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Eksperimentel identifikation af gener

Bacillus subtilis-forsog viser vejen til eksperimentelle undersogelser af hele

genomer fra andre bakterier

Af ph.d.-studerende Simon Rasmussen og lektor Hanne Jarmer, CBS, DTU

Hovedparten af de gener, som vi kender i dag, er fundet ud fra
DNA-sekvenser ved brug af computerbaserede metoder. Om
disse gener er virkelige og rent faktisk har en biologisk funk-
tion, er kun fastslaet i laboratoriet for en forsvindende lille del.
Det er dog indenfor de senere ar blevet muligt at afleese hvor

pé en organismes DNA, der ligger aktive gener - og det endda

i mange tilfeelde i et enkelt laboratorieforsgg. Det er netop et
sadan forsgg, vi har gennemfgrt med bakterien Bacillus subtilis.

Hvad er Bacillus subtilis for en storrelse?

B. subtilis er en harmlgs gram-positiv bakterie, som findes
naturligt stort set alle steder. Den lever hovedsageligt som en
epifyt, dvs. pa planter - uden at ggre skade pa disse. Det har vist
sig, at B. subtilis er en vigtig bestanddel af den bakterieflora,
som vokser pa planter og er med til at forhindre invasion af
bakterier, som kan veare skadelige - helt pa linje med funktio-
nen af den menneskelige huds normale bakterieflora [1]. Den
blev fundet og beskrevet fgrste gang allerede i 1872 af den
franske forsker, Ferdinand Julius Cohn (1828-1898), som ar-
bejdede med klassifikation af bakterier. B. subtilis er kendt for
at vaere enormt omstillingsberedt og kan endda danne sporer,
hvorfor den ogsa ofte findes steder, hvor den kun lejlighedsvis
kan vokse, som f.eks. i udtgrret jord. B. subtilis, anvendes som
produktionsstamme - en levende fabrik - til industriel fremstil-
ling af forskellige enzymer til f.eks. vaskepulver. Der har med
tiden udviklet sig en del interesse for B. subtilis og andre af
dens familiemedlemmer i forbindelse med udviklingen af pro-
biotika. Det er et kosttilskud bestaende af bakterier, der har vist
en gavnlig effekt pa bade dyr og menneskers almene helbreds-
tilstand [2]. Tils@tter man en blanding af sporer fra Bacillus
licheniformis og B. subtilis i foderet til svin gges udbyttet og
raten af infektioner nedsattes i samme stgrrelsesorden, som
hvis dyrene modtog veekstfremmer (antibiotika), hvilket pga.
den stigende udvikling af resistens bgr holdes pa et absolut
minimum [3].

Hvad ved vi indtil nu?

Det bakterielle genom (DNA) er en s@rdeles kompakt struktur.
Begge DNA-strengene er teet pakkede med gener, hvoraf mange
er organiseret tet sammen i mindre enheder. Disse enheder kal-
des operoner og er defineret ved, at generne afleses samtidig.
Med aflesning forstas syntesen af RNA ud fra DNA. RNA er
det primere produkt af et gen eller en operon (med flere gener),
og det oversattes i de fleste tilfelde til protein ud fra det enkelte
gens dbne leeseramme. Den abne leeseramme er en speciel rek-
ke af koder (tri-nukleotid kodons), som cellen oversetter til en
bestemt rekke af aminosyrer, der er byggestenene i proteiner.
Proteiner har utallige funktioner inde i cellen. De er enzymer,
de transporterer stof ind og ud af cellen, de fremstiller energi,
de giver cellen og dens organeller den rigtige struktur, osv. Der
er dog en stigende erkendelse af, at RNA selv spiller en stgrre
rolle end hidtil antaget. Man har leenge kendt til funktionen af
de ribosomale RNA’er (rRNA) og transfer RNA’er (tRNA), der
er hhv. del af ribosomet og ngglerne til oversattelsen af den
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abne leeseramme. Ud over disse er der begyndt at vise sig en
mangfoldighed af RNA-funktioner. Hovedarsagen, til at RNA-
omradet har haltet bagefter ift. proteinerne, er, at disse ikke-
kodende gener — RNA-gener - ikke er lette at finde i en sekvens,
da de bl.a. ikke har en aben leeseramme.

