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agten pa
generne

Hver nat er Steen Knudsens store computer pa

hérdt arbejde. Han bruger nemlig de lgbende

resultater fra kortleegningen af den menneskelige

arvemasse - Det Humane Genomprojekt - til at lede

efter sygdomsgener. Og i denne jagt geelder det om

at veere vagen!

Af Carsten R. Kjaer

M Kortlegningen af den men-
neskelige arvemasse — Det Hu-
mane Genomprojekt — er bragt
til en forelgbig ende. Men her-
med er interessen for sagen pa
ingen méde slut. Forskningen
koncentrerer sig nu om at iden-
tificere de méske 40.000 gener,
som det menneskelige genom
indeholder, og finde ud af, hvil-
ken funktion de har i den men-
neskelige organisme. Interessen
samler sig i hej grad om at af-
slore sygdomsgener — dvs. ge-
ner, som spiller en afggrende
rolle for udviklingen af be-
stemte sygdomme. Jagten pa
disse gener involverer bdde
grundforskning, men s4 sande-
lig ogsa store oskonomiske inte-
resser i at komme forst med
helt nye legemidler.

En af de forskere, som delta-
ger i jagten er forskningslektor
Steen Knudsen, som er ansat
ved Center for Biologisk
Sekvensanalyse (CBS), der har

til huse p& DTU. Selv om nat-
ten, hvor han ikke selv er til
stede, er hans computer pd
harde arbejde. Hver dag legges
der nemlig nye data fra det Hu-
mane Genom Projekt ud i store
internationale databaser (gen-
banker), hvorfra disse data er
fric tilgengelige for forskere
verden over. Og hvis man vil
veere pa forkant i den interna-
tionale konkurrence, m4 man
vare vagen!

Et hit i databasen
Udgangspunketet for Steen
Knudsens forskning er en helt
konkret “opdagelse” i HGP-da-
tabasen relateret til Parkinsons
syge — en sygdom i centralner-
vesystemet, hvor cellerne i et
bestemt omréde i hjernen (den
sorte substans), der kontrollerer
bevagelser, gradvist gar til
grunde. Det var Nikolaj Blom,
som pé daverende tidspunkt
var PhD studerende pd CBS og
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derudovor arbejdede for
NeuroSearch, som opdagede et
gen, som koder for proteinet
Neublastin. Det interessante ved
dette protein er, at det ligner
andre proteiner, som man ved
har en beskyttende effekt pa de
celler, der gr il grunde i
Parkinsons syge. P4 baggrund af
denne opdagelse indsendte
NeuroSearch en patent-
ansegning (det er vard at be-
merke, at man kun kan udtage
patent pd et gen, hvis det er
nyt, og man kan vise, at det har
en helt bestemt effekt).
Opdagelsen af Neublastin-ge-
net blev gjort ved at soge i
databaserne med et ganske al-
mindeligt spgevaerktaj, som
bruges af forskere verden over.
Hyvis en sddan opdagelse skal
udnyttes kommercielt, skal der
derfor handles hurtigt, da der
hersker en intens konkurrence
pa omrddet. Det ses med al ty-
delighed af, at et andet

medicinalfirma blot otte dage
senere indsendte en patent-
ansegning pd det selvsamme
gen.

Patentet pd Neublastin-genet
har i hej grad veret medvir-
kende til oprettelsen af firmaet
NsGene A/S som et dattersel-
skab af NeuroSearch A/S.
NsGene A/S har indledt et
samarbejde med CBS, som har
ekspertise i at udvikle intelli-
gente (sensitive) sogevarktgjer
til at gennemseoge de store data-
baser. Typisk foregar segningen
med de gengse varktojer ved,
at man fra en anden organisme
kender et bestemt gen, som er
involveret i en eller anden syg-
dom, og s& seger man efter det
samme gen — eller lignende ge-
ner — i det menneskelige
genom. CBS har imidlertid ud-
viklet sensitive sogeverktojer,
der soger med en model, der
beskriver flere gener i stedet for
blot et enkelt.
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"Famile-medlemmetr”
sgges

