Teorikompendium - Biotech Academy Camp 2024

Velkommen til Biotech Academy Camp 2024!

I ar kommer Biotech Academy Camp til at handle om mikrobiologi med serligt fokus pa svampe. Du
vil i dette kompendie blive introduceret til nedvendige baggrundsviden, som vil give dig et overblik
over de bioteknologiske redskaber, som vi kommer til at bruge pa campen. Der vil flere gange i kom-
pendiet blive henvist til Biostriben. Biostriben er en del af Biotech Academys hjemmeside, og her finder
du en masse gode videoer om de emner, der bliver gennemgaet i dette kompendie. Vi anbefaler, at du
bade laser teorikompendiet, laboratorickompendiet samt ser videoerne pa biostriben, som en del af din
forberedelse for du meder op.

Vi forventer ikke, at du husker alt, hvad der star i kompendiet, men at du laser op, hvor du har behov.
Vi kommer til at gennemgé teori pa campen, men vi har ikke tid til at gennemga alt, hvilket er hvorfor
vi beder alle deltagere om at forberede sig pa forhdnd. Man ma meget gerne skrive spergsmal ned, hvis
der er noget som er sveert, eller ikke helt klart i teksten. Du far rig mulighed for at sperge ind til det, nér
vi medes.

God laeselyst! Vi gleeder os til at se dig.

Bedste hilsner fra Marc og Victoria
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Fungi

Se evt. 5. 635-642 i Brocks biology of microorganisms (Den bog i far udleveret)

Svampe er eukaryote organismer, der ikke kan klassificeres som hverken planter eller dyr, men de er
teettere beslaegtede med dyreceller end andre eukaryoter (Figur 1). De udferer ikke fotosyntese som
planterceller, dog har de cellevagge ligesom planteceller, men bestar hovedsageligt af kitin og ikke
cellulose. Der findes et utal af svampearter, med hver deres unikke egenskaber. De fleste svampe er
mikroskopiske og lever hovedsageligt i jorden, hvor de nedbryder og optager naringsstoffer fra dedt
organisk materiale. Udover dette har svampe mange andre funktioner: Nogle arter kan forérsage syg-
domme hos planter, dyr og mennesker, mens andre danner symbioser med planter og hjelper dem med
at optage mineraler fra jorden. Desuden bruges nogle svampe til at producere antibiotika eller bidrage
til fermenteringsprocesser. Selvom mange svampearter er blevet beskrevet, viser DNA-analyser, at over
90% af svampene endnu ikke blevet opdaget og undersagt i laboratoriet, der er derfor et stort potentiale
gemt i jorden.
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L Dyr “@
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Planter g\%’l
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Prokaryoter L———— Bakterier

Figur 1: Fylogenetisk tree. LUCA star for "Last Universal Common Ancestor”. Den forste forgrening opdeler eukaryoter og
prokaryoter. Prokaryoter bliver yderligere opdelt i Arkceer og Bakterier. Ved eukaryoter fraskilles planter fra de andre pa et
tidligere stadie end dyreceller og svampe udvikler sig i hver deres retning, hvorfor svampe er genetisk teettere besleegtet med
dyr. Illustration er genereret i Biorender.

Opbygning

De fleste svampe er flercellede organismer, som danner et netverk af trddformede strukturer kaldet
hyfer. Disse hyfer vokser sammen og danner et synligt mycelium, hvorfra sporer produceres og spredes
til nye levesteder (Figur 2). Nogle svampe danner store frugtlegemer, som fx kuglesvampe, der frigiver
millioner af sporer. Du kender formentlig en raekke spiselige svampe med sékaldte frugtlegemer, her-
under champignoner og kantareller. Selve svampen, som findes under jorden, er dog meget storer, nogle
kan endda straekke sig over flere kvadratkilometer. Andre svampe, som gar, vokser som enkeltceller.
Svampecellevagge bestar primeert af kitin og andre polysakkarider, dette giver dem deres sterke og
seje struktur. Svampe er desuden i stand til at gro pa meget diverse overflader, herunder, treeflis, tapet
og endda beton.
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Figur 2: Opbygning af svampe. (4) svampestruktur, (B) Mycelium, (C) hyfer, og (D) enkelt hyfecelleveeg. Figur er hentet fra
Jfolgende artikel: Mohseni, A.; Vieira, F.R.; Pecchia, J.A.; Giirsoy, B. Three-Dimensional Printing of Living Mycelium-Based
Composites: Material Compositions, Workflows, and Ways to Mitigate Contamination. Biomimetics 2023, 8, 257.
https://doi.org/10.3390/biomimetics8§020257

Symbiose og patogenese

Svampe kan bade have en positiv og negativ effect pa planter og dyr, athaengigt af den specifikke
svamps egenskaber. Mange planter er athaengige af svampe for at optage naringsstoffer fra jorden gen-
nem symbiotiske forhold kaldet mykorrhiza. Der findes to typer mykorrhiza:

- Ektomykorrhiza, som er et typisk symbiotisk forhold mellem basidiomyceter og traers radder
- Endomykorrhiza, som er et forhold mellem glomeromyceter og ikke-traeagtige planter.

Svampe kan ogsé danne symbiose med cyanobakterier eller alger og danne lav, som ofte ses pa traer
og klipper. Dog er ikke alle forhold mellem svampe og andre organismer fordelagtige for begge parter,
nogle svampe kan nemlig forarsage sygdomme hos bade planter og dyr. Plantesygdomme forarsaget af
svampe kan medfere store tab af afgreder, mens svampeinfektioner hos mennesker, kaldet mykoser,
kan variere fra mindre hudirritationer som fodsvamp til livstruende systemiske infektioner som pneu-
moni.

Reproduktion

Svampe kan formere sig enten kennet eller ukennet. Nogle svampe kan ogsa formere sig pa begge
mader, her er det levebetingelserne der typisk vil afgare om det sker pa den ene eller anden méade. Ved
ukennet formering dannes svampe, som er identiske til den svamp som har afgivet sporene. Hvis svam-
pen har gode levebetingelser, vil den lave ukennet formering, fordi der ikke er nogen grund til at skabe
genetisk variation. Under kennet formering vil alle de svampe der dannes vere forskellige fra hinanden
og forskellige fra de svampe, som sporene kommer fra, ligesom et barn er forskellig fra dets foraldre.
Denne formering sker ofte, nar svampen har dérlige levevilkér. Ved den kennet formering forseger
svampen altsé ved genetisk variation at skabe et afkom som er bedre tilpasset til miljoet. Bade kennet
og ukennet formering er illustreret i flere detaljer i Figur 3.
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Figur 3: Overblik over konnet og ukonnet formering hos svampe. Illustration er genereret i Biorender.

