Kunsten at manipulere skimmelsvampe

selvom de ikke vil

Skimmelsvampe har mange roller i samfundet, bide positive og negative. De udfylder
eksempelvis en stor rolle i bioteknologisk produktion. Deres begraensning ligger til en vis
grad i, at det er relativt tidskraevende at lave specif kke genetiske manipulationer. Her
prasenteres en teknologi, der muliggor stammeforbedringer effektivt og hurtigt
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Ingen kan anfaegte skimmelsvampes enorme betydning for
opretholdelsen af den gkologiske balance pa Jorden ved re-
cirkulering af organisk materiale. De er sammen med andre
mikroorganismer effektive nedbrydere af simple og komplekse
forbindelser. Skimmelsvampe har en utrolig evne til at udskille
et batteri af enzymer gennem spidsen af et hastigt og kraftfuldt
voksende netveerk af rodlignende trade (hyfer, figur 1 og 2).
Samme vej udsendes en reekke bioaktive stoffer, heriblandt

de sekundare metabolitter (SM), hvoraf adskillige allerede

har fundet anvendelse i medicinsk gjemed, f.eks. penicillin og
lovastatin. Netop produktionen af enzymer og SM, foruden de
organiske syrer og oste, har givet skimmelsvampe en hovedrolle
i industrien. Dette er kun starten, da andre produkttyper vil
vinde frem. For ud over at veere effektive til at udskille produk-
ter har skimmelsvampe en stor fordel i, at de er lette at handtere
0g opbevare — og de kan dyrkes i/pa billige vaeekstmedier.

Dog er det en stor hindring i f.eks. SM og heterolog proteinpro-

et attraktivt og vigtigt omréade at arbejde inden for. Adskillige
Aspergillus-arter kan producere ekstremt potente giftstoffer
(mykotoksiner), men ogsa forarsage infektion af organer, hyp-
pigst lungerne, i immunsveekkede mennesker og dyr, ofte med
daeden til fglge. Derved kan arbejdet i A. nidulans vise sig at
veere yderst veerdifuldt, da viden erhvervet fra genetikken og
genomanalyser overfares og relateres mellem slagtens arter. De
molekylere veerktajer, der udvikles, er oftest mulige at overfare
mellem arterne. Systemet er teenkt til at fungere bredt og for at
kunne praesentere det, er en kort indfgring i genmanipulation og
mekanismer ngdvendig.

Gensplejsning i Aspergillus

Grundstenen og teknologierne til at tilfgje gener fremstillet in
vitro ved genetisk transformation i skimmelsvampe fik vind i
sejlene i 1980°erne, og de metoder ligger stadig til grund for de
mest populare transformationsprocedurer i dag [3]. De gnskede

Figur 1. Et simplificeret billede pa starten af et vaekstforlgb for skimmelsvampen Aspergillus nidulans.

duktion, at mange skimmelsvampe er relativt sveere at eendre
genetisk, sammenlignet med eksempelvis visse geerarter. Dette
problem skal lgses, far industrien kan udnytte skimmelsvam-
pene til fulde.

Pa Center for Mikrobiel Bioteknologi ved DTU er der
udviklet et genetisk transformationssystem. Det er designet til
generelt at fungere hen over arter, og det vil gare det lettere at
foretage genetiske optimeringer og endringer i skimmelsvampe
[1]. Genetiske andringer der engang tog mange maneder at
udfare, hvis det overhovedet lykkedes, kan nu udfares inden for
en maned, nar systemet er sat op i den pagaldende svamp.

For at konstruere og teste transformationssystemet er Asper-
gillus nidulans, en modelskimmelsvamp for svampebiologi,
blevet valgt. A. nidulans er velkendt og fuldt genomsekventeret,
hvilket betyder, at dens arvemateriale er kortlagt [2]. | modsaet-
ning til mange andre skimmelsvampe har den en seksuel livs-
form. Det giver flere strenge at spille pa i stammekonstruktion.
Derudover er arten beslaegtet med vigtige industrielle og syg-
domsfremkaldende aspergilli, to omrader der ger Aspergillus til
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gener indfares enten i celler via cirkuleert DNA (plasmid), der
kan opretholdes uden at sidde inde i genomet hos veerten eller
som lineaert DNA, der integreres i genomet. Det er sveert at
holde plasmiderne pa et stabilt niveau i Aspergillus, og de svin-
ger i antal gennem en voksen koloni (figur 2). Derfor fungerer
det ikke at bruge plasmider i produktionsstammer, men kun
til forskningsformal. Lineart DNA kan derimod fare til stabil
ekspression af gener, der indsattes i svampen. Det skyldes,
at positionen pé et kromosom sandsynligvis er stabil og kan
nedarves.

