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Genomforsking har gitt store
framsteg innan molekylaer
forsking dei siste ara. Torsk og
lakselus er to artar der ein nyttar
denne tilneerminga ved Havfor-
skingsinstituttet. Ein er i ferd med
a etablere ei rad ulike metodar
som vil gi marin forsking eit
viktig loft i ara framover. Ein
mikromatrise pa torsk er snart
ferdig, og mange nye genetiske
markerar er under uttesting. Dei
store datamengdene ein genererer
1 genomprosjekta vil gi forskinga
heilt nye verktey, som 1 framtida
kan gjere oss i stand til & svare pa
viktige spersmal for mellom anna
fiskeriforvaltinga.

Frank Nilsen
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Genomforsking er studium av gen og
genprodukt der ein ynskjer & studera flest
mogelege gen — helst alle. Genom er defi-
nert som alt DNA i ei celle (kjerne-DNA
og mitokondrium-DNA og andre liknande
organellar). I fleircella organismar er DNA
likt 1 alle celler, og genomstorleiken vert
gitt som den haploide delen (Boks 1). Ein
deler gjerne genomforsking inn i struktu-
rell og funksjonell genomforsking. Den
strukturelle delen tar for seg samansetjing
av arvestoffet (DNA) der DNA-sekvense-
ring (dvs. a lese heile eller delar av DNA-
sekvensen) er ein viktig del, medan den
funksjonelle delen tar for seg funksjonen
til gen og genprodukta (RNA, protein).
Mélet med artikkelen er & gi ein smakebit
pa kva eit genom er og litt om kva genom-
forsking er.

Strukturell genomforskning

Med sekvensering meiner vi a lese av
basesamansetjinga til DNA. Metoden som
ein i stor grad nyttar i dag vart publisert i
1977 av Fred Sanger, noko som han vart
lonna med Nobelpris for. Sjelv om prinsip-
pet i metodikken er den same no som for
30 ar sidan, har mange mindre og sterre
endringar for til ein langt lettare bruk av

teknologien, ikkje minst nar det gjeld kor
raskt og mykje DNA ein kan “lese”. No
er heilt ny teknologi i ferd med & lanse-
rast. Denne teknologien byggjer ikkje pa
“Sanger prinsippet” og vil truleg fore til
ein ny revolusjon i genomforsking. Den
nye sekvenseringsmaten er sa&rs rask og
prisen for bruk er svert 14g rekna i kostna-
der / base lest (1-10% av prisen idag).

Ei drivkraft i genomforsking har vore
maélet om & sekvensere heile genomet til
mennesket. Ideen til dette sers omfattande
prosjektet vart fodd tidleg pa 1990-talet,
og ein viktig del for & kunne lukkast var a
utvikla teknologien som skulle til. T 2001
vart sekvens og analysar av heile men-
nesket sitt genom publisert. Seinare er det
kome fleire “oppdateringar” av sekvensen,
og ein har no ein sekvens som er meir enn
99, 999 % neyaktig.

Ein komplett genomsekvens er det beste
utgangspunktet for funksjonelle studiar,
da ein vil skaffe sekvensinformasjon om
“alle” gen. Men dette er kostbart, og nar
ein i tillegg veit at meir enn 50 % av geno-
met vanlegvis er intergenisk sekvens (sja
boks 1), lyt ein sekvensere mykje for kvart
gen ein finn. For mindre prosjekt, dvs. der
ein ikkje har nok ressursar til a foreta ein
komplett genomsekvensering, har ein

Kva er eit genom?

Genomet er arvematerialet til ein organisme.
Dette er vanlegvis DNA, men kan i nokre
virustypar vera RNA. | fleircella organismar
er det DNA i ei celle som utgjer genomet,
sidan alle cellene har lik DNA. Unntaket er
kjgnnsceller som er sakalla haploide, dvs. at
kvart kromosom berre finst i ei utgave. Euka-
ryote organismar er kjenneteikna ved at dei
har DNA i cellekjernen, men og i organellar
som mitokondrium og kloroplastar, t.d. t.d.
planter og algar. (“Organellar” er cellene

sine “energiverk” — ordet tyder eigentleg
“smaorgan”.) DNA i cellekjernen utgjer
storstedelen bade med omsyn til mengd og
tal pa gen.