Nyopdagelser

Nar man i et forsgg som vores afleeser, hvor pa genomet, der
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Figur 1. Aktiviteten af afleesningen af DNA til RNA i forskellige regioner af B.
subtilis’ genom. Watson-strengen er bld, Crick-strengen magenta. Farvens
intensitet og sgjlens hojde indikerer, hvor kraftigt det givne signal er. Gener
vises med pile. Rpde og orange er allerede annoterede gener, grgnne er
nyopdagede. (A) Udtrykket i omrddet: 47-50 Kb, hvor der ses to eksempler
pa antisense transskription (shd4 og shdS) af yabE og yabD. (B) 211-212
Kb-regionen, hvor det nyopdagede proteinkodende gen, yzjA, er fundet. (C)
Omradet: 1231-1234 Kb, hvor det nye ikke-kodende gen, ncr25, er fundet. (D)
Omrddet omkring 1.447 Kb, hvoraf det fremgar, at ykvS-genet i virkeligheden
ikke er sa langt som antaget. (E) Aktiviteten i omrddet: 850-854 KiloBaser
(Kb) i hhv. rigt (Luria Broth, LB) og fattigt (Minimal medium 9, M9) medium.
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Figur 2. Venn-diagram over antallet af gener, som findes udtrykt i LB- og
M9-medier.

dannes RNA, sa ser man bade proteinkodende og ikke-kodende
transskripter (non-coding RNA, ncRNA). I figur 1 ses en
handfuld udvalgte eksempler af det 4,2 Mega baser (Mb) store
B. subtilis-genom. De proteinkodende, kendte gener er vist
med rgde og orange pile, alt efter hvilken af de to strenge de
ligger pa, og de nyopdagede gener er vist med grgnne pile. |
figuren ses ogsa to eksempler pa skyggegener (shd4 og shd>5),
dvs. signalgivende omrader, der ligger pa den modsatte streng
ift. eksisterende proteinkodende gener. Funktionen af disse er
for stgrstedelens vedkommende stadig ukendt, men for nogle

fa er det kendt, at de ved at binde sig til genets RNA regulerer
enten stabiliteten eller tilgeengeligheden heraf. Det kan dog ogsa
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tenkes, at en del af disse skyggegener slet ingen funktion har,
men bare er et produkt af et aktivt afleesningskompleks, som
indimellem springer til den modsatte streng ved en tilfeldig-
hed, og maske kan det simpelthen ikke betale sig for cellen at
blokere denne fejlafleesning.

I vores projekt har vi undersggt, hvor der udtrykkes gener i
bade rigt og i fattigt medium. Som det fremgéar af den neder-
ste del af figur 1 og figur 2, er der forskel pa, hvilke gener der
udtrykkes i disse meget forskellige vaekstvilkar. I hvert af de
to medier ser vi lige omkring 70% af de kendte gener udtrykt,
og hvis begge forsgg inddrages, ser vi nesten 82% af de 4.225
til dato beskrevne B. subtilis-gener. Vi identificerer 44 nye
protein-kodende gener og 85 nye ncRNA-gener. Mange af de
nye protein-kodende gener er meget korte - sammenlignet med
de kendte gener. Deres funktionen er selvfglgelig ukendt, men
ved at sammenligne deres aminosyre-raekkefglge med kendte
proteiner kan vi komme med kvalificerede gat pa, hvad deres
funktion er. Der er gennemgaende ikke overveeldende hgj lig-
hed med allerede kendte proteiner, hvilket i kombination med
den relative korte leengde er hovedarsagen til at de ikke tidligere
er blevet identificeret ved brug af in silico-metoder. Vi ser dog
mulige funktioner indenfor bl.a.: Regulering af transskription,
transport og bakteriofag-relaterede funktioner, men hovedsage-
ligt ligner disse nye proteiner andre ukendte proteiner.

Hvorfor gor vi det her?

Dette projekt er kun en lille del af et stgrre europ@isk samar-
bejde, BaSysBio, der involverer 15 andre partnere fordelt ud

over Europa og med en enkelt i Australien. I BaSysBio-pro-

jektet streber vi efter eksperimentelt at finde alle gener, deres
regulering og aktivitet under forskellige forhold, samtidig med »
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at koncentrationen af proteiner og metabolitter males. Det
overordnede mal er at ggre det muligt at fremstille modeller og
dermed mulighed for at simulere cellens funktioner ved brug af
en systembiologisk indgangsvinkel. Herved vil vi lere en masse
nyt om bakterien - viden, som gradvist vil kunne overfgres til
sygdomsfremkaldende bakterier forholdsvis nart beslegtede
med B. subtilis, sasom: Bacillus anthracis og Staphylococcus
aureus. Vi planlaegger at udfgre forsgg, som det her beskrevne
med disse patogener.

