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SAMMENDRAG

DNA-polymorfi kan defineres som en arvelig genetisk variant pa et bestemt sted (locus) i genomet med en
frekvens over 1% i befolkningen. Slik polymorfi kan bestd av en enkeltbase-substitusjon (sdkalt "single
nucleotide polymorphism" eller SNP), av delesjon eller insersjon av en eller flere baser, eller av variabel
lengde pa en repeterende DNA-sekvens (sakalt "variable number of tandem repeats" eller VNTR). Det finnes
en rekke molekylergenetiske metoder for a4 pavise DNA-polymorfi. For genetisk-epidemiologiske studier vil
det vaere mest aktuelt med metoder som er lette & automatisere, krever lite DNA-materiale, og som kan ut-
fores pa et stort antall prever. I denne oversiktsartikkelen vil vi ga igjennom prinsippene for noen moleky-
leergenetiske metoder som er aktuelle for bruk i store genetisk-epidemiologiske studier. Vi vil ogsd omtale
bruk av sammenslitte DNA-praver i screening for sykdomsdisponerende gener, som er en effektiv snarvei til
& samle store mengder genetisk informasjon fra mange individer med lav kostnad per testet individ.

Spurkland A, Harbo HF. Genetic analysis in genetic epidemiology Nor J Epidemiol 2002; 12 (2): 89-96.

ENGLISH SUMMARY

DNA polymorphism can be defined as an inheritable genetic variant on a particular place (locus) in the
genome, with a population frequency above 1% in the population. Such polymorphism can consist of one
single base substitution (so called single nucleotide polymorphism or SNP), of deletions or insertions of one
or several bases, or of a variable length of one repetitive DNA sequence (so called "variable number of
tandem repeats" or VNTR). There are a number of methods in molecular genetics designed to demonstrate
DNA polymorphism. For genetic epidemiology studies, methods that are easy to automate, which demand
little DNA material, and which can be performed on a large number of samples are the most useful. In this
review we will present the principles of some molecular genetic analysis that are relevant for use in large
genetic epidemiologic studies. We will also present the usage of pooled DNA in screening for disease
susceptibility genes, as an efficient "short cut" to collect large amount of genetic information from many
individuals with a low cost per tested individual. With the present day methods, the amount of DNA avai-
lable for genetic epidemiologic studies may represent a limitation for the number of genetic analysis that can
be performed in any given sample. If in the future, methods that allow sequencing of entire genomes using a
minimal amount of DNA are developed, the availability of sufficient amounts of DNA will no longer present
a limitation to genetic epidemiologic studies.

INNLEDNING

Gener inneholder arvelig informasjon om kroppens
bestanddeler. Informasjonen er lagret i DNA,
deoxyribo-nucleic-acid, som bestar av sukkerarten de-
oksyribose og fire ulike sakalte "baser". De fire basene
er guanin (G), cytosin (C), adenin (A) og thymidin (T).
Det er rekkefalgen, eller sekvensen, av basene i DNA
traden som inneholder den arvelige informasjonen.
DNA er et anti-parallelt dobbelttrddet molekyl, der
den ene trdden er et speilbilde av den andre traden,
men med motsatt orientering (figur 1). De to trddene i
DNA-molekylet holdes sammen av parvise hydrogen-
bindinger mellom basene. Adenin og thymidin parer
seg med to hydrogenbindinger, mens cytosin og

guanin parer seg med tre hydrogenbindinger. Siden de
to traddene i DNA holdes sammen bare av hydrogen-
bindinger, vil det dobbelttrddete DNA-molekylet
"smelte" til to enkelttrddete DNA-molekyler ved opp-
varming. Nar temperaturen senkes igjen, vil de to
trddene g sammen igjen, pd en slik méate at base-
paringen mellom trddene blir mest mulig korrekt.
Dette er en viktig egenskap ved DNA, som utnyttes i
flere av de ulike testene som vil bli omtalt senere.
Mennesker har 23 par kromosomer. Hvert kromo-
som bestar av en enkelt oppkveilet DNA-trad. Pa kro-
mosomene finnes all genetisk informasjon, og denne
samlete arvemassen kalles “genomet”. Vi arver
kromosomene fra foreldrene vére pa en slik méte at det
ene kromosomet i et par stammer fra mor, det andre
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fra far. Med et gen forstar vi vanligvis den delen av
DNA som bestemmer oppbygningen av et bestemt
protein. I det menneskelige genomet vet vi na at det
finnes ca. 35 000 gener (1).

