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Sammanfattning

Ett framtida konkurrenskraftigt biobaserat samhalle bygger pa att fornybara ravaror kan utnyttjas
effektivt for produktion av exempelvis brdnslen, kemikalier och material. For att nd ekonomisk
béarighet for en sadan produktion baserad pa vaxtbiomassa, lignocellulosa, krdvs optimering av flera
steg i processen, inte minst det steg dar mikroorganismer omvandlar sockret till produkt. Det har
projektets Overgripande mal har varit att ta skraddarsy jaststammar for lignocellulosa-baserad
produktion. For detta andamal har vi arbetat for att utveckla en ny metod for markérfri genom-
modifiering av industriella jaststammar. Metoden, som ar baserad pa CRISPR/Cas9-teknik, mojliggor
att vi kan satta in flera genkopior i ett enda steg i jastgenomet vilket resulterar i hogt uttryck av de
proteiner som generna kodar for. Det har ar anvandbart for att konstruera jaststammar som kan
tillgodogora sig alla de socker som aterfinns i lignocellulosa och darmed bli mer effektiva cellfabriker.
| projektet har vi konstruerat alla de plasmider som behovs for metoden, och visat att den fungerar
for att genom-modifiera industriella jaststammar. Vidare har vi producerat det genetiska material som
behovs for att utveckla jasten till att metabolisera disackariden cellobios; ett viktigt socker i
lignocellulosa-hydrolysat. | framtiden kan cellobios-jasande jaststammar bidra till en ekonomiskt
|6nsam produktion av biobranslen och biokemikalier.

Introduktion

For att tillverka mervardesprodukter fran lignocellulosa (som bestar av cellulosa, hemicellulosa och
lignin) behover biomassan forst férbehandlas sa att socker fran hemicellulosan frigérs och cellulosans
kristallina struktur bryts ner. | nasta steg, den enzymatiska hydrolysen, bryts cellulosans
sammanlankade glukosmolekyler ner till glukos m h a en cocktail av cellulolytiska enzymer, och allt
det fermenterbara sockret jases slutligen av en mikroorganism. Biomassans struktur och komplexa
sammansattning begrdnsar tillgdngligheten och anvadndningen av kolhydraterna, och for
lignocellulosa-baserad etanolproduktion berdknas kostnaden for enzym-cocktailen uppga till 1-
25/gallon producerad etanol, vilket motsvarar omkring 20% av totalkostnaden fér processen (Humbird
2011, Technical Report NREL). Aven jasningssteget &r i dagsldget ineffektivt, bade p g a att jasningen
av xylos (som nést efter glukos ar det vanligast forekommande sockret i lignocellulosa) och mer
komplexa sockerarter (cellobios, xylan) &r suboptimal, liksom av férekomsten av mikrobiella
inhibitorer som paverkar produktutbytet negativt. Utvecklandet av en talig mikroorganism som
effektivt bade kan producera enzymer fér att bryta ner lignocellulosans komplexa sockerarter och
samtidigt jasa dessa till t ex etanol skulle goéra produktionen betydligt mer kostnadseffektiv.
Konceptet, dar enzym-produktion, forsockring av polysackarider och jasning kombineras i en enda
process kallas consolidated bioprocessing (CBP).



| det héar projektet har vi paborjat vidareutvecklandet av en robust, inhibitortalig, xylosjasande
industriell stam av jasten Saccharomyces cerevisiae som har goda forutsattningar for att bli framtidens
CBP-mikrob. Som ett forsta steg har vi har forsett jasten med gener for fermentering av disackariden
cellobios, vilken ar en av huvudprodukterna vid cellulosahydrolys. En jast som kan jasa xylos och
cellobios parallellt (sk co-fermentering) uppvisar effektivare xylosjasning vilket leder till hGgre utbyte
och produktivitet, jamfort med jast som jaser xylos forst nar glukosen anvants upp (Joong Oh 2016,
AEM).

