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Den nya biologin
— Inte langre science fICtoN  Jpsis wersicer

Biologisk forskning genomgdr nu en
revolution motsvarande den Internet
genomgdtt under de senaste tio dren.

Ny storskalig sekvenseringsteknologi har revo-
lutionerat biomedicinsk forskning och har ex-
panderat till manga nya forskningsfilt. Den nya
storskaliga sekvensteknologin ger bland annat
forskarna méjlighet att forstd arvsmassans be-
tydelse for sjukdomars uppkomst hos djur, vix-
ter och minniska. Frigor kan stillas pa helt nya
sitt med mer storskaliga metoder. Teknologin
gor det till exempel méiligt att kartligga alla
bakterier i tarmen pa en ko (“mikrobiomet”)
och se vilka skillnader i mikrobiomet som gor
att en ko fér en viss sjukdom och en annan inte.
Metoderna gor det majligt att studera hur olika
bakterier, som ir inblandade vid uppkomsten
av sjukdomar, anpassar sig for att undvika kons
immunforsvar.

Snabba metoder for att kartldgga DNA

Enkelt uttryckt ir den nya storskaliga sekvens-
teknologin, som ofta kallas "Next Generation
Sequencing” (NGS), en samling av nya avance-
rade, snabba och billiga metoder for att sekven-
sera nukleotider. Till exempel har NGS anvints
for att sekvensa flera nya genom, alltsé kartligga
en organisms hela arvsmassa. Nir man for ndgra
decennier sedan bérjade sekvensera genom tog
detta oftast flera ar. En forsta kartliggning av
minniskans genom tog till exempel cirka tio &r
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till en kostnad av ménga hundra miljoner kro-
nor. Med nuvarande NGS-metoder kan samma
arbete goras p& nagon vecka och kostar endast
négra tiotusental kronor. Forskarna riknar med
att inom kort kunna sekvensera en minniskas
genom pé en dag till en kostnad under 10 000
kronor.

Kraftfullt verktyg for livsvetenskap

Tack vare genomsekvensering ges nya méjlighe-
ter att studera olika livsvetenskapliga problem i
intressanta organismer, frin virus och bakterier
och vidare i utvecklingskedjan; vixter, fiskar,
minniska och andra diggdjur. Evolutionsbiolo-
gerna har fitt ett synnerligen kraftfullt verktyg
till sitt forfogande.

1. Den hir teknologin ger bland annat forskarna
mojlighet att forstd arvsmassans betydelse for
uppkomst av olika folksjukdomar. Fragor kan
stillas pa nya sitt nir man har tillgdng till mer
storskaliga metoder.

2. Teknologin gor det mojligt att kartligga
arvsmassan dven for utddda arter och vi kan fa
svar pa frigor som vi bara kunnat fantisera om.
Forskargrupper har kunnat lisa arvsmassan pi
neanderthalminniskan och den utdéda mam-
muten. Manga frigor som ror folkvandringar,
kulturella gator och andra imnen som forr bara
diskuterats av historieforskare eller paleontolo-
ger kan numera fa svar med hjilp av biologiska
analysmetoder.

3. Det kan ocksa handla om att katalogisera alla
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DNA-forandringar i en cancercell. De senaste
dren har forskare hittat en rad olika regioner
i arvsmassan som Okar risken for olika folk-
sjukdomar sisom cancer, diabetes, fetma och
autoimmuna sjukdomar. Dessa regioner har
identifierats med s kallade Single Nucleotide
Polymorfism (SNP)-chips. Kunskap inom detta
omrade kan leda till nya typer av diagnostik och
dven nya likemedel och vacciner.

Stora dataméangder

Eftersom mycket stora datamingder genereras vid
sddana studier krivs det helt nya losningar for att
kunna hantera och analysera all data som produ-
ceras. Detta har gjort att biologerna blivit mer och
mer beroende av datorvetenskapliga metoder och
att de numera ir stordatoranvindare av samma
magnitud som partikelfysikerna vid CERN.