5’ -GGATTCGCAATTCGAGCC-3 "

LLEEELLLELE LT

3’ -CCTAAGCGTTAAGCTCGG-5"

Figur 1. Skjematisk framstilling av en dobbelttradet DNA-
sekvens. Baserekkefolgen angis fra 5° til 3’ retning. Den
komplementzre traden angis fra 3’ til 5’ retning. Baser som
parer seg med hverandre angis med en strek: |.

GENETISK VARIASJON

Hvert gen har sin faste plass, sékalt locus, pd kro-
mosomene. For hvert locus kan det finnes flere ulike
varianter av et gen. Slike varianter kalles alleler. En
person som pa et bestemt locus har arvet samme allel
bade fra mor og far er homozygot. En person som har
arvet to ulike alleler er heterozygot. Fordi hvert men-
neske har to kopier av hvert gen, er det viktig i gene-
tiske studier & skille p& hvor mange i en befolkning
som er barer av et bestemt allel (fenotypefrekvens) og
hvor mange alleler som er pévist i en bestemt befolk-
ning (allel eller genfrekvens).

Overkrysning og koblingsulikevekt

Gener som sitter pd samme kromosom er koblet. |
kjennscelledelingen vil alleler som sitter pd det ene
kromosomet i et par, stokkes med de tilsvarende alle-
lene som sitter pa det andre kromosomet. Dette kalles
overkrysning eller rekombinasjon, og denne prosessen
gjor at avkommet aldri arver neyaktig samme kombi-
nasjon av alleler fra sine foreldre som den foreldrene
arvet fra sine foreldre igjen. Overkrysning motvirker
effekten av kobling av gener. Jo lenger fra hverandre
pé kromosomet to gener fysisk befinner seg, jo sterre
sannsynlighet er det for at det vil skje en overkrysning
mellom de to genene. Varianter av gener som sitter
langt fra hverandre pa kromosomet vil derfor opptre
uavhengig av hverandre pa befolkningsniva. Jo tettere
to gener sitter pd samme kromosom, jo sjeldnere vil
det skje overkrysning mellom dem. I en befolkning vil
en derfor kunne se at to genvarianter opptrer oftere
sammen enn forventet utifra hver av allelenes frekvens
i befolkningen. Dette kalles koblingsulikevekt (linkage
disequilibrium).

Mutasjoner og polymorfier

Nér gener nedarves til neste generasjon skjer det van-
ligvis som blakopier av mor eller fars gener. Men av
og til skjer det forandringer eller mutasjoner i genene.
Disse endringene kan vere enkeltbase-substitusjoner
der en base byttes ut med en annen, eller det kan vare
tap eller tillegg (delesjon eller insersjon) av en eller
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flere baser. Nar slike mutasjoner skjer i kjennscellenes
DNA, kan de nedarves til neste generasjon. Ofte forer
mutasjoner til at genet ikke lenger fungerer som det
skal, og det kan gi opphav til genetisk sykdom. Mu-
tasjoner som pavirker individets mulighet til & fa barn,
vil ikke fa stor utbredelse i en befolkning. Derimot vil
mutasjoner som forer til at genets funksjon fortsatt er
intakt eller til og med kanskje noe bedret, lettere kunne
spre seg i en befolkning over mange generasjoner.
Mutasjoner som finnes hos over 1% av befolkningen,
kalles derfor heller for polymorfier. Strukturelt sett re-
presenterer derfor mutasjoner og polymorfier de sam-
me typer DNA-variasjon. Sannsynligvis opprettholdes
polymorfier i en befolkning for 4 gke befolkningens
tilpasning til et miljo i forandring. Et eksempel péd
dette er at vi som bor i nordlige strek drikker melk
hele livet uten besver. Det normale blant folk i syd-
ligere strek er at spedbarnas evne til & fordeye laktose
eller melkesukker forsvinner i barnedrene, og at inntak
av melk etter dette gir diaré og magesmerter. I nordlige
strok har inntak av melkeprodukter vert viktig for &
overleve, og de som har genvarianter som tillater at de
kan nedbryte melkesukker hele livet har hatt en fordel
framfor de andre. Denne fordelen kan ha gjort at
"fordeyere av melkesukker" har fétt flere avkom, og
dermed at deres gener har fatt sterre utbredelse i be-
folkningen.