En av svarigheterna for forverkligandet av framgangsrika CBP-mikrober ar att det krdvs hoga
koncentrationer av de cellulolytiska enzymerna for att na tillrdcklig verkningsgrad (Lynd 2005, Current
Opinion in Biotechnology). | det har projektet har vi darfér haft som mal utveckla en ny metod for att
optimera uttrycket av gener. Metoden &r baserad pa CRISPR/Cas9-systemet (Clustered regularly
interspaced short palindromic repeats/CRISPR associated proteins), en teknik som pa senare ar har
revolutionerat gen-modifiering i en rad olika organismer tack vare systemets effektivitet, specificitet
och att det fungerar utan att lamna arr eller markorer sasom antibiotikaresistens-gener efter sig.
Tekniken bestar av Cas9-proteinet, ett endonukleas-enzym som kan klippa DNA, och en syntetisk
guide RNA-molekyl som &ar utformad for att styra Cas9 enzymet till ratt stadlle i genomet dar Cas9
klipper DNAt och orsakar ett kromosom-brott. Cellen férses ocksa med en DNA-sekvens (donor-DNA)
som innehaller genen som ska sattas in i genomet pa detta specifika stalle och darmed laga kromosom-
brottet. Genom att CRISPR/Cas9 riktas mot specifika "LTR1”-sekvenser i retrotransposoner som finns
pa ett 100-tal platser i genomet, kan flera genkopior sattas in samtidigt (sk delta-integration (Fig. 1).
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Figur 1. Oversikt CRISPR/Cas9-metoden som utvecklats i projektet.



Projektmal och maluppfyllelse

Det Overgripande malet med projektet har varit att utveckla jaststammar som ar optimerade for
lignocellulosa-baserad produktion av biobrdnslen och biokemikalier, dar vi har jobbat mot tva
specifika delmal:

Delmal 1: Att utveckla en ny CRISPR/Cas9-metod for gen-modifiering av industriella stammar av jasten
S. cerevisiae. Delmalet har uppfyllts med god marginal. Vi har optimerat transformationsprotokollet
for industriella stammar, designat och byggt plasmider for att mojliggéra CRISPR/Cas9-medierad
delta-integration, och lyckats visa att metoden funderar.

Delmal 2: Att forse industriella stammar av S. cerevisiae med gener for att kunna forjasa cellobios. Vi
har arbetat framgangsrikt dven mot detta delmal, och producerat plasmider for cellobios-gener som
vi har lyckats uttrycka i industriella jaststammar.

Resultaten beskrivs och diskuteras mer ingaende nedan.

Resultat

Optimering av transformationsprotokollet for industriella jaststammar

For att kunna modifiera industriella stammar av S. cerevisiage genetiskt krdavs det att vi kan
transformera dem med externt tillsatt DNA som tas upp och integreras i genomet. Industriella
stammar dr mycket svarare an att transformera dn laboratoriestammar (Kawai 2010, Bioengineered
Bugs). Da var metod kraver hog transformations-effektivitet, valde vi att forst optimera
transformations-protokollet for tva olika xylos-jasande industriella stammar, XXX och Taurus04, som
bada utvecklats sedan tidigare i vart laboratorium (Westman 2014, Biotech for Biofuels). Som positiv
kontroll och jamforelse inkluderade vi ocksa en laboratoriestam, CEN.PK, som ar l4tt att transformera.

Det valda transformationsprotokollet bygger pa att cellerna inkuberas med plasmid-DNA i en |6sning
innehallande litiumacetat (LiAc) vid 42°C for att facilitera upptag av DNA. Plasmid-DNAt kodar har for
en antibiotikaresistensgen, och de celler som tagit upp och integrerat DNAt kan sedan selekteras for
pa tillvaxtmedium som innehaller motsvarande antibiotika (har geneticin; G418) (Fig. 2).
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Figur 2. Oversikt transformationsprotokollet for jast.

Vi transformerade alla tre stammarna med varierande koncentration av plasmid-DNA och
inkubationstid vid 42°C, for att bestdmma de optimala betingelserna for respektive stam.