Traditionella vetenskapsgranser rivs

De flesta biologiska forskningsprojekt innebir
nu samarbete &ver de traditionella vetenskaps-
grinserna. Vetenskapsovergripande metoder
behovs for att forsta till exempel hur man kan
l6sa aktuella problem som klimatf6érindringar,
hur vi kan producera mer mat med bittre ni-
ringsinnehall eller hur vi kan 16sa problemet
med att fler och fler sjukdomsalstrande bakte-
rier blir resistenta mot antibiotika. For att 16sa
liknande problem bildar forskare inom ménga
omrdden som humanmedicin, husdjurshilsa,
vaxtforadling och datavetenskap internationel-
la nitverk som springer gamla grinser mellan
vetenskapliga discipliner. Ett exempel ir det
nystartade COST Action nitverket "Next Ge-
neration Sequencing data analysis network”.

Ny teknik — nya omraden

Det ir inte bara i livsvetenskaperna som de nya
teknikerna att snabbt sekvensera DNA 6ppnar nya
spannande méjligheter. Det finns manga nya appli-
kationer for dessa tekniker. Négra tillimpningar ér:

“European Cooperation in Science and Technology”,

COST:

* ett av de aldsta ramverken for forskningsstod
i Europa

»  syftar till att bygga ett europeiskt natverk for
analys av data som genereras med hjalp av den
nya storskaliga sekvensteknologi som vuxit
fram under 2000-talet (www.seqahead.org).

*  bestarav forskargrupper fran 16 lander, daribland
fyra svenska. Dar ingar Sveriges Lantbruksuniver-
sitet, "Science for Life Laboratory” i Uppsala och
Stockholm, Linkdpings universitet samt Uppsala
universitet med UPPMAX/UPPNEX som ar ett
nationellt resurscentrum for storskaliga be-
rakningar och lagring av sekvensdata.

Medicin

e Skapa metoder for forbittrad diagnos av
olika sjukdomar.

e Ta fram tekniker for tidig upptickt av pre-
disposition for olika sjukdomar (se exem-
pel pé detta i www.23andme.com).

e Utveckla farmakogenomik som leder till
personanpassade likemedel och rationell
likemedelsdesign.

® Matcha organ med mottagande patient vid
organtransplantationer.

Lantbruk

e Ta fram sjukdoms-, insekts- och torkresi-
stenta vaxter.

o Astadkomma friskare, mer produktiva och
sjukdomsresistenta husdjur.

¢  Ta fram bittre och niringsrikare livsmedel.

e  Ersitta kemikalier med biologiska bekimp-
ningsmedel.

e Utveckla tester for att kunna avgora olika
livsmedels ursprung, till exempel vin, kott
och kaviar.

Miljs

e Utveckla nya energikillor (biofuels) utifrin
kunskaper om vixters genetik.

e Nya metoder att detektera miljéférore-
ningar kan utvecklas genom att skapa bio-
logiska detektorer.

e Bittre sitt att miljosanera. Minga projekt
pagdr redan dir man studerar hur vi kan
anvinda bakterier for att sanera omriden
kontaminerade med farliga kemikalier eller
féroreningar som uppstitt vid till exempel
gruvdrift.

Historia

e Utveckling av metoder for att forstd hur
evolutionen gatt till.

e Studier av folkvandringar och olika folk-
slags ursprung.

Pa www.bioresurs.uu.se under Bi-lagan 3 2011 finns lan-
kar till mer information om dessa spannande tekniker.

Koppling till styrdokumenten for gy

Nigra exempel frin det centrala innehillet i
biologikurserna pa gymnasiet som ir relevant
for innehéllet i artikeln:

Kursen Biologi 1 handlar bland annat om "Ge-
netikens anvindningsomriden. Mojligheter,
risker och etiska frigor”. Biologi 2 innehaller
exempelvis punkterna "Evolutionirt perspek-
tiv pd molekylarbiologi”, Cell- och molekylir-
biologins anvindningsomriden” och ”Anvind-
ning av genetiska data for studier av biologiska
sammanhang”. Dessutom finns kursen Biotek-
nik, som ger minga mdojligheter att arbeta vi-
dare med det som artikeln beror.
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Pyrosequencing
— en metod for sekvensering

En teknik som anvédnds i en variant av storskalig sekvense-
ring ar pyrosequencing. Denna teknik utvecklades i mitten av
1990-talet av forskare pa Kungliga Tekniska Hogskolan, KTH i
Stockholm, bland andra professor Pal Nyrén. Tekniken dr nu
licensierad till foretaget Roche som producerar de maskiner
som anvands vid pyrosequencing (454-maskinerna).