Overordnede grupper af svampe

Der findes som mange grupper af svampe, her gennemgas nogle af de overordnede grupper, for at give
et overblik over hvor forskellige svampe er og hvilke egenskaber de har.

Microsporidia

Microsporidia er sma, encellede parasitter pa 2-5 mikrometer som ikke indeholder mitokondrier. Disse
svampe kan kun overleve og formere sig inde i en vert, denne vert kan vaere bade dyr og encellede
organismer. Udenfor varten findes de som sporer, og nar de narmer sig en vartscelle, skyder de en
lille trad ind i1 veerten og sprejter deres indhold ind i cellen. Inde i veerten formerer de sig og producerer
nye sporer, som til sidst bryder ud af vaertscellen for at inficere nye celler. Et eksempel pa en microspo-
ridia er Encephalitozoon som kan forarsage kroniske sygdomme i menneskelige organer, men ses mest
hos personer med svaekket immunsystem, som fx HIV/AIDS-patienter.

Chytridiomycota

Chytridiomycotas (chytrider) sporer er specielle, da de har flageller, hvilket gar dem motile. De er der-
for i stand til at bevage sig i vandmiljeer som ferskvand og fugtige jordbunde, hvilket er hvorfor de
primeert findes i vandige miljoer. Nogle chytrider lever frit og nedbryder organisk materiale, mens andre
er parasitter i dyr, planter og encellede organismer. En chytrid, Batrachochytrium dendrobatidis, forar-
sager chytridiomycosis hos freger, en sygdom, hvor svampen inficerer huden og forstyrrer freens evne
til at opretholde en vaskebalance. Dette har fort til store fald i frebestanden globalt, da sendringer i
klimaet, har @get spredningen af denne svamp.

Mucoromycota

Mucoromycota er kendt for deres rolle i fadevarespild. Det er en gruppe svampe som er coenocytiske,
hvilket betyder at deres celler har flere cellekerner. De kan derfor formere sig badde kennet og ukennet.
En velkendt Mucoromycota er Rhizopus nigricans, ogsé kendt som sort skimmelsvamp pé bred. I dens
ukennede fase danner den sporer, som kan spredes og starte nye kolonier. I den kennede fase fusionerer
celler fra forskellige kan, og der dannes en modstandsdygtig zygospore, som kan overleve under barske
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forhold. De fleste arter i Rhizopus-slagten er uskadelige og nedbryder organisk materiale. Dog kan
nogle af dem forarsage alvorlige lungeinfektioner hos mennesker, hvis de indandes i store mengder
sporer, eftersom disse sporer ofte barer pa toksiske molekyler.

Glomeromycota

Glomeromycota er en mindre gruppe svampe, som danner symbiotiske forhold med planter, iser i form
af endomykorrhiza, hvor svampens hyfer vokser ind i plantens celler. Svampen hjaelper planten med at
optage fosfat fra jorden, mens den far kulhydrater fra planten. Glomeromycota har derfor veret afgo-
rende for planters kolonisering af landjorden. Denne gruppe svampe er ligesom Mucoromycota coeno-
cytiske men kan udelukkende formere sig ukennet. Den bruges ofte i landbrug til at fremme vaeksten af
afgreder som tomater og benner gennem en symbiotisk gadningsmetode.

Ascomycota

Ascomycota (ascomyceter) er den starste og mest varierede svampegruppe. Den indholder alt fra en-
cellede geerarter til filamentese skimmelsvampe. Ascomyceter findes bade i vand og pa land og de fleste
ad svampene i denne gruppe er i stand til at udfere bade kennet og ukennet formering.

Gerceller som Saccharomyces og andre encellede ascomyceter er runde eller ovale, og celledeling sker
typisk ved budding, hvor en ny celle vokser ud fra den gamle. Gaer er generelt storre end bakterier og
kan genkendes mikroskopisk pé deres storrelse og indre strukturer, unikke for eukaryoter, som celle-
kernen. Geer trives desuden i sukkerholdige miljoer som frugter og blomster og kan vokse bade aerobisk
eller ved geering (anaerob). Nogle gaersorter lever i symbiose med dyr, isar insekter, og nogle arter er
patogene for mennesker.

Basidiomycota

Basidiomycota er en stor svampegruppe med over 30.000 beskrevne arter. Mange af dem er de svampe,
vi kender som champignon og fluesvampe. Nogle er spiselige, mens andre er patogene, og forarsage
sygdomme hos dyr, planter og encellede organismer.

I storstedelen af deres liv eksisterer svampe som haploide mycelier i jorden eller pa radne traeer. Den
seksuelle reproduktion resulterer i den synlige svamp, hvor mycelier af forskellige parringstyper smelter
sammen. Det resulterende dikaryotiske mycelium (med to kerner) vokser hurtigt og danner svampens
frugtlegeme, kaldet basidiokarp. Dette begynder som en lille knop under jorden, som vokser til en fuld-
voksen svamp, der ses over jorden. Basidierne findes p& undersiden af basidiokarpen og danner basidi-
osporer, som spredes med vinden til nye steder for at starte cyklussen igen.

Det genetiske udtryk

I moderne bioteknologisk produktion, benyttes forskellige mikroorganismer til forskellige processer,
svampe benyttes bl.a. til fermentering. For disse kan bruges, er det dog nedvendigt at indsamle, issolere
og identificere dem. For at kunne forsta teorien bag de metoder der skal bruges i laboratoriet, nemlig at
isolere og identificere mikroorganismer, er det nedvendigt med en fundamental forstaelse for DNA,
RNA og proteiner forst. Disse tre komponenter vil du nemlig mgde mange steder, nar du gennemgér
teorikompendiets emner.
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DNA

DNA er et molekyle, der barer genetiske instruktioner til udvikling, funktion, veekst og reproduktion
af alle kendte organismer og mange vira. DNA star for deoxyribonukleinsyre, og bestar af to DNA-
strenge. Hver DNA-streng bestér af en masse nukleotider, der er kovalent bundet sammen. Et nukleotid
bestar af en fosfatgruppe, et pentosesukkermolekyle (deoxyribose) samt en nitrogenholdig base. I DNA
findes der fire forskellige baser; cytosin (C), guanin (G), adenin (A) og thymin (T).

