Genomet

- systembiologiens rygrad

Her prasenteres en del af den moderne genomforskning og systembiologi, og det beskrives,
hvordan man kan bruge denne viden til at optimere kemikalieproduktion i cellefabrikker,
resulterende i en heredygtig produktion af kemikalier

Af Mikael Rordam Andersen, Michael Lynge Nielsen og Jens Nielsen, Center for Mikrobiel Bioteknologi, BioCentrum-DTU, DTU

De sidste ars udvikling af DNA-sekventeringsteknologi har
muliggjort sekventering af genomet af et hastigt stigende antal
organismer med industriel, medicinsk og/eller biologisk inte-
resse. Med denne nye viden er der sket en udvidelse af den
bioteknologiske forskning med mange nye teknikker og fag-
omrader til fglge. Et af disse nye fagomrader er systembiologi,
hvor man gennem en holistisk og ofte matematisk tilgang til
biologien forsgger at forsta komplekse systemer.

Genomet - livets komponentliste

Ordet genom er en sammentrakning af ordet »gen« og den
greske endelse -om, der betyder »alt« eller »komplet«, og bru-
ges til at betegne en organismes samlede arvemasse, der er re-
praesenteret kemisk i DNA. Da ordet blev introduceret i 1920
af Hans Winkler, professor i botanik [1], var tanken om, at man
kunne have adgang til denne information, stadig abstrakt. Det
@ndrede sig i 1995, hvor den fgrste fulde genomsekvens af or-
ganismen Haemophilus influenzae blev offentliggjort [6]. Si-
den da er genomet af over 300 organismer blevet sekventeret
[17], spendende fra tarmbakterier over bageger til planter og
pattedyr sa som hund, kat og mennesket. Faktisk er stigningen
i tilgeengelige genomiske data sa stor, at man har kunnet iagt-
tage eksponentiel vakst i den centrale database GenBank[14]
med en fordobling af genomisk information ca. hver 18. méaned
siden fgrste opteelling (figur 1).

Drivkraften bag denne indsats har veret den indsigt i en or-
ganismes biologiske potentiale, som gensekvensen kan give.
Det centrale dogme i biologien er, at et gens DNA transskribe-
res til et mRNA-molekyle, som oversettes af cellen til et prote-
in. Kender man derfor en celles sum af gener (gennem genom-
et), kan man forudsige alle potentielle mRNA-molekyler (kal-
det transkriptomet) og dermed ogsa alle proteiner, som kan
veare til stede i cellen (proteomet) (figur 2). Man har derfor ad-
gang til organismens komponentliste, nar man kender genomet.

Genombaseret forskning - reverse engineering af livet
Som mange forskere og investorer sidst i 90’erne matte sande,
sa er en genomsekvens dog ikke en liste af svar og patenter,
som blot skal renskrives, men snarere en liste af spgrgsmal.
Det er ikke umiddelbart muligt ud fra en DNA-sekvens at for-
udsige funktionen af det tilsvarende protein, ligesom man ud af
et bibliotekskatalog ikke kan se, hvad man kan finde i bggerne.
Det har igangsat en reekke initiativer, som har til formal at kort-
leegge funktionen af DNA-sekvenser og proteiner.

Den klassiske metode til at klarlegge enzymfunktioner er en
oprensning med en efterfglgende undersggelse af, hvilke bio-
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kemiske reaktioner enzymet kan katalysere. Hvis man kombi-

nerer dette med en bestemmelse af proteinets sekvens, er det

muligt herfra at bestemme gensekvensen. Pa denne made er

der skabt sammenh@ng mellem mange enzymfunktioner og

deres tilsvarende gen.

Et meget ambitigst projekt for at udfylde den manglende vi-
den, er Saccharomyces Genome Deletion-projektet [18]. Pro-
jektet har som mal, vha. molekylarbiologiske metoder, meto-
disk at fremstille et antal gaerstammer som hver mangler ét af
de ca. 6000 gener, der findes i Saccharomyces cerevisiae (ba-
gegear). Studiet af disse stammer har fgrt til stor indsigt i funk-
tionen af de enkelte gener, og bageger har af denne grund ud-
viklet sig til en meget vigtig modelorganisme for genombaseret
forskning (foruden dens store industrielle betydning).