GENETISK EPIDEMIOLOGI

Det er mulig & studere samspillet mellom gener og
miljo i dyremodeller, der dyrene gjennom generasjoner
har vaert parret med sine nare slektninger. Slike for-
soksdyr kalles kon-gene fordi de er nesten helt iden-
tiske genetisk sett. Ved & sammenlikne ulike kon-gene
innavlete stammer som bare atskiller seg pa noen fa
loci, kan en direkte studere disse genenes innflytelse
pa dyrenes respons pa en kontrollert miljepavirkning.

Sa enkelt er det dessverre ikke nér vi studerer mil-
joets innflytelse pé utvikling av sykdom hos mennes-
ker. Bortsett fra eneggete tvillinger, er det ingen av oss
som genetisk sett er identiske. Hittil har da ogsa epi-
demiologiske undersekelser stort sett ikke inkludert
genetiske faktorer. Ikke desto mindre er det klart at
gener kan bestemme grad av sérbarhet overfor miljo-
pavirkninger, og epidemiologiske studier som inklude-
rer genetiske variable — genetisk epidemiologi — vil
derfor kunne avslere nye sammenhenger mellom
miljefaktorer og sykdom. For genetisk-epidemiolo-
giske studier vil det vaere mest aktuelt med metoder
som er lette & automatisere, krever lite DNA-materiale,
og som kan utfares pa et stort antall prover.

Pdvisning av gener som disponerer for sykdom

Pévisning av gener som disponerer for sykdom kan
gjores med familiebaserte koblingsundersgkelser
(linkage-studier), eller med populasjonsbaserte
pasient-kontroll-metoder, sdkalte assosiasjonsanalyser.
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Koblingsundersgkelser baserer seg pd at gener pa
samme kromosom i prinsippet nedarves samlet. Pa
grunn av overkrysning vil likevel gener som sitter
langt fra hverandre pa kromosomet ha en 50% sjanse
for 4 nedarves pa hvert sitt kromosom. Jo tettere
genene sitter pd kromosomet, jo sjeldnere skjer det
overkrysning akkurat mellom disse to genene. Ved &
undersgke om et bestemt gen nedarves sammen med
sykdommen i store sykdomsbelastede familier, kan en
se om genet og sykdommen oftere enn forventet ned-
arves sammen. Dette vil i si fall vere et tegn pé at
genet som undersgkes og sykdomsgenet sitter ganske
nar hverandre pd samme kromosom. Slike studier av
familier der flere nare slektninger er affisert av samme
sykdom er godt egnet til & finne gener som forarsaker
monogene sykdommer, der forandring i ett gen er
arsaken til sykdommen. For polygene eller komplekse
sykdommer der flere gener gir opphav til sykdommen,
har det vist seg & vaere vanskeligere & pavise gener som
er involvert i sykdomsutviklingen med denne metoden.
Grunnen er blant annet at mange av genene som er in-
volvert i polygene sykdommer hverken er nedvendige
eller tilstrekkelige til & utvikle sykdommen. For en del
polygene sykdommer har imidlertid koblingsstudier
sannsynliggjort at flere genomréder, som hver for seg
gir en moderat sykdomsrisiko, kan vare involvert i
sykdomsutviklingen (2).

For genetisk-epidemiologiske studier er det hoved-
sakelig pasient-kontroll- eller assosiasjons-studier som
vil veere mest hensiktsmessig. Her baserer en seg pa at
det er koblingsulikevekt mellom det undersekte genet
og det sanne sykdomsgenet. Jo tettere to gener sitter,
jo mer sannsynlig er det at alleler pa disse to loci
opptrer sammen i befolkningen. En gkt forekomst av
et bestemt allel i en sykdomsbefolkning betyr derfor at
det enten er det undersegkte allelet som selv bidrar til
sykdomsdisposisjonen eller det er et allel pa et nert
koblet locus som medforer sykdomsdisposisjonen. A
skille disse to mulighetene fra hverandre kan vere
vanskelig.