DNA-strengen har to ender, der adskiller sig fra hinanden. Disse to ender kaldes for henholdsvis 5°-
enden og 3’-enden (Figur 4.1). 5’-enden bliver ofte beskrevet som DNA-strengens begyndelse, hvor
det forste nukleotid har en fosfatgruppen, som stikker ud fra pentosesukkerets 5. carbon atom. 3’-enden
bliver ofte kaldt for DNA-strengens afslutning. Her indeholder det sidste nukleotid i DNA-strengen en
hydroxylgruppe (OH-gruppe) fra pentosesukkerets tredje carbon atom, der bliver eksponeret (Figur
4.3). Nar nye nukleotider skal tilfejes til DNA-strengen, vil nukleotidet, der skal inkorporeres i stren-
gen, danne en binding mellem sit 5’-fosfat til DNA-strengens 3’-hydroxylgruppe. Strengen vokser fra

®

sin 5’-ende mod sin 3'-ende og bliver pa den made leengere i1 3’-enden.

Thymine
end Adenine y
ﬂ?_;‘- gy 3end
7N
™ " e
~ Qg Sfp
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31 | ' g \}2“
° A2 P
JGuanineCytosine -

¥ end 4
5 end

Figur 4: Opbygning af DNA. 1) Dobbelt strenget DNA helix. 2) De fire komplimentcerer nukleobaser. 3) Nukleobaser bestdr
af en sukkerdel, en fosfordel og en nitrogenholdig base. Der er fem carbon atomer i sukkermolekylet, navngivet 1'-5' pa fol-
gende mdde. Det er ud fra disse carbonatomer, at DNA-strengene er navngivet 5 eller 3°. 4) DNA ets endelige opbygning
med backbone pd ydersiden og nukleobaser pd indersiden. Hentet fra Wikipedia (Madeline Price Ball).

De to DNA-strenge er snoet omkring hinanden og danner en struktur, der minder om en snoet stige.
Denne struktur kaldes for en dobbelthelix. Pa ydersiden af dobbelthelixen sidder DNA-strengenes fos-
fatgrupper og sukkermolekyler. Dette kaldes ogsa for DNA’ets backbone. De fire forskellige typer
baser findes pa indersiden af helixen. De serger for, at de to keeder sidder sammen, da baserne danner
par med hinanden via hydrogenbindinger (Figur 4.4).

De fire forskellige baser laver specifikke pardannelser med hinanden. Cytosin (C) danner altid par med
guanin (G), og adenin (A) danner altid par med thymin (T) (Figur 4.2). De to DNA-strenge i dobbelt-
helixen lgber i modsatte retninger. Det betyder, at 5'-enden af en streng er parret med 3'-enden af dens
komplimentere streng. Man siger derfor, at DNA-strenge er antiparallelle (Figur 4.4).

Alle celletyper opbevarer deres arvemasse som DNA. Den totale meengde arvemasse, pa DNA-form, er
cellens genom. I eukaryote celler findes DNA’et i cellekernen: genomet ligger som et langt, linezrt
dobbeltstrenget DNA-molekyle, taet pakket og strengt reguleret. Prokayoter er mindre avancerede, og
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har cirkulare genomer, som ligger frit i cytoplasmet. De kan ogsé indeholde genetisk information pa
mindre cirkuleere DNA-enheder, som kaldes plasmider.

RNA

Ribonukleinsyre (RNA) bestér, ligesom DNA, af en kaede af nukleotider, og har utrolig mange forskel-
lige funktioner i cellen. I modsetning til DNA, er RNA enkeltstrenget, og det har en anderledes op-
bygning af sin sukkergruppe. En anden vigtig forskel mellem DNA og RNA er, at en af de fire nitro-
genholdige baser i RNA er anderledes. I RNA erstattes basen thymin (T) med basen uracil (U). Der er
mange forskellige typer RNA, herunder messenger-RNA (mRNA), ribosomalt-RNA (rRNA) og trans-
fer-RNA (tRNA), samt primere. mRNA er den type RNA, der bliver aflest nér, der skal dannes et nyt
protein via translation i ribosomerne. rRNA er (sammen med proteiner) en vigtig bestanddel af riboso-
merne. Endelig har tRNA den vigtige rolle, at de transporterer aminosyrerne til ribosomet under prote-
insyntesen.

Proteiner

Proteiner er et vigtigt element i celler, og der er mange forskellige typer af proteiner i hver eneste celle.
Proteiner er opbygget af én eller flere kaeder af aminosyrer. Disse kader kaldes for polypeptider. Der
er 20 forskellige aminosyrer, der kan bruges til at lave et protein, og hver aminosyre har sin egen struktur
og kemiske egenskaber, som athanger af dens specifikke sidekaede (Figur 5). Antallet af aminosyrer i
polypeptidet varierer fra protein til protein. Antallet af polypetider, som et protein er opbygget af, vari-
erer ogsd. Proteiner kommer derfor i enhver storrelse, form og type, og hvert enkelt protein har et spe-
cifikt forméal. Korte peptidkaeder, har mange funktioner og bruges fx ofte som signaler haegtet fast i
enden pa proteiner, der angiver hvor proteinet skal sendes hen i, eller udenfor cellen. Tilsammen er
proteiner livsngdvendige for cellens overlevelse.

Upolzaere sidekaeder Elektrisk ladede sidekaeder
o o o o B o o o
(Lou j)kon )ﬁ)kon M OH \/ﬁ)l\ OH OY% OH HOW OH
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] 9 ] e o o NH o
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NH, NH, ) NH, HN NH, NH, NH,
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Figur 5: De 20 Aminosyrestrukturer inddelt efter polaritet og elektriske ladninger. Illustration er genereret i Biorender.
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Det Centrale Dogme

For at forstd hvordan proteiner bliver dannet, og dermed hvordan vi selv kan manipulere denne process,
skal vi forsta hvad Det Centrale Dogme er. Det Centrale Dogme er en af de vigtigste koncepter indenfor
molekylarbiologi og beskriver strammen af genetisk information i en celle. Overordnede set beskrives
de to trin pa folgende méade: DNA’et oversattes til RNA gennem transskription, og fra RNA-koden
produceres proteiner ved translation (Figur 6).