Metoden

Den metode vi har anvendt i dette studium kaldes tiling
array-analyse og bygger pa kemi, som allerede er kendt fra
DNA-chips/-microarrays. En glasplade er fyldt med bitte
sma omrader, der hver is@r indeholder en stump enkelt-
strenget DNA (en probe). Disse prober indeholder alle hver
deres unikke sekvens, som hver er i stand til at binde en
komplementer DNA-streng, target, med den modsatte se-
kvens. Sa dannes den dobbeltstrengede helix-struktur, som
DNA er kendt for. Hvis target er market med en fluorofor,
synligggres de sma omrader pa glaspladen, der har “fanget”
noget. I vores forsgg har vi faet firmaet NimbleGen til at
fremstille en tiling chip, som vi kalder BaSysBio-Bsub T1I.
Proberne har vi designet, sdledes at hele genomet er deekket
- og sa de er mellem 45 og 65 nukleotider (nt) lange, alt
afhengigt af deres basesammensatning. Ved at lade leng-
den variere opnds en mere ensartet smeltetemperatur, som
resulterer i mindre variation indenfor et gen, der forventes
at give nogenlunde samme signal fra start til slut. Prober-
nes target-omrader pa genomet er placeret, sa de starter 22
nt forskudt ift. hinanden - pa begge strenge, hvilket vil sige,
at hver probe overlapper med naboproben med mellem 23
og 43 nt og med naboens nabo 1-21 nt. Proberne er desuden
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Figur 3. Lagkageplot over hvor de signalgivende prober er placeret.
Kategorien “Gener” indeholder prober, som ligger indenfor de 4.105 pro-
teinkodede gener, som pa nuveerende tidspunkt er beskrevet i B. subtilis.
“ncRNA” indeholder de prober, som ligger i kendte ncRNA’er. “UTR”
kategorien er de omrader foran, imellem (i operoner) og bagved de prote-
inkodende gener, som ikke overscettes til protein, som de er fundet i vores
studium. “IR” er kort for Intergenic Region og indeholder de prober med
signal over baggrund, som ligger i omrdaderne mellem generne. “Anti-
sense” er skyggegenerne, som beskrevet i teksten.

forskudt strengene imellem, saledes at der er blot 11 nt
mellem hver probestart. Dette udnyttes kun, hvis chippen
benyttes til forsgg, som ikke er strengspecifikke. Vi har
malt (hybridiseret) 3 uafh@ngige oprensninger fra vaekst i
bade det rige og fattige medium, hvor ca. 40% af proberne
har givet et signal hgjere end baggrunden. Langt stgrste-
delen ligger i omrader, hvor vi forventer et signal (figur 3).
Derudover har vi 4 gange hybridiseret genomisk DNA til
den samme slags chip.
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Hvad ser vi, ndr vi undersoger det signal, som DNA’et giver?

Vi forventede, at resultatet ville hjelpe os med at vurdere,
hvordan vores prober fungerede og herved normalisere vores
data. Men vi fandt, at variationen i vores DNA-data kun ggede
stgjen i vores RNA-data, hvis vi normaliserede med disse.
Dette blev konkluderet ud fra to test. I den ene malte vi, hvor
stor en del af resultaterne, der var allerede kendte gener. I den
anden undersggtes hvor pracist, vi kunne forudsige starten

af de transskripter, hvis start allerede er kendt. Resultaterne
af det genomiske DNA viste til gengald nogle ting, som vi
ikke havde taenkt over. Eftersom alle omraderne i genomet vil
vare til stede i omtrent samme mangde, ville man forvente

et signal, som gennemgaende var det samme over det hele.
Men vi ser et par tusinde regioner af varierende lengde, som
giver et signal, der ligger langt under gennemsnittet. Mange
af disse skyldes formentlig fejl i sekvensen, men pafaldende
mange (~40%) falder ssmmen med bade kendte og forudsagte
Rho-uafh@ngige terminatorer. De er signal til det enzym,