Nar et stykke DNA skal integreres i en cellekernes DNA,
er vi afhangige af, at de eksisterende cellulere mekanismer
inden for DNA-reparation af skader er funktionelle. Her teenkes
der iseer pa de reaktionsveje, der reparerer dobbeltstrengsbrud
(DSB) i DNA [4,5]. Netop et DSB er livstruende for cellen, hvis
de ikke bearbejdes, men samtidig er det ogsa en ngdvendighed
for at inkorporere den gnskede information i genomet. Der er
to overordnede mader at reparere DSB pa, homolog rekombina-
tion (HR) og illegitim rekombination (IR, jf. non-homologous
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end-joining). HR bruger ensartede sekvenser til at reparere fra
og betegnes derfor som fejlfri. IR er derimod oftere behaftet
med fejl, men bestemt ikke altid. | denne proces bliver et DSB
kureret med en samling af brudte eller tilgeengelige ender. Ved
fejlbehandling i IR kan DNA-stykker blive sat sammen til-
feeldigt, eller enderne trimmes, far de saettes sammen, hvilket
resulterer i tab af information (figur 3).

Ved indfarelse af et linezert DNA-stykke i en celle med homo-
logi til et sted i organismens genom, vil HR og IR give integra-
tion af det tilferte DNA det tilsvarende sted pa et kromosom.
Alternativt indseettes det et tilfeeldigt sted i genomet. Falges den
sidste lgsning kan det indfarte DNA-stykke sette sig sammen
med sig selv flere gange, for det integreres. Det giver mange
kopier af et tilfart gen. Det kan pa kort sigt medfare en forgget
produktion fra det indfarte DNA (som RNA, protein- eller stof-

Figur 2. A. nidulans-kolonier. Til hgjre ses normalvakst for en vildtype og til
venstre er vaeksten for en transformant opretholdt med plasmid DNA.

skifteprodukt), men pé leengere sigt kan de gentagne sekvenser
veere genetisk ustabile og rekombinere sig selv ud af genomet.
Forstaelsen af de underliggende processer i DNA-reparation er
derfor essentiel i forbindelse med skabelsen og vedligeholdelsen
af industrielle produktionsstammer.

Skimmelsvampe har i transformationsgjemed det tilfeelles
med pattedyr og planteceller, at de er sveere at foretage speci-
fikke genmanipulationer i (gene targeting), da de introducerede
DNA-stykker langt oftest indsztter sig ved IR [6,7,8]. Det
besveerliggar etableringen af mutantstammer, da screenings-
arbejdet bliver meget omfattende. En succesfuld strategi, der
har veeret flittigt benyttet i svampe til at forgge effektiviteten
af genmanipulationer, er blokering af enzymaktiviteten for IR.

Herved elimineres en vaesentlig del af de tilfeeldige integratio-
ner af DNA, og effektiviteten af malrettede integrationer kan ga
fra 1% til teet pa 100% [6,8].

I A. nidulans og andre svampe virker IR-defekte mutanter
ikke synderligt pavirkede, ud over at de mangler et enzym i en
vigtig reparationsmekanisme af DNA-skader, og de udviser
ingen synlig feenotype.

Figur 3. Illegitim rekombination. Den store pil med gren streg viser den simp-
leste form for samling i IR, hvorimod de andre pile viser former, der kraever
flere aktiviteter. DNA-strengen i rad illustrerer en tilfeeldig samling af ender.

| pattedyr er denne mangel meget alvorlig for individets ud-
vikling og immunforsvaret. Selvom denne kobling ikke er til
stede i svampe, er der efterhdnden gjort fund, der kan tyde pé
hurtigere zldning i IR-mutanter, og det frarades at have en per-
manent IR-defekt som baggrund i en produktionsstamme [8].
Eksempelvis vil svampen anvende en backupversion af IR, der
er kraftigt fejlbehaeftet, nar nggleproteinerne i IR mangler (figur
3). Derudover er balancen mellem HR og IR normalt afstemt i
kernen, sa overdreven aktivitet af f.eks. HR kan give ustabilitet.
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A. nidulans har en velfungerende seksuel cyklus, hvilket
abner for et tilbagekryds til vildtype-funktion for IR-defekten
og for andre opstaede defekter. De imperfekte svampe, der
teeller mange industristammer, har kun det aseksuelle stadie og
kan ikke redde sin defekt ved sex. Den tabte IR-funktion kan
s reetableres ved transformation med det funktionelle IR-gen.
Hvis det ikke settes ind ved det oprindelige sted, sa kan gen-
ekspressionsniveauet f.eks. risikere at blive for lavt. Derfor kan
det oprindelige sted vaelges til genindsattelse, men IR-genet er
ved transformation ofte splejset til et markargen for at kunne
finde de rigtige transformanter. Dette markargen skal derefter
elimineres fra cellen. Vi har pA CMB, DTU udviklet et system i
A. nidulans, hvor IR-funktionaliteten kan afbrydes og efterfal-
gende gendannes ved to simple selektionstrin, hvilket vil veere
til stor hjeelp i gensplejsningen og arbejdet med imperfekte, men
ogsa seksuelle, svampe [1].