DNA kan desuden kopieres, og dermed kan der videregives genetiske information til en ny celle via
replikation. Nar den genetiske information er videregivet til proteinniveau, sé er den genetiske infor-
mation fastlast og kan ikke laengere videregives.

DNA Replikation

@ C\ Transkription Translation .
DNA <——="RNA 7" Protein

Revers
Transkription

N A [ TlclalclTlclclalalclT
@ Transkription T A c T c A G G T T c A
5 3

mRNA

L 1 Il Il | Kodons

Translation

¥
Protein Asn @ @ Thr

Figur 6: Det Centrale Dogme. (1) DNA kan blive kopieret ved hjcelp af en proces, der kaldes for DNA-replikation. Dette er
vigtigt for at en celle kan videregive sin genetiske information. DNA et bliver udtrykt i cellen ved hjcelp af to processer kaldet
transskription og translation. (2) Nar et gen skal udtrykkes, skal DNA-sekvensen forst transskriberes til RNA. Den kodende
region i RNA et bliver derncest lavet til et polypeptid med en korresponderende aminosyresekvens via translation. Denne
aminosyresekvens er bestemt ud fra sdakaldte kodon i det kodende RNA. Den kodende kodonsekvens for mRNA et er den samme
som for 5°-3’-DNA-strengen (den kodende DNA-streng), som det stammer fra. Den eneste forskel mellem dem er, at thymin
(T) er blevet erstattet med uracil (U) i RNA-strengen. Illustration er genereret i Biorender.

Transskription: Fra DNA til RNA

Ordet transskription beskriver en proces, hvori oplysninger skrives om. I biologiens verden beskriver
transskription en proces, hvor en gensekvens (altsd en DNA-sekvens) bliver kopieret og oversat til den
korresponderende RNA-kode. Transskription er det forste led i at fa et gen udtrykt, altsa fa koden 1
genet omsat til et funktionelt produkt sasom et protein. For et proteinkodende gen baerer RNA-kopien
den information, der er nedvendig for at opbygge et polypeptid, der senere foldes til et funktionelt
protein. Transskription af et gen foregar i tre trin: 1. Initiering, 2. Elongering og 3. Terminering (Figur
7). Cellerne regulerer omhyggeligt transskription af hvert enkelt gen eller en lille klynge af gener, der

Aminosyrer

bliver transskriberet samtidig. P4 den made kan cellen styre, at gener kun bliver udtrykt, nér der er
behov for dem.

Initiering

Nar cellen starter transkriptionen af et gen, binder RNA-polymerase sig til en sekvens i DNA’et, der
kaldes for en promotor. Denne sekvens findes i naerheden af genets begyndelse. Hvert gen har sin egen
promotor, der fungerer som en teend/sluk knap for genet. Nar RNA-polymerasen binder til promotoren,
kan RNA-polymerase skille DNA-strengene ad. Dette blotlaegger den enkeltstrengede DNA-skabelon,
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der er nedvendig for transskription. For at de rette gener transskriberes, er det derfor yderst vigtigt, at
RNA-polymerasen binder til den rette promotor. Dette gores ved hjelp af et protein, der kaldes for en
sigmafaktor (c-faktor). Dette protein muligger specifik binding af RNA-polymerase til promotoren.
Den specifikke o-faktor, der bruges til at initiere transskription af et givet gen, vil variere athengigt af
genet og af de miljemaessige signaler, der er nedvendige for at starte transskription af dette gen. Den
valgte promotor for RNA-polymerasen afth@nger derfor af o-faktoren (Figur 7.1).

Elongering

Nér RNA-polymerasen har bundet sig til promotoren sammen med o-faktoren, bliver DNA-skabelonens
sekvens laest én base ad gangen (Figur 7.2). Samtidig med baserne bliver last, bygger RNA-polymer-
asen en RNA-streng med komplementerende baser. Denne RNA-streng vokser, ligesom DNA 1 5° til 3°
retningen. RNA-strengen baerer den samme sekvens, som den DNA-streng, der ikke bruges som DNA-
skabelon, med undtagelse af basen uracil (U) som systematisk byttes ud med thymin (T). DNA-skabe-
lonen kaldes ogsé for den kodende DNA-streng. Efter at de forste baser er sat pa den voksende RNA-
streng falder o-faktoren af, og RNA polymerasen fortsatter syntetiseringen af RNA-strengen pa egen
hand (Figur 7.3).

Terminering

RNA-polymerasen fortsatter transskriptionen, indtil den meder en sekvens pa DNA’et, der far den til
at stoppe. Dette sker, nir RNA-polymerasen transskriberer en DNA-sekvens, der kaldes for en termi-
nator. Nar RNA-polymerasen meader en terminator, far det RNA-polymerasen til at stoppe transskrip-
tionen, og RNA-polymerasen falder af DNA-strengen (Figur 7.4). En RNA-sekvens, der er klar til at
blive oversat af ribosomet, kaldes et messenger-RNA (mRNA). I bakterier er mRNA-strengen klar til
at blive oversat til protein lige efter transskription. Translationen af mRNA’et kan faktisk starte, mens
transskription stadig foregar, og ribosomer er ofte knyttet til mRNA-strengen, mens den bliver synteti-

seret.
—— h i Vat

mRNA DNA
ofactor ;: I:‘NAgnlymer:se
4. Transkription N = ) inder til promoter
afsluttes ved en - __' J med en _sigma\'aklor
terminatorregion, hvorved - > og adskiller
mRNAet bliver frigivet og RNA Polymerase DlNA-strengene fra
RNA polymerasen hinanden.

forlader DNAet.

