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Boks 2. Reportergener

Reportergener er vigtige redskaber til at opklare, hvor og hvornar plantens egne gener er aktive. | praksis kombinerer man pro-
moteren fra det gen, som man vil undersgge, med den kodende sekvens fra reportergenet. Den nye udgave af reportergenet
saettes ind i planten, hvor det aktiveres i de samme vaev og pa samme udviklingstrin, som det gen, som promoteren stammer fra.
De proteiner, som reportergenerne koder for, er nemme at detektere, og ses f.eks. som en farvereaktion. Farven afslgrer, hvor og
hvornar det gen, som promoteren kommer fra, er aktivt.

Et ofte anvendt reportergen, som stammer fra E. coli, koder for enzymet B-Glucuronidase, i daglig tale GUS. GUS-genet
bruges meget ofte som reportergen i transgene planter. Enzymet, som udtrykkes, nar GUS-genet er aktivt, kan spalte stoffet X-
gluc i to. Derved dannes de to stoffer glucoronsyre og 5-bromo-4-chloro-2-hydroxy-indol. 5-bromo-4-chloro-2-hydroxy-indol bliver
spontant oxideret og dimeriserer, sa man far dannet stoffet indigo. Indigo feelder ud som bla krystaller i de planteceller, hvor genet
er aktivt.

Et andet reportergener, som bruges meget er GFP-genet, som koder for et grent fluorescerende protein. Dette gen stammer
fra en vandmand.

Reaktion 1 i et GUS-assay kraever 3-Glucuronidase.

Reaktion 2 sker spontant.

Eksempler pa GUS-farvning af transgene Arabidopsis thaliana, som har faet indsat genkonstruktioner med forskellige
promotere. De gener, som promoterne stammer fra er aktive i redder (A), kimblade (B), blade (C) og blomster (D og E).
Farvereaktionen i et GUS-assay gdelaegger plantecellerne, sa de ikke kan vokse videre.

Eksempler pa GFP fluorescens i bladhar (trichomer, F), overfladeceller (epidermis) pa et blad (G) og leebeceller ved stomata
(H og I). Planteveev med GFP kan studeres i et fluorescensmikroskop i en kortere periode uden at vaevet tager skade.




Herved kan et stykke af kromosomet flyttes til et andet sted
pa kromosomet eller blive klippet ud. | sjaeldne tilfeelde kan
en spontan rekombination medfere, at markargenet flyttes
veek fra interessegenet.

For at finde sadan en plante, dyrker man et meget
stort antal frg fra de transgene planter og undersgger alle
sammen for at se, om der er nogle, hvor planterne selv har
flyttet markgrgenet veek fra interessegenet. Det er en yderst
ineffektiv proces, der kreever analyse af tusindvis af planter.
Samtidig resulterer denne metode ofte i, at store stykker af
plantens eget DNA tabes. Det kan have meget skadelige
konsekvenser for planten.

Co-transformation

En mere effektiv metode til at fierne et markgrgen er
co-transformation. Her indsaetter man markergenet og
interessegenet som to uafhaengige stykker transgent DNA
pa samme tid. Mens en celle er ved at blive transformeret
med et transgen er den mere modtagelig over for andre
transgener, sa sandsynligheden for at fa flere transgener
ind i en celle stiger. Man selekterer s& med markgrgenet,
og efterfglgende undersgges de planter, der indeholder
markargenet, for tilstedeveerelse af interessegenet. Hvis
de to DNA-fragmenter er indsat pa forskellige kromosomer
eller med stor afstand pa samme kromosom, nedarves
de uafhaengigt af hinanden. Nogle af afkomsplanterne vil
derfor kun have interessegenet (se Figur 4). De to DNA-
fragmenter bliver dog jeevnligt indsat det samme sted i
plantens DNA og kan sa kun skilles ad ved intrakromosomal
rekombination.

Det er veesentligt mere effektivt at fierne et selektionsgen
efter co-transformation, end ved at lede efter afkomsplanter,
hvor der er sket en spontan intrakromosomal rekombination,
men succesraten varierer meget og afhaenger bl.a. af
plantearten.