DET HUMANE GENOMPROSJEKTET

Det humane genomprosjektet (http://ornl.gov/
TechResources/Human Genome/home.html) har na
kartlagt alle menneskets gener i stor detalj. Prosjektet,
som har hatt en tidsramme pad 15 &r, har vert et
samarbeid mellom mange forskningsinstitusjoner over
hele verden gjennom den humane genom organisasjo-
nen (HUGO). HUGO har serget for at det er etablert
store offentlig tilgjengelige databaser over genmar-
kerer (Sequence Tagged Site (STS)), uttrykte gener
(Expressed Sequence Tag (EST)) og mye annen nyttig
informasjon om genomet. Det er utviklet mye ny tek-
nologi for effektiv analyse av gener og gensekvenser.
Det endelige sluttresultatet av prosjektet vil vaere
hele baserekkefalgen i det menneskelige genomet, ca.
3 milliarder baser. I februar 2001 ble et nesten ferdig
utkast til det menneskelige genomet publisert (1). Det-
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te betyr at det ikke lenger vil veere nedvendig & arbeide
i arevis for & kartlegge og sekvensere et genomrade
man er interessert i. Hvis man leter etter gener som
bidrar til en sykdomstilstand, og har identifisert et
aktuelt genomrade ved hjelp av koblingsanalyser eller
assosiasjonsstudier, kan en né «sla opp» i genomet, og
fa oversikt over hvilke gener som finnes i det gen-
omradet man har mistanke om kan vere assosiert med
sykdommen. En god inngangsport for & bla igjennom
genomet er "Genome browser” (www.genome.ucsc.
edu) som kobler sammen genom-informasjon fra ulike
databaser pa en lett tilgjengelig og oversiktlig méte.

Selv om genomsekvensen na er kjent, gjenstar det
fortsatt mye arbeid for & forstd hvordan genene bidrar
til en sykdom eller tilstand, hvordan genene er regulert
og hvordan de samarbeider seg i mellom. Genom-
prosjektet undersgker bare DNA sekvensen til et
individ, eller rettere sagt, hver enkelt del av genomet
blir i prinsippet bare undersekt hos en person. En
viktig utfordring i tiden framover er derfor & kartlegge
genetisk variasjon i ulike befolkninger (3).

MOLEKYLZARGENETIKK

Vi kan undersgke en persons gener med enkle meto-
der, forutsetningen er at vi har tilgang til DNA fra
personen og at genene viser variasjon. Aktuelle prove-
materialer for DNA-isolering og metoder for genana-
lyse vil bli omtalt under.

Provematerialer for DNA-analyse

DNA kan ekstraheres fra alle kjerneholdige celler i
kroppen. Nér genetisk-epidemiologiske prosjekter
planlegges, er det nedvendig & ha en gjennomtenkt
plan for hvordan DNA skal samles inn, tas vare pa og
brukes i forbindelse med prosjektet. Den vanligste
maten & samle prover til genetiske analyser er 4 be om
4 fa en blodprove fra personene som skal inngd i
undersgkelsen. En blodpreve pd 10 ml vil normalt gi
ca. 100-150 pg DNA. Dette er nok til under optimale
forhold & utfere i sterrelsesorden 5-10 000 genanaly-
ser. Det betyr med andre ord at det kan gjores et stort,
men likevel begrenset, antall genanalyser fra en enkelt
blodpreve.

For store befolkningsundersekelser kan det vare
upraktisk 4 samle inn blodprever. Da kan preover fra
munnslimhinne pa bomullspinner vaere et godt alterna-
tiv. Denne proven kan forsekspersonen ta selv ved &
stryke en tilsendt bomullspinne langs munnhulen og
deretter putte pinnen i et passende reagensror. Utbyttet
av DNA fra slike prover, ma en imidlertid regne med
er betydelig mindre enn fra blodpraver.

Vevspraver er en alternativ kilde til DNA, som kan
vare aktuelt i noen sammenhenger. Hvis vevsproven
er oppbevart som ferskt vev, uten konserveringsmidler,
vil det vere enkelt & isolere DNA fra preoven. Hvis
vevet er fiksert, slik det ofte vil vare i patologisk-
anatomiske arkivmaterialer, kan det derimot by pa
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store problemer a isolere tilstrekkelig DNA av god
kvalitet. Grunnen til dette er at fikseringsmidlene som
er benyttet pa ulike méater kan ha edelagt DNA-
molekylene slik at de ikke lenger kan analyseres.