Som vantat 6kade antalet transformanter med 6kad mangd tillsatt plasmid-DNA fér alla stammarna,
och laboratoriestammen CEN.PK hade en mycket hogre transformation-effektivitet an de industriella
stammarna, matt i antal transformanter per transformation. Fér CEN.PK fick vi >100 000
transformanter fran 10ug plasmid-DNA, medan motsvarande mangd DNA resulterade i ca 3000

transformanter var fér XXX och Taurus04. (Fig. 3).
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Figur 3. Transformationseffektivitet for laboratorie- och industriella stammar med

varierande mangd plasmid-DNA.

Vidare undersokte vi hur transformationseffektiviteten paverkades av inkubationstiden genom att
variera den fran 20 till 100 minuter (40 min enligt standardprotokollet). Till var férvaning sag vi att
effektiviteten for de industriella stammarna minskade drastiskt redan efter 20 min fér Taurus04 och
40 min for XXX. Laboratoriestammen CEN.PK didremot ar inte kanslig for varmen, och antalet
transformanter minskar férst mellan 80 och 100 min (Fig. 4).
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Figur 4. Transformationseffektivitet vid olika langd pa inkubationstiden.



Vi tolkar de har resultaten som att de industriella jastcellerna dor vid férlangd inkubation vid 42°C,
vilket atminstone delvis kan forklara deras laga transformations-effektivitet. Vi kan sla fast att det
optimala transformationsprotokollet skiljer sig at for de olika stammarna, och vi forutspar att
transformationseffektiviteten for de industriella stammarna kan forbattras avsevart genom att
optimera protokollet ytterligare.

Genom-integrering av DNA i transposoner

| ndsta steg designade vi linjart DNA som kan transformeras med det optimerade protokollet och
darefter sattas ini genomet i konserverade LTR1-sekvenser i Ty retrotransposoner som finns utspridda
i jastens genom (delta-integration). For att utveckla metoden anvande vi oss av en gen, HygB, som
kodar for ett protein som ger resistens mot antibiotikan hygromycin, och som flankerades av DNA
som ar homologt till LTR1-sekvensen i transposonerna. Vi transformerade jasten med DNAt och
selekterade for de celler som med hjalp av homolog rekombination integrerat HygB-genen i genomet
och darmed kan vdxa pa agar-plattor med antibiotikan. Experimentet visade att LTR1-integrering
fungerar utmarkt i bade laboratoriestammen och i de industriella stammarna (Fig. 5).
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Figur 5. Delta-integration av hygB-genen ger upphov till hygromycin-resistenta transformanter.

Design och konstruktion av CRISPR/Cas9-plasmider for att facilitera delta-integration

CRISPR/Cas9 har i tidigare studier visats facilitera simultan insattning av flera genkopior i genomet (Shi
2016, Metabolic Engineering), vilket vi ar ute efter med var metod. Vi designade tva plasmider: en som
innehaller genen som kodar for Cas9-nukleaset, och en som innehaller bade Cas9-genen och en gen
som kodar for ett sk guideRNA (gRNA) som guidar Cas9 till LTR1_1 for att dsamka kromosombrott.
Celler som tagit upp plasmid kan selekteras for pa agar-plattor som innehaller geneticin (G418), da
bada plasmiderna ocksa innehaller en resistensgen for antibiotikan. Vi ser att celler som tagit upp
Cas9-plasmiden vaxer bra pa G418-plattor, medans celler med Cas9+gRNA ar valdigt sjuka pga alla



kromosombrott som orsakas av att Cas9 klipper i LTR1-sekvenserna i genomet (Fig. 6). Det har betyder
att vara plasmider fungerar i bade laboratoriestammen och de industriella stammarna.
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Figur 6. Transformanter som tagit upp plasmid kan vixa pa plattor med geneticin, men
Cas9+gRNA gor cellerna sjuka pga kromosombrott.

Cas9+gRNA + donorDNA med hygromycin

Darefter transformerade vi in Cas9+gRNA-plasmiden tillsammans med linjart donor-DNA med HygB-
genen som vi visat kan integrera vid LTR1 i transposonerna och diarmed laga kromosombrotten
orsakade av Cas9. Ju fler HygB-gen-kopior som satts in i genomet, desto hogre koncentration
antibiotika klarar cellerna av att vaxa pa (Lian 2016, Biotechnol Bioeng). Som kontroll for hur mycket
antibiotikaresistens en genkopia ger upphov till, transformerade vi ocksa in HygB pa en centromerisk
plasmid (1 plasmid/cell).