Transposons

Transposons er naturligt forekommende DNA-elementer,
som kan flytte rundt i plantens genom. Der kan vaere
mange tusinde transposons i en plantes genom. | ris, som
har et stort genom i forhold til Arabidopsis thaliana, men et
lille genom i forhold til majs og hvede, er der omkring 4000
transposons. Hvis et selektionsgen indsaettes pa den rigtige
made, kan det flyttes ved hjeelp af et transposon og derefter
fiernes ved udspaltning. Selektionsgenet placeres i en kopi
af et transposon, og DNA-fragmentet med selektionsgen
og transposon seettes ind i plantens genom sammen med
interessegenet. Efter at planten er blevet transformeret,
bliver det indsatte transposon med selektionsgenet flyttet
veaek fra interessegenet til en anden position i genomet.
Selektionsgen og interessegen kan sa adskilles ved
udspaltning i den neeste generation. | nogle tilfeelde klippes
et transposon ud, uden at det bliver integreret et andet sted
i genomet. | teorien kan denne metode saledes bruges
til at fierne selektionsgener fra planter, som normalt ikke
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Figur 4. Udspaltning af to uafhaengigt nedarvede gener. Ved
selvbestavnig af en transgen plante, hvor to gener et indsat pa
forskellige kromosomer, vil de to gener spalte ud i naeste genera-
tion. Afkom af en primaer transformant, dvs. en plante, som blev
regeneret fra en enkelt celle efter transformation, vil spalte ud med
hensyn til transgenet. For at undga udspaltning i efterfalgende op-
formeringer af en transgen linie, udveelges en homozygotisk af-
komsplante til opformering.
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fraformeres, f.eks. kartofler.

Site-specifik rekombination

En af de mest lovende metoder til at fierne selektionsgener
fratransgene planter er sakaldt 'site-specific’ rekombination.
Denne metode benytter sig af en seerlig slags enzymer
(rekombinaser) fra gaerstammer, bakterier eller virus,
som angriber bakterier (bakteriophager). En rekombinase
genkender specifikt en bestemt DNA sekvens, et ’site’.
Hvis to af disse genkendelses-sites sidder tilstreekkeligt
teet pa hinanden, kan det DNA, der sidder imellem dem,
blive skaret ud (Figur 5). Man kan derfor placere sadan et
genkendelses-site pa hver side af markgrgenet, inden det
seettes ind i planten, og efter man har brugt markargenet
til at udveelge de transgene planter, kan man skeere det ud
igen.

Hidtil er tre rekombinaser blevet brugt i planter. De
stammer fra geer eller fra bakteriofager, og de tilhgrer en
familie af enzymer, som betegnes tyrosin-rekombinaser.
Den bedst undersggte af disse rekombinaser er CRE
(CAUSES RECOMBINATION). CRE genkender en specifik
DNA-sekvens, som kaldes lox (locus of cross-over). Ved
at indsaette lox-sites pa begge sider af et markgrgen og
udtrykke CRE i planten, kan DNA-fragmentet mellem de to
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Figur 5. Fjernelse af DNA-sekvens ved hjeelp af rekombinase.
Rekombinaser genkender specifikke DNA-sekvenser og bindes til
dem. DNA-strengen bgjes, sa de to genkendelses-sekvenser og
de tilknyttede rekombinaser kommer til at ligge helt taet sammen.
Det fgrer til, at det DNA-fragment, som er placeret mellem de to
genkendelses-sekvenser bliver skaret ud sammen med den ene
genkendelses-sekvens, mens de to flankerende DNA-sekvenser

bliver fart sammen, kun adskilt af en enkelt genkendelses-sekvens
Et cirkuleert DNA-molekyle og rekombinaserne frigares.

lox-sites fjernes (Figur 5).