Hva slags genetisk variasjon kan enkelt types?

Det finnes flere former for DNA-polymorfi, som er
mer eller mindre godt egnet for store genetisk-epide-
miologiske undersgkelser. Den enkleste og hyppigste
formen for DNA-polymorfi er enkeltbase-forandringer
(single nucleotide polymorphism eller SNP) (figur 2a).
SNP kan vare enten alternative baser pad samme sted i
genomet, eller tap eller tilskudd (delesjon eller
insersjon) av en eller noen fa baser pé et bestemt sted i
genomet. Gjennomsnittlig finnes det en SNP per 1000
baser i genomet (4), det vil si at menneskets genom
innholder 1,42 millioner singel nukleotid polymorfis-
mer (5). Siden de fleste gener spenner over flere tusen
baser, vil det i hvert enkelt gen finnes flere SNP. Det
er derfor knyttet store forhdpninger til bruk av slike
SNP i studiet av komplekse genetiske egenskaper (6),
og databanker over SNP er opprettet (7).

A
5'-GGATTCGCA-3"

5’ -GGATACGCA-3’

5" -GGATATATTCGCA-3'

5’ -GGATATATATATTCGCA-3 '

Figur 2. A: Eksempel pé enkelt base polymorfi. Den av-
vikende basen i sekvensparet er understreket. B: Eksem-
pel pé variabel lengde polymorfi. Den repeterende
sekvensen AT er understreket. De to sekvensene atskiller
seg med to repetisjoner av AT.

Variabel lengde polymorfi (VNTR) er en annen
form for polymorfi som det finnes relativt mye av i
genomet, og som det er enkelt & type for. VNTR er en
repetert DNA-sekvens som forekommer i et ulikt
antall repetisjoner (figur 2b). Det er mest aktuelt & type
for VNTR loci med korte strekk (50-100 baser) av to
til fem-seks basers repetisjoner.

Polymerase kjedereaksjonen

Det er mulig & mangfoldiggjere et bestemt genomrade
mange ganger i lapet av et par timer ved hjelp av en
metode som kalles PCR, polymerase kjedereaksjonen
(figur 3a). Denne teknikken var et stort framskritt da
den ble introdusert pa slutten av 80-tallet. Utviklingen
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av metoden ble belgnnet med Nobelprisen i medisin i
1993 (8). Ved hjelp av PCR-metoden kan ethvert kjent
gen undersgkes enkelt og billig. Forelopig er det i liten
grad utviklet effektiv teknologi for & underseke DNA-
variasjon uten 4 gd veien om mangfoldiggjering av
bestemte genomrader. PCR-produkter pavises enkelt
ved & farge med stoffer som binder seg til DNA (for
eksempel etidiumbromid) og separere produktet i en
agarosegel ved hjelp av elektroforese. Vandringen av
DNA-molekyler i en gel-elektroforese er proporsjonal
med lengden av DNA-molekylet. PCR-produktet inne-
holder hovedsakelig DNA av en bestemt lengde, og vil
derfor sees som et distinkt DNA-band i gelen etter
elektroforese (figur 3b).

A

95°C, 15 sek

0,
729G, 1 mi} 55°C, 30 sek

LEmmEes e

oligonukleotid (primer)
enkelttradet DNA
nysyntetisert DNA

—  dobbelttradet DNA

M12345678

B

615 bpy
123 bpy

Figur 3. A: Skjematisk framstilling av PCR-reaksjonen. Re-
aksjonen er tegnet syklisk for a fa fram at de samme tre
hendelsene gjentar seg 30-40 ganger i lopet av reaksjonen.
Dobbelttradig DNA smeltes eller denatureres i enkelttradig
DNA ved 95 °C. Temperaturen senkes til 55 °C slik at
enkelttradige korte syntetiske primere kan binde seg til hver
sin DNA-trad, i hver sin ende av det omrddet som skal
mangfoldiggjeres. Temperaturen heves igjen til 72 °C der det
varmestabile enzymet Taq polymerase, som lager en ny
DNA-trad med identisk men motsatt sekvens av templatet, er
mest aktivt. Det nylagete DNA samt det opprinnelige DNA
smeltes pa nytt, og reaksjonen gjentas.