2. Transkriptionen starter.

3. RNAet forl=nges af | =
R_NA polymerasen og — N VokEeide
sigmafaktoren forlader mRNA-kade
transkriptionskomplekset.

Figur 7: Transskriptionen af DNA til RNA. Denne process udfores af enzymet RNA-polymerase, der binder til en specifik
promotorregion pa DNA et, med hjcelp fra en specifik sigma-faktor. RNA-polymerasen er derefter i stand til at initiere trans-
skription ved at abne DNA ’ets doppelthelix, hvilket tillader, at det enkeltstrengede DNA kan fungere som en skabelon. Efter
inkorporering af de forste fi nukleotider begynder enzymets affinitet til promotoren at falde, indtil sigma-faktoren frigores fra
RNA-polymerasen. Transskriptionen fortscetter indtil den ndr en terminatorregion, hvorefter mRNA ’et bliver frigivet, og RNA-
polymerasen kobler sig fra DNA ‘et. Illustration er genereret i Biorender.
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Translation: Fra mRNA til polypeptid

Ved translation bliver informationerne, der er gemt i mRNA’et, brugt til at opbygge et polypeptid, som
er en keede af aminosyrer, der opbygges ved hjelp af et ribosom. Et polypeptid kan efterfolgende foldes
til et fuldt funktionsdygtigt protein. mRNA indeholder instruktionerne til opbygningen af et polypeptid.
Instruktionerne leeses i grupper af tre RNA-nukleotider, altsé grupper bestdende af tre baser: adenin (A),
uracil (U), cytosin (C) og guanin (G). Disse tripletter kaldes for kodons. Et enkelt kodon koder for én
specifik aminosyre, dog kan flere kodons kode for samme aminosyre, derfor siges der at vare en over-
flodighed af kodon. Et startkodon, ofte med sekvensen AUG, koder for aminosyren methionin og be-
skriver, hvor i mRNA-sekvensen translationen skal begynde. Efter startkodon afkodes mRNA-sekven-
sen kodon for kodon uden overlap eller mellemrum, indtil ribosomet mader et stopkodon (UAA, UAG
eller UGA), der markerer translationens afslutning. I modsetning til alle andre slags kodons, s& koder
stopkodon IKKE for en aminosyre. Oversattelsen af kodons til aminosyrer betegnes den genetiske

Figur 8: Figuren viser hvilke aminosyter som de forskellige kodons koder for. For at finde ud af hvilken aminosyre ens
kodon svarer til, starter man pa midten, folger herefier de nukleotider, der findes i ens kodon. Startkoden er AUG, hvilket ogsa
er angivet med en sort pil. Slutkodons er UAA, UAG og UGA. Dette er anvist med sorte prikker. Billedet er hentet fra Wikipedia
(Robert Kohlmann).

Transfer-RNA (tRNA) spiller en vigtig rolle i translation. tRNA kobler et mRNA-kodon sammen med
den specifikke aminosyre, som den koder for. Pa den nederste del af hvert tRNA er en sekvens pé tre
nukleotider, der kaldes for et antikodon. Et antikodon kan binde til specifikke mRNA-kodons. Det vil
sige at tRNA’et altsé er det modsatte kodon end det, der er pA mRNA’et f.eks. hvis mRNA’ets kodon
er CCG sé er tRNA’et GGC. Den gverste del af tRNA’et baerer den aminosyre, der er specificeret af
det pageeldende kodon. Der er derfor mange forskellige typer tRNA. Hver type genkender én eller fa
kodons og bringer herefter den matchende aminosyre til den voksende polypeptidkede.

Ribosomer er de strukturer, hvor i polypeptiderne bliver bygget. De bestar primert af protein og ribo-
somalt-RNA (rRNA). Hvert ribosom har to underenheder, en stor og en lille, der samles omkring
mRNA’et, der skal oversattes. Ribosomet fungerer samtidig ogsa som et enzym, der binder aminosy-
rerne sammen og skaber en kaede.
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Translationen kan inddeles i samme 3 faser som transskriptionen: Initiering, elongering og terminering.
Den overordnede proces kan ses pa Figur 9.

Ribosomal initiering

Forst samles ribosomet omkring mRNA’et, der skal laeses, og det forste tRNA binder sig pA mRNA-
strengen. Dette tRNA barer aminosyren methionin, der matcher startkodonet AUG. Denne opsatning
kaldes for initieringskomplekset, hvilket er nadvendigt for at oversattelsen kan ga i gang.

Ribosomal elongering

Efter initeringskomplekset vil aminosyrekaden blive forleenget. Her oversatter ribosomet et kodon ad
gangen, og den korresponderende aminosyre tilfgjes til den voksende aminosyrekaede. Hver gang et nyt
kodon oversettes, overfores et tRNA med den rette aminosyre til polypeptidet, som sidder i ribosomet.
Herefter mister den naboliggende tRNA sin aminosyre, og dette tRNA frigeres og skubbes ud af ribo-
somet. Det tRNA, som sidder tilbage, og nu har en ekstra aminosyre, er klar til at give den voksende
kaede videre til det neeste tRNA, der binder til abningspositionen i ribosomet.

Ribosomal terminering

I den sidste fase skal det feerdige polypeptid frigeres. Polypeptidet bliver frigjort, nér et stopkodon bliver
genkendt af ribosomet. Sekvensen pé dette stopkodon kan vaere UAG, UAA eller UGA. Disse kodon-
sekvenser udleser en raekke hendelser, der adskiller polypeptidkeeden fra tRNA’et, og den kan herefter
lgsrive sig fra ribosomet. Herefter er translationen afsluttet. Efter translationens afslutning kan polypep-
tidet stadig mangle at gennemgé forskellige modifikationer, for det er faerdigfoldet til et funktionelt
protein. Det skal f.eks. ofte sendes et andet sted hen i cellen eller kombineres med andre polypeptider,
for det kan gere sit job som et funktionelt protein.

Hvis du vil vide mere om molekylarbiologiens centrale dogme, anbefaler vi at du ser videoerne dedi-
keret til emnet pa biostriben: https://bit.ly/3mupSnh.

i3 nukleotider}j&

Dannet proteinkade

Aminosyre

Figur 9: Translationen hvor et protein dannes fra et mRNA. tRNA baseparrer til det nceste ledige codon pa mRNA-strengen.
tRNA et indscetter dermed den passende aminosyre i den voksende aminosytekcede, der bliver til det nye protein.
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Vakstmedie o
For at Svampe eller andre mikroorganismer som bakterier kan gro, skal man  / - ) \
sorge for, at de har de rigtige veekstforhold. Svampe har brug for organiske
stoffer, som f.eks. simple kulhydrater, mineraler og salt for at kunne vokse.
Hvis man blander disse stoffer i de rette mangder, kan man producere et
vaekstmedie. Der findes mange forskellige veekstmedier med forskelligt ind- e
hold og forskellige forhold af indholdsstoffer. Dette skyldes, at det ideelle =
vakstmedie er forskelligt for forskellige organismer.