Vi ser att metoden fungerar, celler transformerade med HygB-genen pa den centromeriska plasmiden
kan vaxa pa hygromycin-koncentrationer upp till 800ug/ml, medan celler som transformerats med
Cas9+gRNA + linjart HygB donorDNA kan véxa pa sa mycket som 1600ug/ml, vilket indikerar att fler an
en HygB-genkopior har integrerats i genomet (Fig. 7). Dessvarre far vi relativt fa transformanter,
antagligen pga den laga transformations-effektiviteten hos de industriella stammarna. Aven om
metoden behodver utvecklas vidare for att 6ka transformationseffektiviteten ytterligare och for att
kunna bestamma antalet kopior som satts in i genomet, ar det har ett valdigt positivt resultat.
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Figur 7. CRISPR/Cas9-medierad delta-integration ger transformanter 6verlever hégre koncentrationer
antibiotika an transformanter med centromerisk plasmid.

Konstruktion av plasmider innehallande generna cdt-1 och gh1-1 som mojliggor
cellobios-vaxt

| nasta steg kan CRISPR/Cas9-metoden anvandas for att utveckla jaststammar som kan forjasa
disackariden cellobios vilket dr anvandbart vid lignocellulosabaserad produktion av biobranslen och
biokemikalier. Har nyttjade vi gener fran den cellulolytiska svampen Neurospora crassa som mojliggor
upptag och hydrolys av cellobios; cdt-1 som kodar for en cellodextrinstransportér fér upptag av
cellobios och gh1-1 som kodar for ett intracellulart B- glukosidas som hydrolyserar cellobios till glukos
som S. cerevisiae kan tillgodogobra sig. Dessa gener har tidigare uttryckts i S. cerevisiae med gott
resultat, men da framst i laboratoriestammar och fran plasmid (Zha et. Al,2013, PLoS One).

Vi har syntetiserat generna (GenScript) och klonat in dem i plasmider. Vi har ocksa konstruerat
plasmider for att kunna méarka de kodade proteinerna med fluorescerande tags som mojliggor cellular
lokalisering via fluorescens-mikroskopering. Vi ser att transportéren cdtl-mRuby lokaliserar till

plasma-membranet, och enzymet gh1-1-Venus till cytoplasman, vilket betyder att bada proteinerna
ar uttryckta och ratt lokaliserade (Fig. 8).
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Figur 8. Kloning och uttryck av gener som kodar for en transportor och ett enzym for hydrolys av cellobios.

Nasta steg ar att satta in generna mha delta-integration i jastens genom och sedan isolera
transformanter som ett optimalt kopie-antal av generna och darmed effektivt kan ta upp och
hydrolysera cellobios.

Summering och slutsatser fran projektets resultat

| det har projektet har vi utvecklat en metod for att genom-modifiera industriella stammar av S.
cerevisiae. Vi har har optimerat transformations-protokollet dd metoden kraver hog transformations-
effektivitet, och visat att var metod med CRISPR/Cas9-medierad delta-integrering fungerar. Det &r
tydligt att det ar en langt storre utmaning att transformera industriella stammar &n laboratorie-
stammar, men att optimering av protokollet dr mojligt. Metoden forvantas kunna anvandas i
framtiden for att vidareutveckla jaststammar till effektiva sockerplattformar fér produktion av
avancerade biobranslen och biokemikalier.

Vi har ocksa producerat de plasmider som kravs for att kunna integrera gener for cellobios-jasning,
och visat att proteinerna som generna kodar for uttrycks och lokaliserar ratt inne i jastcellen.
Utvecklandet av cellobios-jasande jaststammar ar ett steg i processen att skapa ekonomiskt ldnsam
produktion av fran lignocellulosa, vilket ar viktigt for att kunna minska vart beroende av fossil olja och
gas.