Transformationssystemet

Systemet er vist i figur 4 og 5 og bygger pa anvendelsen af et
modselekterbart selektionsmarkargen, der indseettes i, og ikke
fjerner det IR-gen, der gnskes sat ud af spil. Tilstedevearelsen
af selektionsmarkgaren i sig selv giver mulighed for at udveelge
de korrekte kolonier efter transformation. Modselektionen far
sin anvendelse, nar der tilsattes en, til markergenet tilhgrende,
antimetabolit til veekstmediet, og det bliver fatalt for celler, der
indeholder markargenet. Kun de kerner, der har tabt funktionen
af markergenet enten ved mutation eller ved loop-out af genet,
vil overleve modselektionen.

Selve DNA-stykkerne, der skal ind i cellen, bestar af tre kom-
ponenter, der pa en enkelt dag kan produceres og samles ved to
forskellige ”polymerase chain reaction” (PCR)-metoder. En der
laver enkeltprodukter, og en anden der samler dem. En kompo-
nent er det specielle modselekterbare markargen, og da der ikke
er mange enkelt-markgrgener, der bade kan selekteres for og

Figur 4. Transformation og afbrydelse af et IR-gens aktivitet med en mod-
selekterbar markgr (MM). DNA-stykker konstrueres via PCR og tilfares
cellerne. Produkter rekombinerer med kromosomet (ses med sort kugle), og
der sages efter transformantkolonier med funktionelt markgrgen via selektion.
Disse viderefgres til ngje analyse p& DNA-niveau for at bekrafte den korrekte
hendelse.

imod, s& kan markarkomponenten ogsa besta af to fusionerede
markgrgener, der tilsammen giver den gnskede effekt. De to
andre komponenter er en gvre og nedre kopi af det IR-gen, der
skal sattes ud af funktion ved rekombination. De to IR-genstyk-
ker indeholder en falles midterdel af genet, der senere kan bru-
ges til gendannelse af IR-genet via rekombination mellem de to
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sma repeterede sekvenser (figur 5). Pa figur 4 er der vist DNA-
stykker med et opdelt markargen, altsa en gvre og en nedre del
med en falles overlappende sekvens, som er mere PCR-venligt
[9,10]. Tilstedevaerelsen af tre steder, der skal smeltes sammen
(rekombinere) for succes i manipulationen, har vist sig at veere
mere effektiv til specifik genmanipulation i skimmelsvampe,
end hvis markgrgenet var helt intakt fra starten [7,8].

Figur 5. Dyrkning af IR-defekt mutantstamme med modselektion. Rekombi-
nation af repeterede gensekvenser for IR-genet genetablerer IR-genet til fuld
funktionalitet og svampen overlever, da den har smidt markgrgenet ud.

Imens markgrgenet sidder i IR-genet, kan der foretages andre
gnskede modifikationer af svampen, hvilket naturligvis kraever
anvendelse af andre markergener, end det der sidder i IR-genet.
For iterative genmanipulationer vil brugen af endnu en mod-
selekterbar marker veere til stor nytte, da udvalget af selekti-
onsmarkarer ofte ikke er ubegreaenset. Nar IR skal gendannes,
dyrkes svampen pa vaekstmedie inkl. antimetabolitten, hvilket
resulterer i, at den ene gentagelse forsvinder sammen med den
mellemliggende sekvens, der indeholder markgrgenet, og det
efterlader IR-genet intakt og funktionelt.

Afsluttende bemarkninger

Anvendelsen af det praesenterede system har vist sig at gare
det veesentlig lettere at foretage genetiske andringer i skim-
melsvampe, f.eks. optimering af stofskiftet med enkelte eller
flere indgreb. Systemkonceptet er ogsa blevet implementeret og
demonstreret i andre arter. Udvikling af endnu flere genetiske
markarer til selektion og modselektion vil veere veerdifuldt for
at kunne tilbyde et bredt virkende arsenal af markgrer, der ef-
fektivt deekker de individuelle behov i forskellige svampe.
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... Koffein og hallucinationer
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nerne, sé nogle af-
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produktion af stress-
hormonet cortisol,
hvilket kan forarsage
en gget tendens til at
hallucinere.

Koffeinforgiftning er karakteriseret ved &ngstelse, irrita-
bilitet, nervgsitet, muskelspaendinger, sgvnlgshed og hoved-
pine. Forgiftningen ses sjeeldent ved indtagelse af under 250
mg koffein dagligt
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