Nér celler podes til (tilsettes) et flydende veekstmedie, vil cellerne gro nede i

vaesken. Alternativt kan man tilsatte 15 g/L agar ndr man blander sit veekst-  agar plade med kolonier
medie, og stobe det til et fast medie. Nar agar varmes op over 85 °C, smelter

Figur 10: Agarplader med
det og bliver flydende. Agar starkner ved igen ved 32-40 °C sé inden da skal og uden veekst. Illustration

man halde blandingen i en petriskal. er genereret i Biorender.

Petriskale, der indeholder et fast vaekstmedie baseret pa agar, kaldes agarplader. Agarplader bruges til
at dyrke celler pa en overflade. Celler, der spredes ud og dyrkes pa en agarplade, er lette at identificere.
Det skyldes, at de vokser i kolonier, som kan ses med det blotte gje som sma prikker, hvis der er tale
om bakterier eller ger, eller store masser hvis det er svampe. Hver koloni er et resultat af én celle eller
spore, der har delt sig til mange millioner af celler, der ligger lige op ad hinanden (Figur 10). Alle
cellerne 1 en koloni antages altsa at vaere genetisk identiske. Det er vigtigt at kunne sprede cellerne
rigtigt ud pé en agarplade, sa hver enkelt koloni kan isoleres eller tzlles.

Selektion af mikrober

Der findes mange mikroorganismer i luften, der kan falde ned pa en agarplade og kontaminere den, hvis
den star uden 1ag (eller hvis man sidder og snakker nar man plader ud). Der findes forskellige metoder,
hvorpa man kan sikre sig, at det kun er de mikroorganismer man arbejder med, som gror pa pladen.
Dette kan bl.a. leses ved selektive agarplader, hvor vaekstbetingelserne er serlig fordelagtige for de
onskede mikrober, mens haemmende uenskede microbers vakst.

Til det laboratoriearbejde I skal udfere, anvendes to forskellige slags agar

baserede vakstmedier til udpladning af jordprever. Det ene er Dichloran

glycerol 18% agar (DG18) og den anden er, Surt Malt Extract Agar (ME-

Aox), som har en pH vardi pa 3,5 (Error! Reference source not found.). Sur MEAox
Vi bruger to forskellige vakstmedier, som er designet til at veere optimale .

for et bredt spektrum af svampe, dog er de lidt forskellige. Pa grund af det y \

/

/,

sure forhold p& en MEAox plade vil der gro acidofile svampe (glade for
surt milje). Derfor ved brug af forskellige typer plader fér vi en sterre re-
praesentation af mikroorganismerne i f.eks en jordpreve. J

Eftersom agarplader ogsa kan benyttes til at gro bakterier pa, er det vigtigt —
at forhindre bakterievaeksten, s man undgér kontaminationer. DG18-pla- DG18

derne indeholder to slags staerke antibiotika og de sure MEAox-plader har  Figur 11: To forskellige agerpla-
der, som kan benyttes til arbejde

med bakterier. Illustration er ge-
vaksten pa pladerne kun er svampe. nereret i Biorender.

en lav vandaktivitet som bakterier ikke bryder sig om, derved sikres. at

Senere benyttes Potato Dextrose Agar (PDA) plader til renstrygning og isolering af svampe. Kartoffel-
ekstraktet giver de nedvendige naringsstoffer, mens dextrose fungerer som kulhydratkilde. Den lave
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pH pé 3,5 haemmer bakterievaekst og fremmer svampevaekst. Rose Bengal tilsattes for yderligere at
haemme bakterier og begraense svampenes storrelse.

Metoder i laboratoriet
Polymerase Chain Reaction (PCR)

Polymerase Chain Reaction er en molekylaerbiologisk teknik, der bliver brugt til at opformere speci-
fikke DNA-sekvenser, sa der er nok materiale til sekventering. PCR bliver brugt som et led i detektion
og identifikation af organismer eller andet biologisk materiale, der indeholder DNA. PCR bliver ogsa
brugt som et vigtigt redskab til kloning og genmodificering.

Til PCR bruges DNA-polymerasen (fra Det Centrale Dogme) til at opformere en specifik DNA-se-
kvens, der kaldes for gene of interrest (GOI). GOl er en lille del af et leengere stykke DNA, som kaldes
for en DNA-skabelon. PCR gennemgar en rakke cyklusser, hvor hver DNA-sekvens bliver kopieret
én gang per cyklus. Det vil sige, at hvis man starter med 2 ens DNA-strenge, sa vil man efter forste
cyklus have 4 DNA-strenge. Hvis man kerer en PCR med 30 cyklusser, ender man derfor ud med hvad
der svarer til 1.073.741.824 DNA-strenge.

Valg af primere - kopiernes start og stop

DNA har som bekendt to strenge, der lgber i hver sin retning (3' til 5' og 5' til 3'). Derfor vil DNA-
polymerase i PCR ogsa kopiere de to strenge i hver sin retning. Dette indebarer, at der skal bruges
to forskellige primerer - én til start af kopiering af DNA’et i hver sin retning (forward og reverse). DNA-
polymerase bygger nemlig udelukkende nye strenge op i retningen fra 5' til 3'. Den streng, enzymet bru-
ger som skabelon, skal altsd g& modsat, dvs. fra 3' til 5'. Det betyder, at de to nedvendige primeres se-
kvenser skal vaelges, sa den ene baseparer til startstedet pd den ene streng, og den anden baseparrer til
den anden strengs startsted. Da strengene er modsatrettede, ligger den enes startsted automatisk samme
sted som stopstedet pa den modsatte streng (Figur 4).