Metoden har anvénts for att sekvensera exempelvis DNA
fran mammut och neanderthalmanniska. Nar den veten-
skapliga tidskriften Science dr 2006 publicerade sin lista
med de storsta vetenskapliga upptickterna under aret var
pyrosequencing nummer tva. Det specifika projekt som
uppmarksammades var kartldggningen av DNA hos nean-
derthalmanniska som genomférdes av den svenske fors-
karen Svante Pddbo.

Figuren visar en forenklad bild av hur pyrosekvensering
gar till.Vid sekvenseringen tar man reda pa i vilken ordning
nukleotiderna finns i en DNA-strdng. Tre enzym anvinds
vid reaktionerna: sulfurylas fran jast, luciferas fran eldfluga
och apyras fran potatis.

Visualisering av resultat

™
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rofosfatet (och ett dmne som kallas adenosine 5’ fosfosul-
fat, APS) till ATR

4. ATP &r en energirik molekyl som anvdnds av enzymet
luciferas for att omvandla luciferin till oxyluciferin. Reak-
tionen frigdr energi i form av synligt ljus. Fenomenet kallas
bioluminescens.

Ett enzym (apyras) bryter kontinuerligt ner ATP och nu-
kleotider som inte bundits till DNA-strangen till (d)XMP.
Det ar nédvandigt att nedbrytningen gérs innan en ny nu-
kleotid stts till.

5. Ljussignalen méts med en enkel kamera som omvandlar
optisk ljus till elektriska signaler och resultatet syns som
toppar i ett diagram. Eftersom man vet viken nukleotid
som satts till och om den bundits till DNA-sekvensen kan
man avgdra ordningen pa nukleotiderna. Hojden pa en
topp i diagrammet visar om det ar en eller flera nukleoti-
der av samma slag som bundits in samtidigt. Diagrammet
kan ddrmed &versittas till en sekvens av DNA-baser.

Nucleotide sequence

1,2. Overst syns det enkelstringade DNA-fragmentet som =R = R & B B .

man vill sekvensera. Pyrosequencingreaktionen bdrjar med Figur fran www.pyrose-
att en primer binds komplementért till denna DNA-strang. quencing.com. Har finns
Primern fungerar som startssekvens och komplementdra ocksa en informations-
nukleotider byggs efterhand pad i en vixande kedja med J k J\_ film som beskriver tekni-
hjdlp av enzymet DNA-polymeras. Resultatet blir en DNA- . ken, vdlj "Technology”
strdng som &r komplementér till den ursprungliga DNA- S T A s < 1 » | vanstermarginalen.
strangen. Nucleotide added

En forsta deoxyribonukleotidtrifosfat (dNTP) sitts till — en
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av AT C eller G. DNA-polymeras katalyserar bindningen
av molekylen till DNA-fragmentet om den &dr komplemen-
tar till den nukleotid som star pa tur i DNA-fragmentet.
Varje gang som en eller flera nukleotid(er) binds till DNA-
strangen frigérs difosfat (= pyrofosfat, PPi,P O *) i motsva-
rande molférhallande.

3. Ett enzym (ATP- sulfurylas) omvandlar det frigjorda py-

6. Den nya tekniken producerar miljontals sekvenser pa
mycket kort tid, data som maste analyseras och lagras i
kraftfulla datasystem.

7. Efter digital lagring dr ndsta steg att producera resultat
anvandbara for forskare inom olika livsvetenskaper. Har
anvands speciella bioinformatiska metoder och verktyg for
analys och visualisering.
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Ovning i bioinformatik

Alexanders sjukdom — en monogen awvikelse

Minga sjukdomar orsakas av mutationer i en
gen, antingen i sjilva den kodande sekvensen
eller i de regulatoriska sekvenser som styr hur
mycket och nir genen uttrycks. De avvikelser
som beror pd en enda gen kallas monogena
avvikelser. Ett stort antal sidana avvikelser ir
kinda, men de flesta ir mycket ovanliga.