Storleiken (mengd DNA per haploid celle)
og samansetjinga til genomet varier mykje
mellom ulike organismar. Ei typisk bakterie
som E. coli har 4.7 millionar basar (Mb),
bananfluge 180 Mb, torsk | 000 Mb og men-
neske 3 000 Mb.Talet pa gen er fra 3 200 i
E. coli til om lag 30 000 i mennesket, noko
som gir ein faktor pa om lag ti for talet pa
gen. Ser ein pa mengd DNA er forskjellane
mykje sterre med ein faktor pa nzr | 000
mellom menneske og E. coli. Dette tyder at
E. coli i snitt har | gen/| 400 basepar (bp),
medan mennesket har | gen/100 000 bp.
Sjelv om gena typisk er starre hja menneske
enn E. coli, er det langt meir DNA mellom
gena (intergenisk DNA) i eit menneske

(sja Figur 3.10.6.1a). Ein har stor skilnad i
genomstorleiken hja eukaryotar, langt sterre

enn mellom prokaryotar (bakteriar), der dei
minste har ein storleik som bakteriane og dei
stgrste mange gonger stgrre enn mennesket.

Genomet til ein “typisk” fleircella (metazoa)
organisme er illustrert i Figur 3.10.6.1a. Dei
svarte boksane representerer gen, medan
omradet mellom (raudt) er intergenisk DNA.
Intergenisk DNA har vore kalla “junk”-DNA,
men dette er ei sers misvisande nemning.
Repeterte element utgjer ein stor del av
genomet til fleircella organismar (omlag 45 %
i pattedyr). Ein har mange typar repeterte
element, fra dei heilt enkle (di, tri, tetra nu-
kleotidar) til store samansette repeterte
einingar. Dei enkle, repeterte elementa kallast
ofte for mikrosatellittar. Lengdene pa desse
er svaert variable, og dei er difor mykje nytta
som genetiske markgrar. Dei andre repeterte
elementa er delt inn i mange klassar, og to av
dei heiter transposomer og retrotransposo-
mer. Dei har heilt szrskilde eigenskapar og
kan flytte seg rundt om i genomet.Trans-
posoma gjer dette ved hjelp av ein “klipp

& lim”-metode, medan retrotransposoma
nyttar “kopier & lim”. Retrotransposoma vert
kopierte pa vanleg mate via mRNA, men vert
sette inn att som DNA og nyttar da eit sar-
skilt enzym (reverstranskriptase) for 4 lage
DNA fra RNA. Dette enzymet vert ofte nytta
i molekylarbiologien nar ein arbeider med
RNA, og det vert brukt til & kopiere RNA til
DNA, noko som gir opphav til komplementzr
(complementary) DNA (cDNA).

Eit typisk eukaryot gen er framstilt i Figur
3.10.6.1b, der dei svarte boksane er exon
(den kodande delen) og mellomrommet mel-
lom desse er intron (ikkje kodande). Heile
eininga vert transkribert, men introna vert
fierna i ein prosess kalla spleising. mMRNA
bestar av dei ulike exona. Den ferdige
mRNA-en vert sendt ut av cellekjernen til
cytoplasma der translasjon (dvs. informa-
sjonsflyt fra RNA til protein) foregar. Sum-
men av alle mMRNA i ein celletype vert ofte
kalla transkriptomet, medan alle proteina
vert kalla proteomet.

Ei av overraskingane da mennesket sitt
genom var sekvensert var at det var langt
feerre gen enn mange hadde rekna med. Men-
nesket har berre om lag 30% fleire gen enn
rundmark! Nar ein ser pa kompleksiteten til
organismane er dette verkeleg overraskande,
og korleis kan ein forklare det? Eit viktig svar
ligg i spleiseprosessen knytt til det ein kallar
alternativ spleising. Genet i Figur 3.10.6.1b
bestar av sju exon og seks intron og kan via
alternativ spleising gje opphav til mange ulike
transkript (og protein) ved at eit eller fleire
av exona kan verta utelate. Dette betyr at til
fleire exon eit gen har, til fleire ulike protein
kan dette gje opphav til.| dette ligg det
viktige skilnader mellom “enkle” dyr og t.d.
pattedyr som typisk har komplekse gen (dvs.
mange exon) med aktiv bruk av alternativ
spleising som kan gje opphav til mange for-
skjellige protein.




Figur 3.10.6.1
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Skjematisk framstilling av oppbygging av arvestoffet a)

(genomet) og genomaktivitet.A) viser genomisk DNA der
dei svarte boksane indikerar gen og raude omrader syner
intergenisk DNA. Hos dei fleste eukaryotar vil intergenisk
DNA utgjera storparten av DNA-et. B) Skjematisk
framstilling av eit typisk gen med exon (svarte boksar) og

Genomisk DNA

intron (raud). C) mRNA er budbringaren som gir opphav b) —H—l—l—l—.—l— Can

til protein. Transkripsjon av DNA gir opphav til mRNA. D)
mRNA vert transportert til cytoplasma, og mRNA vert

translatert til protein i cytoplasma.