Hvorfor startstedet pa én streng samtidig er slutstedet pa den anden streng, kan veaere lidt sveert at forsta.
Men det skyldes, at de DNA-strenge, som dannes i den forste cyklus, ogsa vil fungere som skabelon i
den neeste fordoblingscyklus, men nu for den modsatte streng og retning. Derfor er der ikke mere DNA-
streng tilbage, nar DNA-polymerasen kommer frem til det oprindelige startsted - som derfor bliver et
stopsted.

Vi skal i lebet af ugen benytte to forskellige primere: ITS og TUBULIN (Tabel 1). Der er helt serlige
arsager til valget af de to primer. Essentielt for et godt "target’ for identifikation er, at genet er til stedet
i naesten alle arter. Derfor skal genet veere funktionelt essentieltm dog skal der i genet vere en vis
genetisk variation pé tvers af arter for at muliggere differentiation mellem arterne ud fra en gensekvens.
ITS star for ’Internal Transcribed Spacer’ og er en af de regioner i en svamps DNA med mest variation
nar det kommer til forskellige arter. Det er derudover ogsa den mest sekvenserede del af svampes ge-
nom. Af denne grund er ITS et fantastisk "target’, da det giver stor mulighed for identifikation af ukendte
svampe, med en stor database at sgge i.

Tubulin er et funktionelt protein som er essentielt for opbygningen af cellens struktur og funktion. F.eks
indgéar tubulin i mikrotubli, rerformede strukturer der giver svampecellen stabilitet. Tubulin er ogsa
nedvendig for intracelluler transport, celledeling og bevagelser af cellen. Dog pé trods af sin centrale
rolle, som gor det til et velbevaret gen os de fleste svampearter, er der signifikant generisk variation af
genet pa tvers af arterne. Derfor fungerer genet ogséa som et godt "target’ ved identifikation.
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Tabel 1: Overblik over primerne Tubulin og ITS.

Tubulin (tub or benA)

Primer forward Tubulin3
T10-F
Primer reverse Cmd6-R

Primer forward V9G-F
Primer reverse LS266-R

Faserne 1 en PCR-cyklus

ACG ATA GGT TCA CCT CCA GAC 023

ACC CTC AGT GTA GTG ACC CTT GGC 024
ITS (rDNA locus)

TTA CGT CCC TGC CCT TTG TA 019

GCA TTC CCA AAC AACTCG ACT C 020

Hver cyklus i en PCR er delt op i tre forskellige faser, der har hver deres temperatur og varighed (Figur
12) e angivne temperaturer varierer efter hvilke primere, der anvendes.

@nsket DNA
sekvens A

i @nsket DNA
1 sekvens

3 5!
4 N ---
5 [ ] 3 Opvarmning
- denaturering af DNA
3 5
Nedkeling
] - binding af primere til DNA

Elongering
- DNA syntese

Figur 12: PCR. Opformering af en specifik DNA-
sekvens med PCR ved tilscetning af primerne (gul
og rod), der binder til startstedet for kopieringen
pd hvert af de to enkeltstrengede DNA-strenge.

1. Opvarmning (denaturering af DNA)

Det dobbeltstrengede DNA, der skal bruges som skabelon i
reaktionen, skal ferst denatureres (adskilles) ved hgj tempe-
ratur (ca. 95 °C) i nogle sekunder. Dette gor DNA'et enkelt-
strenget, sa hver streng kan fa bygget en ny komplementaer
streng senere i PCR-cyklussen.

2. Nedkoling (binding af primere til DNA)

Temperaturen saenkes til omkring 60 °C (denne temperatur
athaenger specifikt af de primere man bruger), hvor de til-
satte primere vil kunne binde til startstederne pa det enkelt-
strengede DNA.

3. Elongering (dannelse af de nye, komplementaere
DNA-strenge)

Temperaturen haves til 72 °C, hvor DNA-polymerase bin-
der til primerne ved startstederne og bygger videre pa de
nye, komplementere DNA-strenge. DNA-polymerasen
fortsaetter, sd lenge temperaturen ikke haves, og sa
leenge der stadig er skabelon-DNA til rddighed. Varigheden
af trinnet beregnes derfor, sa cyklussen ferst genstarter, nér
hele den interessante DNA-sekvens er forlenget (elonge-
ret) til dobbeltstrenget DNA. En PCR med 30 cyklusser va-
rer gerne 2-3 timer.

Hvis du vil vide mere om PCR, anbefaler vi at du ser videoerne dedikeret til emnet pa Biostriben:

https://bit.ly/35DMjjP
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Tissue PCR

Tissue PCR er en undertype af PCR-teknikken. Det er en metode til at amplificere DNA direkte fra
vavsprover uden forudgdende DNA-ekstraktion. Smé vavsprover bruges dermed direkte i PCR-reak-
tionen, dog er det nedvendigt at disse veevspraver har en hgj koncentration af DNA. Metoden er hurtig,
enkel og kraever minimal prevebehandling, men kan vare mere udsat for forurening og dermed inde-
holde flere urenheder sammenlignet med andre PCR-typer.

Gelelektroforese

Gelelektroforese er en teknik, hvorved man kan separere og identificere forskellige DNA-strenge eller
proteiner i en oplesning. Gelelektroforese er et nyttigt redskab, da adskillelsen af DNA pé baggrund af
antallet af basepar kan bruges til at bekraefte om ens forseg, har resulteret i en DNA-sekvens med den
korrekte DNA-leengde. Resultatet af en gelelektroforese, kan ses som lysende band der er lgbet varie-
rende laengder i gelen. Disse band indeholder millioner af DNA-fragmenter og vil variere i deres tyde-
lighed alt efter hvor stor maengde af DNA de indeholder. Gelelektroforese kan altsa bruges til at under-
soge, om det forventede DNA er til stede i en prove.

I gelelektroforese udnytter man, at DNA naturligt er negativt ladet. Denne negative ladning stammer
fra fosfatgrupper, der optraeder i hvert nukleotid i DNA-strengen. I en gelelektroforese bliver DNA’et
udsat for et elektrisk speendingsfelt, der har en negativ pol og en positiv pol. Da DNA er negativt ladet,
vil det blive tiltrukket af den positive pol. Da alt DNA har samme ladning-til-masse-forhold, sa vil de
korteste DNA-strenge rejse laengst igennem gelen, da de mgder mindre modstand gennem gelen. Dette
kan dermed bruges til at skelnes mellem store og sma DNA-fragmenter, da store stykker ikke vil labe
s langt som mindre stykker.