Der er flere eksempler pa, at det er lykkedes at fierne
markgrgener fra transgene planter ved hjeelp af CRE/
lox, men der er visse problemer. Det har vist sig, at blot
tilstedevaerelsen af enzymet CRE er nok til, at planter kan
komme til at se syge ud. Det samme geelder for celler fra
insekter, mus og mennesker, hvor enzymet ogsa er blevet
undersggt. Man mener at arsagen er, at genkendelses-sitet
for CRE enzymet er sa kort, kun 34 bp, sa der tilfaeldigvis
findes sites i de hgjere organismers DNA, som minder om
lox. Undersagelser i modelplanten Arabidopsis thaliana
(gésemad) viser, at der er adskillige mulige lox-sites i
plantens eget DNA, og at mange af dem kan genkendes af
CRE. Det kan lede til, at der sker ugnskede overkrydsninger
i plantecellernes eget DNA, og i veerste fald kan det fare til,
at cellerne dgr.

Forskning i
Universitet

For at undgad de skader pa planterne, som CRE/lox-
systemet forarsager og for at udvide arsenalet af brugbare
rekombinasesystemer i planter, er en rekombinase ved navn
B, blevet undersggt pa Aalborg Universitet. B-rekombinase
stammer ligesom CRE fra en bakterie (Bacillus subtilis),
men tilhgrer en anden enzym-familie, som kaldes serin-

B-rekombinase pa Aalborg
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rekombinaser. Rekombinaser fra denne familie har ikke
tidligere veeret afprgvet i planter.

Blandt forudsaetningerne for, at B-rekombinase kan
anvendes til at fierne markgrgener fra transgene planter er,
at enzymet er funktionelt, uden at det skader planten.

B-rekombinase har et relativt langt genkendelses-site,
der kaldes six (site of crossing over). Six er 90 bp langt,
og derfor er der ringe sandsynligheden for, at der findes
tilsvarende genkendelses-sites i plantens eget DNA med
utilsigtede overkrydsninger i plantens DNA til fglge.

B-rekombinasens evne til at skaere et stykke DNA ud
afhaenger af, at et andet protein bringer to genkendelses-
sites i kontakt med hinanden. | den bakterie, som [-
rekombinasen stammer fra, udferes denne funktion af
proteinet HBsu (Histone like protein from Bacillus subtilis).
DNA er normalt relativt stift, og kan sammenlignes med en
stalwire, der kan bgjes, men ikke bukkes uden at bruge
en tang. HBsu virker som en tang for B-rekombinasen og
bukker DNA-molekylet kraftigt imellem de to genkendelses-
sites, sa de kan komme i kontakt med hinanden.

Planter indeholder ikke proteiner, der direkte minder om
HBsu. Til gengeeld indeholder de en reekke andre proteiner,
der har samme funktion, altsa proteiner der kan bukke DNA
kraftigt.

Nar man prgver at etablere et nyt system, er man
ngdt til at vise, at alle trin i processen virker. Farste trin
i analysen af muligheden for at anvende B-rekombinase
i planter var, at undersgge, om plantens DNA-bukkende
proteiner funktionelt kan erstatte HBsu. Derefter blev det
undersggt, om B-rekombinase kan udtrykkes i en plante,
og om enzymet er i stand til at fierne et specifikt stykke
transgent DNA, som er integreret plantens arvemasse.

Test af DNA bukkende proteiner

En gruppe af de DNA-bukkende proteiner i planter er
de sakaldte HMGB (High mobility group box) proteiner.
Hypotesen om, at HMGB funktionelt kan erstatte bakteriens
HBsu i relation til B-rekombinasen, kan testes pa falgende
made. Man laver et plasmid, som indeholder et stykke
DNA, der er flankeret af to six-sites (Figur 6). Man blander
sa plasmidet sammen med B-rekombinasen og tilseetter et
HMGB protein. Hvis systemet virker, vil plasmidet blivet delt
i to nye cirkuleere DNA-molekyler. Som kontrol laver man
et lignende forsag, hvor man ikke tilsesetter HMGB protein.
| kontrolforseget skulle plasmidet ikke blive delt pa grund
af manglende HMGB protein. Efterfalgende kan man sa
klippe DNAet og adskille DNA stykkerne efter stagrrelse ved
hjeelp af gelelektroforese. Man far sa forskellige sterrelser,
alt efter om plasmidet stadig er helt, eller om det er blevet
delti to (Figur 6).