B: Pavisning av PCR-produkter i en agarose gel elektrofore-
se. DNA av lik lengde vandrer like langt i et elektrisk felt. Et
fargestoff som binder DNA benyttes for & synliggjere DNA i
gelen. En DNA-stige benyttes som marker for & anslé leng-
den pa PCR-produktene. Eksempelet viser resultatet av en
HLA-typings reaksjon med allel-spesifikke primere. Posisjon
4 og 8 har to band, som uttrykk for en positiv reaksjon. De
ovrige posisjonene har bare ett kontrollband, som uttrykk for
at PCR-reaksjonen har veaert vellykket.
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Polymorfi i et genomrade kan pévises direkte ved hjelp
av PCR-reaksjonen ved at denne lages slik at bare be-
stemte genvarianter mangfoldiggjeres. Like aktuelt er
det & lage PCR-reaksjonen slik at alle aktuelle varian-
ter mangfoldiggjares, for deretter & pavises enkeltvis.
Dette kan gjeres pa mange mater. Noen av disse vil bli
omtalt i det falgende. En god oversikt over aktuelle
metoder er ogsa gitt av Ellsworth og Manolio (9).

SSO-probing

En mye benyttet teknikk baserer seg pa bruk av korte
sekvensspesifikke enkelttradet DNA, sdkalte oligo-
nukleotidprober eller SSO. Hver enkelt probe binder
seg bare til en bestemt genvariant i PCR-produktet
som skal undersokes. Fordi probene er merket, er det
mulig & registrere hvilke genvarianter som er til stede
eller ikke (figur 4). Probing med syntetiske DNA-
trader kan ogsa skje ved at probene sitter fast pa en
membran, og PCR-produktet som skal undersgkes er
merket og i lesning fri til & binde seg til prober med
identisk sekvens. Dette kalles revers SSO-probing.

A Resultat
A -
B @ / +
B Resultat
5 -TCGCABATTCG-3'
A RENISENEE] =
3 -CCTAAGCGGTAAGCTCGG-5'
5" -TCGCRATTCG-3'
% S TTILLLLI T +
3 -CCTARAGCGTTAAGCTCGG-5"
&
Probe
A B Resultat
DNA-1 o —- +/+
DNA-2 | ecssd A

Figur 4. A: Skjematisk framstilling av oligonukleotid pro-
bing. Prober og DNA er framstilt som streker. Enkeltbase-
forskjell er framstilt som trekant. Den radioaktivt merkete
proben binder seg bedre til den ene enn til den andre DNA-
sekvensen, og dette kan avleses som et positivt signal. B:
Som A, med proben og DNA-sekvensen skrevet med base-
symboler. C: Resultat av et probeforsek. DNA-1 reagerer
med bade probe A og B, mens DNA-2 bare reagerer med
probe A.
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En alternativ variant av revers SSO-probing er a
feste eller syntetisere spesifikke prober i bestemte po-
sisjoner pa en liten fast overflate. Slike mikrochips kan
undersgke genvariasjon i mange gener pa en gang i en
sékalt microarray-analyse (4). SSO-probing ved hjelp
av chips-teknologi tilfredsstiller kravet til at metoden
skal veere automatiserbar.

SNP kan ogsa pavises med andre metoder, som for
eksempel restriksjonsenzym fordeyelse (kalt restrik-
sjons fragment lengde polymorfi (RFLP) analyse).
Restriksjonsenzymer er enzymer som binder seg spesi-
fikt til bestemte korte sekvensmotiver og kutter DNA-
trdden i dette omradet. Gjenkjennelsessekvensene er
ofte palindrome sekvenser (det vil si de leses likt enten
en leser den ene eller den andre av DNA-trddene), men
ikke nedvendigvis. For & kunne type ved hjelp av res-
triksjonsenzymer er det en forutsetning at SNP ligger i
gjenkjennelsesstedet for et restriksjonsenzym, slik at
det ene av allelene blir kuttet pd dette stedet av det be-
stemte restriksjonsenzymet mens det andre allelet ikke
blir kuttet. Denne metoden egner seg best for smé-
skalert typing. RFLP-basert genotyping var forevrig
den forste form for DNA-typing som ble etablert.