Steen Knudsen leder nu efter
gener, som koder for proteiner,
som ligner Neublastin-protei-
net. Dette foregdr i praksis ved,
at den r8 DNA-sekvens i data-
baserne oversettes til en amino-
syre-rekkefolge, hvilket kan go-
res pd 6 forskellige méder

(se boks). De 6 forudsagte
aminosyrerzkkefelger sammen-
lignes s& med aminosyre-
rekkefolgen af Neublastin-pro-
teinet. Hvis der er tilstrekkelig
stor lighed mellem de to
aminosyrerekkefolger, bliver
det nye protein indlemmet i
“Neublastin-familien”. P&
denne méde opbygges efterhin-
den en storre familie af gener,
som koder for Neublastin-lig-
nende proteiner. Udgangspunk-
tet er selvfolgelig, at medlem-
mer af Neublastin-familien — i

lighed med Neublastin selv

— miske ogsd har betydning for . o e
En protein familie
Gevinst en gang om ugen
Hjernen i den model, som
Steen Knudsen bruger til at
finde medlemmer af Neu-
blastinfamilien er en sikaldt
”Skjult Markov Model”. Mo-
dellen gir i korthed ud pa at
beskrive, hvad de forskellige
proteiner pa aminosyreniveau
har tilfelles, og hvad de ikke
har tilfzlles. Resultatet af en
korsel med denne metode, er at
de analyserede gener bliver til-
delt et tal — eller en karakter
om man vil — som forteller
Steen Knudsen, om det protein,
som genet koder for, er verd at
studere nzrmere. Hvis tallet
ligger mellem 100 og 200, kan
der meget vel veere tale om et
nyt medlem af Neublastin-fa-
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Markov-model

En Markov-model over en protein familie lsegger stor veegt pa de
omrader, hvor proteinernes aminosyre-sekvens er ens — det er
markeret med en stjerne.

Den leegger mindre vaegt pa de omrader, hvor sekvensen er for-
skellig (aminosyrerne er angivet ved forskellige bogstaver). Vand-
rette streger er indsat i modellen for at fa proteinerne til at ligne
hinanden mest muligt, da de kan have forskellig laengde.

Om at overseette DNA til protein

Kortleegningen af det menneske-
lige genom sker decentralt i en
reekke laboratorier verden over.
Resultatet af anstrengelserne er
reekkefglge (sekvens) af de fire
byggesten — ofte blot kaldet ba-
ser — DNA’et er opbygget af. Det
er denne ra DNA-sekvens, der
bliver lagt ud i store internatio-
nale databaser efterhanden

som arbejdet med Det Humane
Genomprojekt (HGP) skrider
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Dobbeltstrenget DNA

frem. | gjeblikket ligger mellem
85 og 95 % af sekvensen for
det menneskelige genom tilgeen-
geligt i databaserne.

3 milliarder basepar

Forskere verden over kan sa
f.eks. sgge i de store databaser
efter bestemte gener. Gener ud-
gares jo af en afgraenset se-
kvens af baser — typisk 500 —
10.000 af slagsen. Og da der
indgar mere end 3 milliarder
basepar i det menneskelige
genom, siger det sig selv, at der
skal gode sggeveerktgjer og ra
computerkraft til for at finde
frem til en helt bestemt se-
kvens.

Det er imidlertid ikke kun i
databaser tilknyttet HGR at for-
skere kan hente data om den
menneskelige arvemasse. Gen-

nem arene har HGP nemlig haft en
kommerciel konkurrent i det pri-
vate amerikanske firma Celera
Genomics. Faktisk kom dette firma
fagrst med en komplet sekvens af
det menneskelige genom i april
maned i ar — og derfor ligger stort
set hele sekvensen i deres databa-
ser. Men her sker forskernes brug
af data mod betaling, og derfor har
det ikke interesse for grundforsk-
ningscentre som CBS.

Fra gen til protein

Genernes funktion er i al korthed
at sgrge for at danne protein i or-
ganismen. Nar kroppen skal bruge
et bestemt protein, "lyner" DNA'et
i cellekernen sig op pa det sted,
hvor det gen, som koder for protei-
net befinder sig. Der laves nu en
sakaldt mRNA-kopi (m star for
messenger = budbringer RNA) af

dette stykke af DNA-strengen.
Denne kopi transporteres ud af
cellekernen til ribosomet, hvor
mRNA'et bliver afleest og oversat
til aminosyrer.