Overview of the genome and the genomic activity.A) shows
genomic DNA where black indicates genes and red indicates
intergenic regions. In most eukaryotic organisms the intergenic

part is by far the largest. B) Drawing of a gene with exons
(black) and introns (red). C) mRNA is the messenger giving rise
to proteins.Transcription of DNA produces mRNA. D) mRNA is

transported from the nucleus to the cytoplasm for translation

into protein.

alternative strategiar for a skaffe sekvens-
data frd mange gen. Ein metode er EST-
sekvensering der ein startar med mRNA
og lagar genbibliotek med utgangspunkt
i aktive gen (ofte kalla cDNA-bibliotek).
Ved a lage mange ulike cDNA-bibliotek
fra ulike vev/organ og utviklingsstadium
kan ein dekkje store delar av gena i geno-
met dersom ein produserer eit hogt tal med
DNA-sekvensar.

Funksjonell genomforskning

Sjelv om sekvensering av eit genom er ei
stor og krevjande oppgdve, er det ei langt
storre utfordring a finne funksjonen til
alle gena og andre element i arvestoffet.
Ein viktig del av den funksjonelle genom-
forskinga er a studere genaktivitet. Slik
aktivitet er delt inn i tid og rom, og ein kan
undersoke dette pa fleire niva (t.d. trans-
kripsjonsnivd (mRNA) og proteomnivéa
(protein)). Nokre gen er aktive “alltid”
og i “alle” celler, medan andre gen berre
er aktive i nokre celletypar under sers-
kilde tilheve. Ein har metodar der ein kan
ta fore seg aktiviteten til mange gen eller
protein samstundes. Mikromatriser er ein
slik metode der ein kan studere transkrip-
sjonsaktiviteten til alle (mange) gen sam-
stundes, men det foreset sjolvsagt at ein
kjenner sekvensen til desse, sjd Boks 2. Pa
same mate kan ein samanlikne proteina frd
ulike provar for & finne kva for protein som
er til stades ved ulike tilhove.

Felles for desse og andre metodar i genom-
forskning, er at ein ma ha tilgang pa data-
basar med sekvensinformasjon og gode
og effektive dataleysingar for & analysere
sekvensinformasjonen. Bioinformatikk
har difor ein sentral posisjon pa alle niva
i genomforsking. Genbank (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/) er deme pa ei slik res-
surs der store mengder sekvensdata er
lagra og tilgjengeleg for sok. Datamengda
i Genbank har auka eksponetielt dei siste
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ara, og i 2006 var der over 160 milliardar
basar med sekvens tilgjengeleg for sok.
Utan effektiv og rask programvare vil det
vera vanskeleg a finne relevante data i sli-
ke enorme databasar. Sek i Genbank med
ein DNA- eller proteinsekvens vil raskt
¢gi dei forste indikasjonane pa funksjon,
og ved heg grad av sekvenslikskap kan
ein vera ganske sikker pa funksjonen til
sekvensen ein har nytta i seket. Saman-
likning av sekvensar mellom ulike artar
kan gi viktig informasjon om funksjon.
Ein ser at det ikkje berre er genprodukt
som er konserverte mellom artar, men og
at organisering av gen kan vera konservert
mellom ulike artar.

Sekvenseringsprosjekt genererer store
datamengder frd genomisk DNA og/eller
cDNA (EST-ar). Sidan slike EST-ar er hen-
ta fra aktive gen, kan desse nyttast direkte
som kandidatgen i funksjonelle studiar.
Sekvensdata er og startpunkt for a finne
genetiske markerar som mikrosatellittar
og SNP-ar. SNP (singel nucleotid poly-
morphisms) er enkeltbasar som er variable
og som kan nyttast som genetiske mar-
korar.

Genomforsking — kva sa?