Nar man har knyttet funktion til et gen i en organisme, kan
man vha. computeralgoritmer finde mulige kandidater for den
samme funktion i andre organismer. Det forholder sig oftest sa-
dan, at gener med ens funktioner har lignende sekvenser, ogsa
pa tvers af organismer. Man kan derved benytte computeres B
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Figur 2. Beskrivelse af de forskellige systemniveauer i cellens metabolisme.
DNA transskriberes til mRNA som overseettes til proteiner. Kemikalier i
stofskiftet (metabolitter) omdannes af proteiner (enzymer). Strommene af
masse gennem systemet kaldes for fluxe.

evne til hurtigt at sammenligne store mangder data til at gen-
nems@ge et genom[3]. Adskillige internetsider ggr dette muligt
for et stort antal genomer, og der er dermed en stor genomisk
vidensbase tilgengelig for de nye genomsekvenser, som lgben-
de kommer til. Derved identificeres komponenter i ny-sekven-
terede organismer lettere.

Systembiologien - genominformation sat i sammenhang
Biokemi og biologi har indtil for nylig veeret baseret pa den oven-
staende reduktionistiske tilgang til bestemmelsen af livets bygge-
sten. Selv i storskalaprojekter som deletions-studier bestemmer
man stadig proteiners funktion ét ad gangen og prever pa den
made at forsta komplekse systemer ud fra deres enkelte dele.

Argumentet for det nye fagomrade systembiologi har veret,
at komponenter i komplekse systemer ofte ikke opfgrer sig pa
samme made, nar de er isoleret fra resten. Det gelder i biologi-
en savel som i kemiske reaktorer eller i trafikken (en bilist op-
fagrer sig forskelligt i myldretiden, ift. nar personen er alene pa
vejen). I stedet forsgger man at forsta cellen som et netveerk el-
ler et komplekst st af interaktioner, og derigennem opna for-
staelse af de enkelte komponenters rolle, nar de fungerer i de-
res naturlige sammenhang.

Ngglen til observationer pa systemniveau har varet opfindel-
sen af en rekke nye hgjeffektivitets teknikker, der ggr forske-
ren i stand til at se pa forskellige niveauer af cellens metabolis-
me (jf. figur 2). Metoder pa genomniveau kaldes genomics og
har givet den sproglige stamme til en lang reekke -omics. Her-
under findes bl.a.:

- Transcriptomics: Studier af hele cellens mRNA-niveauer un-
der givne forhold.

- Proteomics: Bestemmelse af alle proteiner i cellen.

- Metabolomics: Maling af koncentrationen af alle stofskifte-
produkter (metabolitter) i cellen.

Alle niveauer baserer sig dog i stgrre eller mindre grad pa den

information der findes i genomet.

Et gennemgaende trak i systembiologien til forskel fra den
klassiske biologi er tilstedeverelsen af matematiske modeller.
Ofte sgger man at opstille en matematisk model for sit system
(organismen), og vha. beregninger og praktiske forsgg afprgve
og forbedre den. Disse modeller kan have mange forskellige
former. Séledes anvendes der bade traditionelle kinetiske mo-
deller i systembiologi til at beskrive dynamikken af enkelte
biosynteseveje og modeller der er afledt direkte fra data.

Systembiologien er blevet en tvaerfaglig videnskab, og man
finder derfor bade ingenigrer, kemikere, biologer, fysikere, sta-
tistikere og computerprogrammgrer inden for feltet.

Den systembiologiske tilgang til metabolismens lag

Genomet: Ud over at se genomet som en liste af gener arbejder
forskere ogsa med genomet set som et system, hvor eksempel-
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vis den fysiske placering af gener, den samlede DNA-sekvens
inkl. stykker mellem gener (ikke-kodende DNA) og DNA-
strengens fysisk/kemiske egenskaber tages i betragtning. Disci-
plinen kaldes »comparative genomics« og bruges ofte til at
finde ligheder og forskelle pa tvears af arter. Nogle af de fgren-
de i verden til at udvikle nye metoder til dette og grafisk repree-
sentation af genomets enorme datamangder (figur 3) er Center
for Biologisk Sekvensanalyse (CBS) pa DTU. Pa deres meget
besggte hjemmeside stilles et antal vaerktgjer og sammenlig-
ninger til radighed [16].