Overseettelsen tager tre baser
ad gangen, hvor hver kombination
af tre baser svarer til en bestemt
aminosyre ud af 20 mulige. Amino-
syrerne seettes sammen i lange
keeder — og proteinet er dermed
dannet.

Nar Steen Knudsen skal analy-
sere et nyt stykke DNA, skal han
altsa have oversat den ra DNA-in-
formation til en aminosyrereekke-
fglge. Og dette kan ggres pa seks
forskellige mader, som vist i figu-
ren. | midten ses dobbeltstrenget
DNA. Hver streng leeses fra ven-
stre mod hgjre (hvis bladet vendes
pa hovedet vil den nederste streng
kunne leeses fra venstre mod

hgjre). En kombination af tre baser
(dvs. tre bogstaver i "DNA-alfabe-
tet") svarer som fgr naevnt til en
bestemt aminosyre.

Men da man ikke pa forhand
kan vide, om den fgrste base i en
tilfeeldig DNA-streng er den for-
ste, anden eller tredje base i en
sadan basekombination (base-
triplet), er der altsa ikke andet at
gare, end at forsgge alle kombi-
nationer og oversaette DNA-stren-
gen pa alle mader. Og da der jo
er to DNA-strenge giver dette
altsa i alt seks sakaldte "laese-
rammer".

Hver aminosyre er angivet med
et bogstav bortset fra sakaldte
"stop codons", der er nummere-
ret 1-3. De seks mulige amino-
syresekvenser sammenlignes alle
med modellen af Neublastin-
familien.
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milien. Dette skal si underka-
stes en nzrmere analyse. Ca. en
gang om ugen melder compute-
ren, at der er gevinst — et gen
har féet en s hgj score, at det
skal kigges neermere pa. Oftest
er der dog tale om et gen, som
allerede er kendt i forvejen.
Man har blot ikke veret klar
over, hvor det precist befandt
sig pa kromosomet.

Hyvis der findes et nyt gen til
behandling af Parkinsons syge,
stdr NsGene sammen med sine

Eksperimenter med DNA-chip
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samarbejdspartnere i Lund klar
til afprevning i dyremodeller og
til sidst i patienter med Parkin-
sons syge.
Selvom Steen Knudsen i gje-
blikket er beskeftiget med at
lede efter gener, som specifike
har relation til Parkinsons syge,
er den metode, han bruger, dog
s generel, at den uden de store
problemer kan tunes ind p4 an-
dre sygdomsgener.

Umiddelbart kunne man tro,
at de metoder og sogevarktgjer,
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Et resultat af databehandling af eksperimenter
med DNA-chip. Rgde felter viser, hvor der er ble-
vet udtrykt mere af et gen under eksperimentet.
Grgnne felter viser, hvor der er blevet udtrykt min-
dre. Der er ét felt for hvert gen (reekker) i hver pa-
tient (kolonner). Stregerne til venstre i figuren an-
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som udvikles ved CBS var at be-
tragte som “fabrikshemme-
ligheder”. Men det forholder sig
ingenlunde sddan. Verkegjerne
kan frit hentes fra CBS’ hjemme-
side, og bruges derfor af mange
andre forskere verden over.

Sikker diagnose med
DNA-chips

Steen Knudsen beskeftiger sig
dog ogsa med andet end at lede
efter medlemmer af Neublastin-
familien. Muligheden for at
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giver det indbyrdes sleegtskab mellem generne, som
det er fremgaet af chip eksperimentet. Efterfglgende
gar det sa ud pa at finde et mgnster, der heenger sam-
men med sygdommen - enten den underliggende gene-
tiske proces for sygdommen eller sygdomsbilledet i
patienterne.