Variabel lengde analyse

VNTR polymorfi kan undersekes enkelt ved & ampli-
fisere det variable lengde-omriddet med et primersett
der den ene primeren er merket med et fluorescerende
molekyl. PCR-produktene separeres i en acrylamidgel
i et elektrisk felt, og signalet fra den merkete primeren
fanges opp av en scanner pa et bestemt sted i gelen.
Ved & velge PCR-primere som gir produkter med ulike
lengder og ogsé velge ulike fluorokromer til & merke
produktene, er det mulig & underseke 10-15 loci i et og
samme spor i en og samme gel (figur 5). Denne meto-
den er derfor ganske effektiv og har vert benyttet til &
gjore genomvide koblingsundersgkelser av polygene
sykdommer.

DNA nummer
12345678

DNA-2

Figur 5. Automatisk typing av VNTR-polymorfi ved hjelp
av automatisk gelelektroforese fluorescens scanning. Prove
1-8 representerer PCR-produkter som inneholder en variabel
lengde polymorfi. Sammen med preven er kjort en intern
lengde standard, for & kunne sammenlikne prevene innbyr-
des. Prove 2 har to alleler, allel 1 pa 180 og allel 3 pa 184
basepar. For & analysere gelbildet benyttes et software som
framstiller resultatet fra prave 2 som vist til heyre i figuren.
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Sekvensering

Den mest direkte méten 4 underseke DNA-polymorfi
pd er & bestemme sekvensen til det aktuelle gen-
fragmentet. Dette gjores ved sékalt sekvensering, som
vanligvis baserer seg pa bruk av en enzymatisk DNA-
polymeriseringsreaksjon. Man benytter en primer som
binder seg til sekvensen som skal undersgkes sammen
med en blanding av de fire normale basene og fire
defekte baser merket med fire ulike farger. Nar DNA-
polymerasen inkorporerer en defekt base i den nye
DNA-traden, stopper syntesen opp. En sekvenserings-
reaksjon resulterer derfor i en blanding av DNA-trader
av ulik lengde. Nér sekvenseringsproduktet separeres i
en acrylamidgel, vil det resultere i en stige, med en
bases forskjell mellom "trinnene". Ved a lese av
hvilken farge hvert av "trinnene" i stigen har, kan en
bestemme hvilken sekvens det opprinnelige DNA-
fragmentet har (figur 6). Denne metoden kan benyttes
til smaskalert typing, men egner seg ikke for genetisk-
epidemiologiske undersekelser. For & pévise hittil u-
kjente polymorfier er det imidlertid fortsatt nedvendig
& sekvensere samme gen fra et visst antall personer.

Individuell genomtyping

Det er forelopig begrenset hvor mange genanalyser det
er mulig & utfore pd DNA isolert fra en enkelt blod-
prove. I framtiden vil det imidlertid sannsynligvis bli
mulig & gjore en global gentest slik at en pa noen timer
i en liten blodpreve kan gjeore et helt "humant genom-
prosjekt" pé individniva. Individer kan da testes en
gang for alle, og vil kunne bare med seg sitt individu-
elle genom i en liten databrikke. Da vil ogsé tilgangen
pa tilstrekkelig DNA av god kvalitet ikke lenger vare
den samme begrensende faktoren ved genetisk epide-
miologiske studier slik det er i dag. Utfordringen vil da
heller veere & handtere de store datamengdene og se
relevante menstre i genprofilene til de undersekte indi-
videne.

GENOMVID ASSOSIASJONS-SCREENING

For komplekse sykdommer, der flere gener er invol-
vert i tilegg til miljefaktorer, har genomvide koblings-
undersekelser ikke klart & peke ut med sikkerhet hvilke
genomrader som er involvert. Man har derfor ensket &
benytte styrken til assosiasjonsmetoden (pasient-
kontroll-studier) i genomvid screening. Fordi hver
marker i en assosiasjonsstudie tester et kortere gen-
omréde (ca. 1 centiMorgan (cM') avhengig av grad av
koblingsulikevekt) enn en marker i en koblingsstudie
(ca. 12 cM), er det nadvendig & bruke langt flere mar-
kerer i en genomvid assosiasjons-screening. Mens