Test af B-rekombinasen med og uden tilsat protein viste,
at HMGB proteinerne eri stand til funktionelt at erstatte Hbsu
i relation til B-rekombinasen. Neeste skridt var at undersgge,
om det var muligt at bruge B-rekombinasesystemet i
planter.
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Figur 6. Forsgg, hvor det testes om HMGB-proteiner fra planter
kan erstatte Hbsu-proteinet fra Bacillus subtilis.

Genkonstrukter til test af B-rekombinase i planter
For at teste B-rekombinase i planter, fremstillede vi tre gen-
konstruktioner (Figur 7):

A: en B-rekombinase konstruktion, hvor udtrykket af
B-rekombinasen styres af en promoter, der virker i planter.

B: en test-konstruktion, som indeholder GUS adskilt fra
sin promoter af et langt stykke DNA (spacer DNA) flankeret
af to six-sites. Formalet med det indsatte spacer DNA er at
forhindre udtrykket af GUS enzymet fra den kodende del.

C: en kontrol-konstruktion, hvor promoteren og den
kodende del af GUS-genet kun er adskilt af et six-site. Hvis
B-rekombinasen kan fijerne spacer DNA'et mellem de to six-
site i test-konstruktionen, vil den blive identisk med kontrol-
konstruktionen.

| ferste omgang blev de tre gen-konstruktioner
transformeret ind i planter hver for sig. Formalet var at fa
svar pa tre spgrgsmal:

1: Er udtrykket af B-rekombinasen i planter et problem,
ligesom det er blevet vist for CRE?

2: Er spacer-DNAet i test-konstruktionen langt nok til at
forhindre udtryk af GUS-enzymet?

3: Vil det six-site, der vil vaere tilbage mellem promoteren
og den kodende del, efter at B-rekombinasen har klippet
spacer DNA'et ud af test-konstruktionen, forhindre udtrykket
af GUS enzymet?

Ad 1: Planterne, som var transformeret med B-rekom-

Planteforskning.dk

April 2009
Bioteknologi

——

B-rekombinase-konstruktion

U

Test-konstruktion fgr rekombinering

—1 PRI

Kontrol-konstruktion

EI Promoter

- Kodende del af genet for B-rekombinase

=
=1
n Terminator

Figur 7. Gen-konstruktioner, der blev brugt til at undersege, om
enzymet B-rekombinase virker i planter. Hvis 3-rekombinase virk-
er, kan det skeere spacer DNAet ud af test-konstruktionen, som
dermed kommer til at svare til kontrol-konstruktionen.
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Kodende del af GUS-gen

binase konstruktionen, sd ud som almindelige planter og
groede heltnormalt. Dettyder altsaikke p4, at 3-rekombinase
skader planten.

Ad 2. Ingen af de planter, der var transformeret med
test-konstruktionen, blev bla af at fa tilfart X-gluc. Disse
planter havde altsa ikke GUS-aktivitet, hvilket viser, at det
indsatte spacer-DNA var tilstraekkelig langt til at forhindre
udtryk af GUS-enzymet (Figur 8).

Ad 3. Alle planterne, der var transformeret med kontrol-
konstruktionen og fik tilfart X-gluc, blev bla. Det viser, at det
90 basepar lange six-site er kort nok til at tillade udtryk af
GUS-enzymet fra den kodende del af gen-konstruktionen.

Efter at have vist, at B-rekombinase kan udtrykkes
i planter uden at skade dem, og at test-konstruktion og
kontrol-konstruktion virker efter hensigten, kunne systemet
testes som helhed.