Ein viktig skilnad mellom tradisjonell
molekylerbiologi og moderne genomfor-
sking er at ein har gatt fra ei gen-til-gen-
tilnerming og over til ein strategi med
alle/mange gen samstundes. Store fram-
steg 1 sekvenseringsteknologi i form av
automatisering har gjort dette mogeleg.
Ein har i dag store sekvenseringslabora-
torium som kan produsere titusenvis av
DNA-sekvensar per dag, noko som 0g har
fort til at kostnadane har gatt kraftig ned.
Sjelv sma laboratorium kan i dag gene-
rere meir sekvensdata pa ein dag enn store
laboratorium kunne pé eit ar med “gamal”
teknologi. Sidan eit stort tal med sekvensar
vert generert, veljer ein ut eit stort tal med
klonar for sekvensering, og etter at sekven-
seringa er gjort ser ein kva ein har. Ved ei
slik tilnerming vil noko av det ein finn
vera venta og kjent, medan ein god del vil
vera nytt og ukjent (avhengig av art).

Genomprosjekt vil generere store meng-
der med sekvensinformasjon, sjelv om ein
berre sekvenserer EST-ar. Dette betyr at
brukarar av dette vil ha tilgang til mange
kandidatgen eller mange genetiske mar-

Mikromatriser er basert pi DNA-hybridi-
sering, der enkelttrada DNA som har lik
sekvens kan ga saman og danna dobbeltrada
DNA (slik ein typisk finn DNA i cellene).
Enkelttrada DNA kan lett lagast ved at ein
varmar opp DNA slik at hydrogenbindingane
mellom basane vert brotne. Nar ein sa avkje-
lar dette, vil sekvensar som er like ga saman
og danne dobbeltrada DNA. Mikromatrise-
studier krev at ein har sekvens av heile eller
deler av genomet til ein organisme. Basert
pa denne sekvensinformasjonen kan ein lage
DNA-bitar (prober) som representerer eit
gen eller delar av eit gen. Desse probene kan
sa enten prentast ut eller syntetiserast pa
sma glasplater (storleik som objektglas), og

Mikromatriser eit sentralt verktay 1 funksjonelle studiar

det er no mogeleg a ha langt over | million
ulike prober pa ei mikromatrise. Mikroma-
triser kan brukast pa fleire ulike matar, men
den mest velkjente bruken er til a studere
transkripsjon av gen. | slike studiar ynskjer
ein a identifisere gen som er aktive i ulike
situasjonar (t.d. pa ulike tidspunkt i utviklinga,
under ulike miljgtilhgve). Utgangspunktet

vil vera RNA (mRNA) som ein nyttar til &
lage cDNA. cDNA vert merka med raud og
gron fluoriserande farge, der to og to prevar
vert blanda og nytta pa ei mikromatrise. Da
vil aktive gen (som finnast pa mikromatrisa)
kome opp som raude, grene eller gule (dei
som er aktive i begge prgvane) signal (Figur
3.10.6.2).
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Figur 3.10.6.2

Mikromatrise fra lakselus.A) viser mikroma-
trise fra lakselus som har over 7 000 prober.
Desse 7 000 probene representerer 2 600
ulike gen. B) Forsterring av eit subarray
(deltest-omride) som viser ulike signal etter
hybridisering. | dette demet er cDNA fra
hannlus (gren) og holus (raud) samanlikna.
Ein ser at ein har mange fargenyansar fra
gron til raud (B og C). Ein far informasjon

om kva for gen som er aktive i hann og ho og
tilhevet mellom desse (dvs. kor mykje raud
og gron farge det er i kvar spott).

Microarray from the salmon louse.A) Shows a
microarray from the salmon louse containing
more than 7 000 probes.These probes represent
2 600 different genes. B) Enlargement of a sub

array showing different signals after hybridisation.

cDNA from male lice (green) and female lice
(red) are compared. In this experiment it is possi-
ble to identify genes active in males and females,
in addition to those active in both sexes (yellow).

korar dersom ein er ute etter dette. I tillegg
kan ein nytte verktoy som t.d. mikroma-
triser som gjer at ein kan studere aktivi-
teten til tusenvis av gen samstundes. Kva
er sa fordelane med dette? Ved at ein har
tilgang til mykje meir data kan nye bio-
logiske sporsmaél stillast, og ein vil vera
i stand til & svare pa gamle spersmal med
betre datagrunnlag. Det er ikkje dermed
sagt at biologisk forsking vert betre ved &
nytta “genom-verktoykassa” men det kan
vera mykje tid a spare ved rett bruk av res-
sursane. Ein stor EST-database frd ein art
vil kunne nyttast til mange ulike foremal.
Den vil mellom anna gi sekvensinforma-
sjon om enkeltgen, den vil gje opphav til
mange genetiske markerar (mikrosatel-
littar og SNP-ar), ein har eit utgangspunkt
for & lage mikromatriser og avgjerande for
proteinidentifisering fra proteomstudiar.