der oversatter DNA til RNA om at stoppe. Terminatorerne
bestar af en meget stabil struktur - en stem-loop, som dan-
nes i RNA’et - efterfulgt af en reekke Thymin (T - en af de 4
baser, som DNA er opbygget af), som tilsammen forarsager, at
enzymet friggres og dermed stopper transskriptionen. I figur 4
ses gennemsnitssignalet henover de Rho-uafh@ngige termina-
torer. Fenomenet er ikke overraskende. Nar der er grundlag
for en stabil struktur, vil den givne probe folde med sig selv
og derved forhindre videre hybridisering. Vi kan altsa ud fra
vores DNA-data finde regioner, hvor der enten er fejl i sekven-
sen eller basis for foldning. Vi har fundet 7 regioner, som ud
fra vores data tilsyneladende er “haler” pa gener (3’ UnTrans-
lated Regions, 3> UTRs), hvor der er sekvensbevaring og en
stabil sekunder struktur. Funktionen af de gener, som har
denne stabile struktur, er forbundet med membranen: Nogle
er deciderede membranproteiner, andre eksporteres og atter
andre er medvirkende til opbygning af membranen. Funktio-
nen af denne 3 UTR kan derfor meget vel vare at forhindre
oversattelsen fra RNA til protein, indtil et bestemt signal er
modtaget. Dette signal kan vare at halen enten bliver klippet
af eller bundet af et protein, som herved ophaver blokeringen.

(@]
Q
©
c v _|
o0
(7]
(%]
r
cC
(7] (@]
g «© 7
o
c
o
O 2
o _|
~ l l l l l T
-60 -40 -20 0 20 40 60
Position

Figur 4. Signalet for genomisk DNA henover forudsagte Rho-uafheengige
terminatorer. Den bla er gennemsnitssignalet fra Watson-strengen og magenta
for Crick-strengen.
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Mest sandsynlig er en mekanisme, udlgst teet pA membranen. ceoe Rggelse er godl‘ for

Herved kan det sikres, at proteinet ikke folder eller pa anden

vis modnes, fgr det er i den rigtige sammenhang. Denne hy- unde'l' end Sialen

potese mangler dog stadig eksperimentel evidens.
Rggelse er et centralt element i gudstjenesten i en rekke

Fremiidsperspekliver religioner, man treeffer det savel i katolske kirker som
Forsggene er de fgrste, der eksperimentelt viser, hvor pa B. buddhistiske templer, hvor det begge steder er med til at
subtilis’ genom, der udtrykkes gener. Vi har undersggt dette i skabe en speciel stemning. Man
bade et rigt og et fattigt medium, hvilket verificerer ca. 82% af brander forskellige harpikser fra
de eksisterende gener og tilfgjer nesten 130 nye. Vi forventer, treer, olibanum fra Boswellia
at en lille del af de kendte gener ikke er rigtige gener, men arter og myrra fra Commiphora
ogsa, at der vil vaere gener, som ikke kan findes under de arter. Man har fundet tabletter til
her undersggte omstendigheder. Der bgr derfor, som navnt dette brug i Tutankhamons grav.
tidligere, udfgres flere tilsvarende studier, hvor alle mulige Alkoholoplgsning af sadanne
vaekstbetingelser benyttes. I sidste ende vil det vaere muligt harpikser er brugt til at praeser- 0
at bruge denne facitliste til at rette annoteringen af bakterien vere admiral Nelsons lig med. Y
Bacillus subtilis. Forskere fra det hebraiske uni- o)
versitet i Jerusalem har undersggt
! L L L L L L ) olibanum og fgndet, at det inde- incensolacetat
ywcA b0 ywbN oy ywbL holder et stof, incensolacetat, der
p— har antidepressiv og angstdempende effekt pa mus. Selvom

dette ikke er bekraftet hos mennesker, mener forfatterne, at
det er sandsynligt, at incensolacetat forgger den euforiske
stemning, der opstar under religigse handlinger.

Carl Th.

Culture and Chemistry meet in fragrant plant- based incense Chemical
and Engineering News December 22, 2008 side 38; Incensole acetate,

3923 3024 3925 3926 3907 3928 3929 3930 an inscense component, elicits psychoactivity, The Journal of the
T Position (Kb) Federation of American Societies for Experimental Biology, 2008, 22
side 3024.
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Figur 5. Et eksempel pa den velbevarede og strukturelle “gen-hale”: Omra-
det omkring YWbN. Den ¢verste del af figuren viser udtrykket pa Watson-
strengen (bla) og Crick-strengen (magenta). Baggrunden viser signalet fra
det genomiske DNA i samme omrdde og varierer fra gul til gron til sort, jo
mgrkere desto mere struktur (eller sekvensfejl) er der. Generne er vist som
tidligere angivet. Den nederste del er den forudsagte sekundcere struktur af
“gen-halen” efter ywbN, som er bestemt ved brug af programmet RNAfold
[4].

Projektet er stgttet af EU, som et EU-IP-FP6-projekt (LSHG-
CT2006-037469). Fremstilling og klarggring af RNA- og DNA-
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