Test af B-rekombinase i planter

For at teste om [B-rekombinase virker i planter, skulle
der fremstilles planter, som indeholder bade gen-
konstruktionen med B-rekombinase og test-konstruktionen.
Det gjorde vi ved at transformere planter, der indeholdt
B-rekombinase konstruktionen, med test-konstruktionen.
Hvis B-rekombinase-systemet virker i planter, skulle
B-rekombinasen veere i stand til at skaere spacer DNA'et
ud af test-konstruktionen. Dermed ville promoteren og den
del af gen-konstruktionen, som koder for GUS-enzymet,
blive bragt teet sammen ligesom i kontrol-konstruktionen.
Det ville tillade udtryk af GUS-enzymet, som sa kan
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Planter med B-konstruktionen indeholder ikke GUS-
genet og kan derfor ikke farves bla.

—=

Planter med test-konstruktionen har spacer DNA mellem
promoteren og den kodende del, s& GUS-genet ikke bliver
udtrykt, og de kan ikke farves bla.

| planter med bade B-konstruktionen og test-konstruktionen bliver spacer DNA'et skaret ud, og planterne kan

derfor farves bla.

Figur 8. Dette forsgg viser, at B-rekombinase fra Bacillus subtilis virker i planter uden tilseetning af Hbsu proteinet. Planter, der kun inde-
holder gen-konstruktionen med B-rekombinase, og planter, der kun indeholder test-konstruktionen, farves ikke bla, nar man tilfgrer X-gluc.
Hvis begge konstruktioner er til stede i den samme plante kan 3-rekombinasen, evt. i samarbejde med HMGB-proteiner fra planten, skeere
spacer DNAet ud af test-konstruktionen. Promoteren kan dermed udtrykke den kodende del af GUS-genet, og planterne bliver bla, nar

de tilferes X-gluc.

omseette X-gluc til indigo. Hvis plantens egne DNA-
bukkende proteiner kan assistere B-rekombinase, sa det
kan fierne et DNA-fragment, som er flankeret af six-sites
fra plantens genom, skulle planter som har faet indsat bade
B-konstruktion og test-konstruktion blive bla. Omsider blev
spaendingen udlgst. Alle planterne som indeholdt begge
gen-konstruktioner viste blafarvning. Det er dermed pavist,
at B-rekombinase/six systemet fra bakterien Bacillus subtilis
er funktionelt i modelplanten Arabidopsis thaliana.

Fortsat behov for forskning

Der er stadig mange ubesvarede spgrgsmal, og arbejdet
med [B-rekombinase/six systemet i planter er langt fra
feerdigt. Nye udfordringer vil blive at undersage, om det rent
faktisk er HMGB proteinerne, der hjselper B-rekombinasen
i planterne, eller om der er andre af plantens proteiner, der
ogsé kan udfgre den DNA-bukkende funktion. Identifikation
og karakterisering af planteproteiner, som kan bukke DNA

kan lede til opdagelsen af nye proteiner eller til opdagelsen
af nye funktioner for allerede kendte proteiner.

Modelplanter er velegnede til grundvidenskabelige
studier, men hvis B-rekombinase/six systemet skal anvendes
til at fremstille genetisk modificerede afgr@deplanter
uden markegrgener, er det afgerende, at metoden kan
implementeres i vigtige kulturplanter. Det er sandsynligt, at
B-rekombinase/six systemet vil virke i tokimbladede arter
som raps og kal, som er neert beslaegtede med Arabidopsis
thaliana, men det skulle ogsa gerne virke i enkimbladede
arter som ris, hvede og majs, som udggr stgrstedelen af
verdens samlede fedevareproduktion.

Behov for anvendt plantebioteknologi

Vores kulturplanter er blevet tilpasset til menneskets behov
igennem artusinders udvaelgelse og avl pa af de individer,
som var bedst egnede til produktion af fadevarer, foder og
tekstiler mv. Malrettet foreedling har bragt store fremskridt



indenfor det seneste arhundrede, iseer i form af @get
produktivitet.

Dyrkede planter vil fortsat danne grundstammen i
verdens fgdevareproduktion. Med befolkningstilveekst og
stigende velstand i flere udviklingslande er det en stor
udfordring at sikre tilstraekkelig fedevareforsyningen.
Samtidig er der steerkt stigende behov for at bruge
planteprodukter som ravare til fremstilling af energi og en
lang raekke produkter som i dag fremstilles af olie.