Foto: Steen Knudsen

Udstyr til scanning af DNA-
chips (Affymetrix udstyr). I for-
grunden ses vaskestationen, hvor
en chip er ved at blive sat ind.
Ved siden af stir computeren,
hvor den forste databehandling
finder sted. I baggrunden ses
scanneren, der laser informatio-
nen pé chipsene. (Foto: Steen
Knudsen. Pa billedet ses Chris
Workman, en Ph.D. studerende
fra USA. som har stiet for udvik-
lingen af meget af softwaren til
chip analyse pa CBS.)

kunne stille pélidelige diagnoser
af forskellige sygdomme ved
hjalp af sikaldte DNA-chips,
er ogsd et af de perspektiver,
som Det Humane Genom-
projekt har kastet af sig. Ogsd
pa dette omréde er CBS og
Steen Knudsen involveret i
forskningen.

P4 trods af den beskedne
storrelse indeholder en DNA-
chip en imponerende mengde
information. Princippet i en
DNA-chip er, at en hel masser
stumper DNA med kendte ge-
ner settes fast pa en lille glas-
plade. Derefter oversvemmer
man denne plade med en vevs-
prove fra en patient, og denne
vevsprove er merket med et
fluorescerende materiale.
DNA’et i vavsproven vil nu
binde sig til de matchende styk-
ker DNA p4 chippen, og kan
let afslores ved, at de pletter pa
chippen, hvor DNA har bundet
sig, "lyser op”. Processen er
selvfolgelig automatiseret, si
chippen keres igennem en spe-
ciel scanner, der afleser de ly-
sende pletter. Allerede i dag kan
man f4 et szt bestdende af 5
chips, der dakker stersteparten
af de menneskelige gener.



Forskning i blaerekreeft

I Danmark har forskere fra
teknologiens spede start varet
med pd noderne, hvor Over-
lzege Torben Drntoft fra Skejby
Sygehus som en af de forste i
Nordeuropa skaffede sig udstyr,
der kunne scanne DNA-chips.
Torben Orntoft forsker i blere-
kreeft, hvor man erfaringsvis
ved, at der findes to typer: en
godartet og en ondartet. Hidzil
har man kun kunnet skelne
mellem de to typer, ved at en
patolog studerer vevsprover un-
der et mikroskop. Men denne
metode har selvfolgelig sine be-
grensninger, da der altid vil
vere en grad af subjektivt sken
over resultatet. Erfaringen er da
ogsé, at to patologer, der stude-
rer den samme vavsprove, ikke
altid er enige.

P3 den baggrund enskede
Torben @Orntoft at finde ud af,
om det var muligt at skelne
mellem de to typer kreft pd
genniveau, og derudfra udvikle
en mere pélidelig diagnose.
Derfor gik han i gang med at
studere DNA-chips, som var til-
sat prover fra 15 blarekreft-pa-
tienter. Selvom forseg med vav
fra 15 patienter ikke lyder af
mange, s giver det faktisk meget
omfattende mengde data, da
DNA-chippene indeholdt 7000
gener. Derfor henvendte han sig
til CBS for at f8 hjelp til at ana-
lysere de store datamangder.

100% sikkerhed kreeves
Forskere ved CBS har udviklet en
metode til at behandle @rntofts
data, og dette har betydet, at der
nu er identificeret omkring 400
gener, som enten er op- eller
nedreguleret i forbindelse med
blerekreft. Ikke overraskende,
har langt de fleste af disse gener
en funktion, som har med celle-
cyklus at gore — dvs. kontrol af
celledeling. Steen Knudsen me-
ne, at det nu er muligt at diag-
nosticere de to typer af blere-
kreft pa baggrund af, hvilke ge-
ner der opferer sig unormalt. Det
er dog kun tiden, der vil vare
den endegyldige dommer i sagen,
idet diagnoserne kun kan bekraf-
tes af den enkelte patients
sygdomsforlgb: med andre ord
udvikler kreften sig god- eller
ondartet. For at CBS’ metode
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Center for
Biologisk Sekvensanalyse

Center for Biologisk Sekvensanalyse (CBS) har 8 ar pa bagen,
og er et af de 25 grundforskningscentre, som er stgttet af Dan-
marks Grundforskningsfond. CBS er et forholdsvis stort forsk-
ningscenter med sine 25 medarbejdere — og flere medarbejdere

er pa vej.