Marin funksjonell genomforskning
Funksjonell genomforsking er eit sat-
singsomrade i Forskingsradet via FUGE-
programmet. Ei utfordring til den marine
delen av denne satsinga er at ein har lite
strukturelle data (dvs. sekvensdata) fra
relevante artar for Norge. Per i dag er det
stort sett berre EST-data som er tilgjenge-
leg fra eit fatal artar. Laks er den arten ein
har mest data tilgjengeleg for, men storpar-
ten av dette er data generert i utlandet. For
mange viktige marine dyregrupper (t.d.
kopepodar) finnast det svert lite data.

Lakselus

Ved Havforskingsinstituttet har ein eta-
blert ressursar for funksjonell genomfor-
sking pa lakselus i lopet av dei siste éra.
Ein har produsert EST-data og nytta dette
til & etablere ei mikromatrise. Desse res-
sursane vert nytta i samband med prosjekt
som arbeider med ei vaksine mot lakselus.
Strategien baserar seg pa a nytte funksjo-
nell genomforsking for a finne kandidat-
gen som kan evaluerast som potensielle
vaksine-antigen. I dette arbeidet er det
mange utfordringar, seerleg nar ein ser at
om lag 45 % av alle lakselusgena er nye
(dvs. ein far ikkje signifikante treff ved
sok i databasar).

Mikromatriseteknologien er i denne
samanheng sers nyttig, da ein her kan
knytte ukjente gen til biologiske prosessar

Cod genomics

Recent development in genomics has been
an important boost for development in
molecular biology. Through sequencing
of the human genome and several model
species a new set of tools have been estab-
lished, which can be used in other species.
Comparative genomics has shown that the
number of genes in different species are
rather similar (less than tenfold variation

og slik “sile vekk™ irrelevante gen. Sjolv
om ein pa denne maten kan knytte gen til
biologiske prosessar vil ein ikkje ha funk-
sjonen klarlagt.

Ein av dei mest effektive matane a finne
funksjonen til eit gen (dvs. funksjonen til
proteinet det kodar for), er ved & “ skru
av” genet. Det kan ein gjere pa fleire vis,
og for modellorganismar (t.d. bananfluge)
har ein standardiserte protokollar for dette.
Pa lakselus har me fatt det til ved & bruke
RNA-interferens (RNA1). [ virvellause dyr
(evertebratar) kan ein “skru av” eit gen ved
a injisere dobbeltradig RNA (dsRNA) fra
genet ein er interessert & stoppe. Det som
skjer er at mRNA (med same sekvensen
som dsRNA) vert brote ned og ein far ikkje
laga protein. Ved & sja kva for konsekven-
sar dette har, vil ein fa data pa funksjonen
til proteinet. Metoden vil 0g gi informa-
sjon om proteinet er ein god vaksinekan-
didat eller ikkje. Dersom resultatet av &
fjerne eit gitt protein er fatalt for lakselusa,
vil dette vera ein god vaksinekandidat der-
som ein kan fa same effekten via vaksine-
ring. RNAL1 vil difor vera eit sers nyttig
hjelpemiddel til & velje ut kandidatgen til
testvaksinering.

Fiskegenomforsking

Ein kjenner alle gena hos fleire fiskearter
som fugu, tetraodon og sebrafisk, men
enno ingen av dei kommersielt viktige
artane. Havforskingsinstituttet har hatt
ei sentral rolle i & byggje opp ressursar
for funksjonell genomforsking pa torsk.
Arbeidet har fokusert pd EST-sekvensering
og produksjon av ei torskemikromatrise. |
tillegg har me etablert eit BAC-bibliotek
og ein protokoll for & nytte dette. Insti-
tuttet har ei viktig rolle i den nyleg eta-
blerte Genofisk-plattforma i det nasjonale
FUGE-programmet. Dette er ei ressurs- og
teknologiplattform for funksjonell genom-
forsking pa laks og torsk. Eit viktig mél
med arbeidet er ressursetablering fra desse
viktige kommersielle fiskeartene og a betre
kompetansen pa dette fagomradet i fiske-
riforskingsmiljea. Ressursane vil vera eit
grunnlag for & auke den biologiske kunn-
skapen om desse artane og gjere ein betre
rusta til & gi gode rad til styresmaktene i
marine sparsmal.

between bacteria and mammals) whereas
the amount of intergenic DNA is much
more variable. During the last few years
IMR has started genome-related activity
on cod and salmon louse. A main goal in
these projects has been to establish func-
tional genomics tools for these species.
This includes EST-sequencing and estab-
lishment of microarrays.