Alexanders sjukdom

Alexanders sjukdom ir en allvarlig fortskridan-
de hjirnsjukdom som frimst drabbar smbarn.
Den vita substansen i hjirnan (myelinet) for-
indras genom en kraftig inlagring av proteiner
i storhjiarnans stédjeceller (gliacellerna) med en
bildning av s& kallade Rosenthalfibrer. Under
lang tid har férekomsten av Rosenthalfibrer an-
vints for att bekrifta diagnosen. (Myelin ar den
vivnad som omger och isolerar alla nervtridar.)

Sjukdomen orsakas av en mutation i GFAP-
genen (glial fibrillary acidic protein). Genen
finns pd den ldnga armen av kromosom 17.
Mutationen gor att hjirnans stodjeceller, glia-
cellerna, fungerar simre pd grund av den kraf-
tiga bildningen och inlagringen av en defekt va-
riant av GFAP. Detta leder till att gliacellerna
inte klarar att stodja hjirnans nervceller och
myelinet. Vanliga mutationer som ger upphov
till sjukdomen #r att aminosyran R i position
79 har bytts ut mot C, H eller G och/eller att
aminosyran R i position 239 har indrats till
aminosyrorna H eller C.

Home Blast Blastresults Clustal

Databanks Settings

Ovningsuppgiften gir ut pa att analysera pro-
teinsekvenserna frin fem patienter (1-5) och
jamféra med den vanliga icke muterade vari-
anten (A) for att se om négon av patienterna
bir pa en mutation i GFAP-genen. Ovningen
i sin helhet, inklusive de sex DNA-sekvenserna
som behdvs till uppgiften, finns p& Bioresurs
webbsida (se Tema Bioteknik, gymnasiet eller i
anslutning till Bi-lagan 1 2011).

Uppgiften kan genomforas med hjilp av
verktyg pa olika webbsidor exempelvis:
http://ebiokit.hgen.slu.se/mrs
http://mrs.cmbi.ru.nl/mrs-web/
Sekvenseringen gors pd DNA men i uppgiften
har sekvenserna dversatts till proteiner for en-
kelhets skull. I 6vningen anvinds ClustalW, ett
av de mest vanliga bioinformatiska verktygen
for jamforelser av DNA- och proteinsekvenser.

P4 startsidan viljs flicken Clustal hogst upp
pa sidan. En ny sida 6ppnas med en tom ruta
dar alla sex DNA-sekvenserna ska klistras in
samtidigt. Andra inte nigra parametrar pi si-
dan. Tryck sedan pa Run ClustalW. Resultatet
bor se ut som i figuren nedan (tryck p& show
wrapped for bittre 6versikt). Vilken/vilka av
patienterna bir pd en mutation som kan orsaka
Alexanders sjukdom? (Se svar nedan.)

Ovningen har utarbetats av Erik Bongcam-Rudloff, Insti-
tutionen fér husdjursgenetik, SLU och Institutionen for
immunologi, genetik och patologi, Uppsala universitetet.
Den anknyter till féregdende artikel.

ST i Databaks 3 for |

Show diagnostic output hide colours

show unwrapped

Jpatient: VGGLAFG
4patient: VGGLAFG
Y g VGGLAPG
lpatient: VGGLAFG
2patient: VGGLAFG

Spatient: VGGLAFG

Jpatient: NOL
4patient: NOL
A 3 NOL
lpatient: NOL
2patient: NOL

Spatient: NOL

3patient:
dpatient:
A '
lpatient:
2patient:
Spatient:

PPLPT
PPLPT
PPLPT
PPLPT
PPLPT
PPLPT

FSLAGALNAGE
FSLAGALNAGE
FSLAGALNAGE
FSLAGALNAGE
FSLAGALNAGE
FSLAGALNAGE

Med hjdlp av gratisprogrammet ClustalW jamfors aminosyrasekvenser fran flera patienter. Denna procedur kallas
alignment. Figuren visar att patienterna 1,2,5 har mutationer relaterade till Alexanders sjukdom, se uppférstorade

partier till hdgen
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