Nggleordet for centrets virke er "Bioinformatik” — som beskri-
ver et tveerfagligt omrade, der omfatter indsamling, opbevaring
og integrering af biologiske data. Rygmarven i de fleste
forskningsprojekter inden for bioinformatik udggres derfor af
kraftige computere. Det er pd denne made et langt stykke af ve-
jen den teknologiske udvikling inden for computere, der driver
bioinformatikken fremad — og som selvfglgelig ogsa udger dens

veesentligste begraensning.

CBS huser forskere med forskellig faglig baggrund inden for
(molekyleer)biologi og fysik. Centret ledes af Professor Sgren
Brunak, der startede med at analysere biologiske sekvenser i

midten af 80’erne.

Bioinformatik er pa verdensplan en hastigt voksende disci-
plin, og derfor er der meget stor interesse for fglge de kurser,
som centret udbyder — bade fra danske og udenlandske stude-
rendes side. | gjeblikket arbejder CBS péa at opbygge en egentlig
bioinformatik-uddannelse, for at kunne imgdega fremtidens be-
hov for velkvalificerede forskere inden for bioinformatik.

skal kunne erstatte patologens
vurdering, skal metoden kunne
prastere noget nzr en 100 pro-
cents pélidelighed.
Undersogelserne med DNA-
chips har ogsd betydet, at for-
skerne har identificeret en tredje
type blerekreft, som er en mel-
lemting mellem de to hidtil
kendte typer. Steen Knudsen
spar, at undersogelser vha. DNA-
chips vil betyde, at vi i fremtiden
vil opdage en lang rekke nye ty-
per af kendte sygdomme. Og
dette har ikke kun akademisk in-
teresse. Det store perspektiv i en
sikker diagnosticering er mulig-
heden for at kunne tilpasse be-
handlingen af den enkelte patient
pd baggrund af individuelle for-
skelle i sygdommen. Endnu er
dette kun fremtidsmusik, men
Steen Knudsen er ikke i tvivl om,
at det er fremtiden. CBS har nu
selv anskaffet sig scanner-udstyr
til DNA-chips, s forskerne kan
veere pé forkant med udviklin-
gen. Sadant udstyr findes for gje-
blikket kun tre steder i Danmark.

Fra gener til hele celler
Steen Knudsen ser meget store
muligheder i Det Humane
Genomprojekt. Primert dbner

det op for helt nye mader at
udvikle legemidler p&. For i
tiden var processen med at
finde et sygdomsgen uhyre
langsommelig. Med nutidens
muligheder er denne proces
speedet voldsomt op, s3 langt
mere af forskningen vil g
denne vej i udviklingen af nye
legemidler.

Selvom fokuseringen pa ge-
ner p& mange made kan virke
reduktionistisk, mener Steen
Knudsen, at de muligheder, der
ligger i de store datamangder —
og den store regnekraft i mo-
derne computere - i en vis for-
stand modvirker en reduk-
tionistisk tankegang.

For koncentrerede man sig
nemlig typisk om 4rsagskeder i
en “ét gen — én proces” rela-
tion. Nu ser man pd mange ge-
ner ad gangen — og naste skridt
er i Steen Knudsens ojne at be-
gynde at se pa hele celler i et
mere holistisk perspektiv. Dette
vil vaere en meget stor udfor-
dring, og vil kreve integration
af en rekke metoder og model-
ler, men det vil helt sikkert
bringe forstdelsen af vores for-
underlige organisme et stort

skridt videre. )

Steen Knudsen er
Sforskningslektor ved

Center for Biologisk Sekvens-
analyse,

DTU, Bygn. 208

2800 Lyngby

TIf- 452524 80

E-mail: steen@cbs.dtu.dk

Om forfatteren

Carsten R. Kjaer

Abktuel Naturvidenskab

Tif: 8942 5555

E-post: red@aktuelnat.au.dk

Her kan du fii mere at vide
CBS’ hjemmeside
www.chs.dtu. dk

Cecilie Boysen:

Generne og deres funktion
Aktuel Naturvidenskab
nr. 2/1999.

Tre storre steder pd nettet:
European Bioinformatics
Institute:
http:/fwww.ebi.ac.uk/genomes
The Sanger Centre:
htp:/fwww.sanger.ac.uk/

The Genome Database:
http:/lwww.gdb.org/