Opsat en gel
Der indgar syv komponenter i en gelelektroforese: 1. DNA, 2. Gel, 3. Elektroforesekammer med et
spendingsfelt, 4. DNA-marker, 5. Loading dye, 6. DNA-stainer og 7. Buffer. Fremgangsméden er be-
skrevet herunder.

o Nar man laver en gelelektroforese, steber man ferst sin gel. En gel bestar af polysacchariden aga-
rose, der blandes sammen med buffer og en DNA-stainer, der er vigtig for at kunne visualisere
bandene under UV-lys. Gelen bliver forst varmet op, og nar den efterfelgende er kolet ned, vil
agarosen sterkne, og blandingen fa en geléagtig tekstur.

o Gelen bliver nedsenket i et elektroforesekammer, hvorefter en bufferoplesning haldes ned i elek-
troforesekammeret, sa den lige akkurat dekker gelen. Bufferoplesningen er med til at holde en
stabil pH-verdi og beskytter gelen mod at udterre. Ioner i bufferoplesningen er med til at lede
stremmen igennem karret under gelelektroforesen (Figur 13.1).

o De ellers usynlige DNA-fragmenter bliver blandet med en lille smule loading dye, der er farvet og
indeholder en koncentreret sukkeroplesning (ofte glycerin). Dette gores for at visualisere DNAet.

o Herefter placerer man sin DNA-prove i fordybninger, kaldet brende, der er placeret i den ene enden
af gelen. Glycerinen, fra loading dye’en, sarger for, at DNA’et synker lettere til bunds i brendene.
Udover at tilfaje DNA’et fra proven til sine brende, tilfgjer man ogséd en DNA-ladder, der er en
blanding af DNA-fragmenter i kendte leengder (Figur 13.2). Da man kender leengden pa DNA-
fragmenterne i DNA-ladderen, kan man sammenligne de resulterende bénd fra DNA-preve med
bandende fra DNA-ladderen og dermed fa et godt overblik over hvor lange DNA-fragmenterne er.

o Efter at vores DNA-prove og DNA-ladderen er tilfgjet til brendene, starter man gelelektroforesen
ved at tende for spendingsfeltet. Nar man teender for spaendingsfeltet, vil det negativt ladede DNA
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blive tiltrukket af den positive pol i elektroforesekammeret. Det betyder, at DNA’et vil vandre gen-
nem gelen mod den positive pol. En gel fungerer som et filter, som DNA’et skal anstrenge sig for
at komme igennem. Det er svaerere for langt DNA-fragmenter at bevage sig gennem gelen, og
derfor bevaeger de sig kortere i gelen, end de korte DNA-fragmenter.

o Efter at gelelektroforesen er gennemfort, kan man ved hjelp af UV-lys se DNA’et som smé band
pa gelen (Figur 13.2). Grunden til at man bruger UV-lys er, at den tilfgjede DNA stain binder sig
til DNA’et og lyser op under UV-lys.

Loading dye og DNA
O @ e

r ] |
Ladder 1 2 3 4 5

Brende

5kb
1kb

0.5kb

Figur 13: Gelelektroforese. 1) Gelen ligger nedsunket i en bufferoplosning. DNA ‘et bliver tiltrukket af den positive elektrode
og vandrer derfor i polens retning gennem gelen. 2) Man tilfojer sin DNA-ladder i den forste brond og loading dye og DNA i
de resterende bromde. Efter at gelen er kort, kan man se hvordan DNA-fragmenterne har beveeget sig ved hjeelp af UV-lys. I
bronden til venstre er DNA-ladderen, hvor leengderne pa DNA-fragmenterne er kendt. Ved at sammenligne ved DNA-ladderen
kan man se hvor lange DNA-fragmenterne er i proverne der er i brondene navngivet 1-5.

Hvis du vil vide mere om gel elektroforese, anbefaler vi at du ser videoerne dedikeret til emnet pa
Biostriben: https://bit.ly/3kp39XS

Gen sekventering

Sekventering kortlaegger rekkefolgen af baser (A, C, G, T) i genomet hos en bestemt organisme. Det
bruges til at undersgge bade kendte og ukendte organismer, fx for at finde mutationer hos kendte orga-
nismer eller opdage nye gener fra ukendte organismer. Der er tre generationer af sekventeringsteknolo-
gier (Tabel 2).

Tabel 2: Sammenligning af forste, anden og tredje generations sekventeringsmetoder

Fordele Ulemper Read lcengde (bp)
Forste generation Priseffektivt og hurtigt for et smét Dyrt, langsomt, labora-  600-1000
(Sanger) antal af prever torie intensivt for
mange prover
Anden generation Hurtigt, billigt, hej felsomhed ved ~ Korte reads, ineffektivt  50-300
(NGS) et stort antal af prever, mere data ved et lavt antal prover
med samme mangde DNA
Tredje generation Lange reads, realtime Hgj fejlrate. Der produ- 2500-50.000
(TGS) ceres mindre data end
ved NGS.
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Efter sekventering skal 'reads’ samles (kaldet assembly) og kvaliteten vurderes. Dette kan geres ud fra
to faktorer: ’Coverage’, som er det gennemsnitlige antal af gange ens data deekker kendte positioner i
genomet og *Depth’, hvilket er antal reads der deekker et bestemt nukleotid pa hver position i genomet
(Figur 14).

FORSTE GENERATIONS ANDEN GENERATIONS TREDJE GENERATIONS
SEKVENTERING SEKVENTERING SEKVENTERING

Reference
genom

Figur 14: Assembly. Efter sekventering skal de forskellige reads 'alignes’ til et referencegenom. Dette danner et 'assembly’.
Jo flere og jo leengere reads der overlapper, des bedre kvalitet assembly dannes. Dette bencevnes som ’coverage’ og 'depth’,
henholdsvist. Figur hentet fra Biotech Academys hjemmeside.

Output for en sekventiering kan ses i Figur 15. Her kan den genetiske kode aflases pa baggrund af de
farvede toppe. Hojden af toppen svare til styrken af signalet.
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Figur 15: Eksempel pd gensekvens. A (Gron), C (Bla), G (Sort), T (Rod).
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