Transkriptomet: Maling af niveauet af alle forskellige
mRNA-molekyler i cellen kan give et indblik i den komplekse
regulering af stofskiftet. Pa trods af, at mRNA oversettes til
proteiner, er denne oversattelse ikke udelukkende kvantitativt
athengig, men snarere athengig af RNA-strengens kemiske
sammens&tning og fysiske egenskaber. Man kan derfor ikke
umiddelbart bruge malinger af RNA-koncentrationer til at be-
stemme koncentrationen og aktiviteten af enzymer og andre
proteiner. Derimod kan man se pa relative eendringer mellem
cellens transkriptom i to tilstande. Til dette formal bruges
DNA-chips eller DNA-mikroarrays, som kan male pa over
30.000 forskellige mRNA-molekyler fra samme prgve samti-
dig. Eksperimenter udfgrt med disse metoder giver ved mate-
matikken og statistikkens hjalp en indsigt i reguleringen af
hele cellens stofskifte, og dermed hvordan cellen tilpasser sig
forskellige forhold. Disse metoder er athengige af, at genom-
sekvensen for den interessante organisme er tilgengelig.

Proteomet: Den samlede biologiske funktion af en celle er i
hgj grad defineret af dens niveau og sammensatning af protei-
ner. Af den grund er det s@rdeles interessant at analysere prote-
omet [10]. Den oftest benyttede made til at evaluere en kom-
pleks blanding af proteiner er en kombination af separation og
massespektrometri (MS). Proteinernes teoretiske masse kan be-
regnes ud fra genomsekvensen, og dermed er det muligt at
identificere dem. Processen er meget arbejdskrevende, men gi-
ver nogle interessante muligheder for studier af eksempelvis
protein-protein-interaktion i dynamiske komplekser [8], som
ellers ikke ville vaere mulige med en standardtilgang. Endvide-
re er der udviklet metoder, der muligggr analyse af det sakaldte
phospho-proteom [13], dvs. maling af alle proteiner der har en
phosphorgruppe pasat (for mange proteiner spiller phosphory-
lering en stor rolle i deres funktion i cellen).

Der findes ogsa metoder til at méle pa metabolit- og flux-ni-
veau (jf. figur 2). Nogle af disse beskrives n@rmere i andre ar-
tikler i denne udgave af Dansk kemi.

Metabolisme-modeller - liv i computeren

Pa Center for Mikrobiel Bioteknologi (CMB) pa DTU forsgger vi
bl.a. at koble information fra genomet med mélinger og undersg-
gelser fra de andre -omer i matematiske metabolisme-modeller.
disse modeller beskrives hver bioreaktion - katalyseret af enzymer
— vha. en ligning, hvor de ubekendte er specierne i den biokemi-
ske reaktion. En simuleret celle bestar derved af et stort antal lig-
ninger (typisk stgrre end 750) og et endnu stgrre antal ubekendte.
Ligningssystemet lgses vha. et stort antal simple massebalancer og
optimering efter stgrst mulig veeksthastighed. Resultatet er vaerdier
for strgmme (fluxe) af metabolitter gennem alle de enkelte enzy-
mer i cellens metabolisme.

Pa CMB er der blevet konstrueret modeller af bakterier [2], ba-
geger[S] og skimmelsvampe[4], alle brugt i industriel produktion
af kemikalier. Ved at slette og tilfgje gener (dvs. ligninger) i com-
putermodellen kan man i flere tilfeelde med sikkerhed forudsige
mader at optimere kemikalieproduktion i cellen pa. PA CMB ar-
bejdes iser med ethanol-, antibiotika- og enzymproduktion.

En anden styrke ved disse modeller er, at de kan betragtes
som et netverk af enzymer, reaktioner og kemiske stoffer og
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Figur 3. Grafisk repreesentation af tarmbakterien E. coli’s kromosom vha. et sakaldt genomatlas. De koncentriske ringe viser forskellige fysiske egenskaber for
DNA-strengen. De bla og rgde felter i fjerde ring er placeringen af gener [7,9,12]. Lavet af Dave Ussery, CBS, DTU.

dermed en slags kort over cellens stofskifte. Det er derfor mu-

ligt at integrere viden fra DNA-chips, proteom- og metabolom-

malinger i netvaerket, og pa denne made vise pa systemniveau
hvordan cellen reguleres [11].

Den nyere tids genomforskning har altsa muliggjort system-
biologien, som gennem sine metoder er et vaerdifuldt verktgj
til at leere om cellen som biologisk reaktor. Is@r den matemati-
ske modellering har vist sig at kunne give meget information
om organismers potientale som celle-fabrikker.
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