Tilpasning af kulturplanter til nye formal kan i nogle
tifeelde klares med konventionelle foreedlingsmetoder,
men der vil i hgj grad blive brug for at supplere med
bioteknologiske foreedlingsmetoder, hvis der skal findes
lgsninger pa de store udfordringer, som verden star
overfor.

Med arbejdet, som er beskrevet i denne artikel, er der
blevet abnet op for nye muligheder for at udvikle genetisk
modificerede planter, som ikke indeholder markargener
og andre artsfremmede DNA-fragmenter, som der ikke er
behov for i fremtidens skreeddersyede kulturplanter.
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Ordforklaring

Agrobacterium - Bakterieslaegt, som under naturlige forhold
kan inficere planteceller og indszette et DNA-fragment (T-DNA)
i plantecellens arvemasse.

Antibiotikaresistens - Modstandsdygtighed overfor et anti-
biotikum, f.eks. kanamycin.

CRE/lox - Specifikt rekombinase-system, der stammer fra
bakteriophagen P1. Systemet bestar af rekombinaseenzymet
CRE (CAUSES RECOMBINATION) og DNA genkendelses-
sitet lox (locus of cross-over).

Dyrkningssubstrat - Flydende eller fast naeringssubstrat,
som bruges til dyrkning af planteceller i veevskultur. Det inde-
holder makro og mikroneeringsstoffer, kulhydrater og evt. plan-
tehormoner.

Eukaryoter - Organismer med cellekerne.

Genkanon - Apparat til beskydning med metalpartikler, som
baerer DNA.

Gensplejsning - Begrebet bruges bade om splejsning af
DNA-molekyler udenfor en levende organisme og om overfar-
sel og integration af DNA-fragmenter i en levende organismes
genom. Se ogsa transformation.

GFP-gen - Et almindelig brugt reportergen, som koder for et
fluorescerende protein (Green fluorescent protein; GFP). GFP-
genet stammer fra en vandmand.

GUS-gen - Et almindelig brugt reportergen, som koder for en-
zymet beta-glucuronidase (GUS). GUS-genet stammer fra E.
coli.

Herbicidtolerance - Mange afgregder er naturligt tolerante
overfor visse herbicider, men der bliver ogsa indsat mikrobielle
gener i planter, som giver tolerance overfor f.eks. glyphosat.
Kallus - Udifferentierede planteceller, som dannes, nar plan-
ten heler et sar eller nar planteceller dyrkes i vaevskultur.
Kanamycin - Antibiotikum, som haemmer bade bakteriers
plantecellers veekst.

Markergener - Se reportergen og selektionsgen.

nptll - Gen, som koder for enzymet neomycin-phosphotrans-
ferase |l. Dette protein inaktivierer kanamycin. Genet stammer
fra E. coli.

Plasmid - Cirkuleert DNA-molekyle. Vildtyper af Agrobacte-
rium baerer et sakaldt Ti-plasmid (Tumor Inducing plasmid). Ti-
plasmidet indeholder et T-DNA med gener, som inducerer dan-
nelse af en tumor pa det sted, som planten er blevet inficeret.
Reportergen - Et gen, hvis udtryk er let at felge, enten visuelt
eller ved en simpet test. Se ogsa GFP-gen og GUS-gen.
Selektere - Udveelge.

Selektionsgen - Et gen, som gor det muligt at selektere trans-
formerede celler eller veev pa et dyrkningssubstrat, som inde-
holder et selektionsmiddel. Ofte anvendes et antibiotika-resi-
stensgen, f.eks. nptll eller et gen, som giver tolerance overfor
et herbicid.

T-DNA - Den del af et plasmid, som overfgres til en anden
organismes genom ved Agrobacterium-transformation.
Transformation - Overfarsel og integration af DNA-fragmen-
ter i en levende organismes genom. Se ogsa gensplejsning.