' ¢M brukes som malenhet pa avstand mellom gener. Det til-
svarer gjennomsnittlig 1x10° baser (1 Mb), og er et uttrykk
for hvor sannsynlig det er at det skal skje en rekombinasjon
mellom to gener i kjennscelledelingen. 1 ¢cM betyr at denne
sannsynligheten er 0,01, det vil si at det i 1% av alle meioser
vil skje en overkrysning mellom de to genene.
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koblingsstudiene vanligvis benytter 300-400 markerer
for & dekke genomet, md en genomvid assosiasjons-
studie benytte flere tusen markerer. Det har derfor
vert tilnermet praktisk umulig for en enkelt forsk-
ningsgruppe 4 utfore genomvid assosiasjons-screening,
inntil pooling av DNA ble en anerkjent metode (10).
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Figur 6. A: Resultat av manuell sekvensering. Det be-
nyttes bare en type merking pa de defekte basene som
inngar i reaksjonen, og hver base mé derfor analyseres
separat. De fire analysene separeres ved siden av hver-
andre ved hjelp av elektroforese. Resultatet blir en stige,
der hvert enkelt trinn representerer en enkelt base. Ved a
folge stigen fra bunn til topp, kan sekvenseringsresultatet
tolkes, som angitt til heyre for gelbildet.

B: Resultat av automatisk sekvensering. De fire basene
analyseres samtidig i samme prove. Dette gjores ved a
benytte fire ulike fargemerkinger til de fire defekte ba-
sene. Proven separeres og analyseres ved hjelp av auto-
matisk gelelektroforese fluorescens scanning. Et datapro-
gram analyserer sekvensen, og framstiller den som vist i
figuren, bade med bokstaver og med "topper" som
representerer radataene som sekvensen er laget utifra.

DNA pooling

Bruk av sammenslatte DNA-prover i screening for
sykdomsdisponerende gener er en effektiv snarvei til &
samle store mengder genetisk informasjon fra mange
individer med lav kostnad per testet individ. Ved “’poo-
ling” av DNA slér man sammen lik mengde av DNA
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fra pasientgruppen til én preove, og samme mengde
DNA fra kontrollene til en annen preve. Dersom
malingen av DNA-konsentrasjonen er gjort ngyaktig,
vil differansen i allelfrekvens mellom pasientgruppen
og kontrollgruppen for en bestemt marker kunne av-
leses direkte ved analyse av denne markeren i en
sekvenseringsmaskin. Man far frem et "allele image
pattern" (AIP), der hver topp angir et observert allel,
mens hegyden pd en topp angir frekvensen av dette
allelet. Differansen i heyde mellom en topp (et allel) i
pasient-poolen og den tilsvarende toppen i kontroll-
poolen, gir direkte utrykk for forskjellen i allelfrekvens
mellom pasienter og kontroller (figur 7).

Pooling-strategien gir ikke kunnskap om individu-
elle genotyper eller haplotyper, men kan pavise
forskjeller i allelfrekvens mellom pasient- og kontroll-
gruppen, som jo er det vi er ute etter i en screening.
Metoden frigjer kapasitet til & type mange markerer,
noe som muliggjer en genomvid assosiasjonsscreening
med begrensede ressurser.

i Ll

Figur 7. Resultat av genotyping i sammenslatt DNA (ovre
del av figuren) og genotyping i enkeltprover (diagrammet i
nedre del av figuren). Marke seyler tilsvarer allelfrekven-
sen ved individuell typing av prevene som inngar i den
overste kurven, mens lyse sayler tilsvarer allelfrekvensen
ved individuell typing av prevene som inngar i den neder-
ste kurven. Et allel som viser avvik mellom de to sammen-
slatte DNA-provene er angitt med pil. De sammenslatte
DNA-prevene inneholder hver DNA fra ca. 200 prover.

GAMES — en genomvid assosiasjonsscreening av
multippel sklerose i Europa

Multippel sklerose (MS) er en inflammatorisk sykdom
i sentralnervesystemet, som rammer unge mennesker,
og som ofte forer til invaliditet i ung alder. Arsaken til
sykdommen er ikke kjent, men man har holdepunkter
for at flere gener, samt en eller flere ukjente miljo-
faktorer, sammen bidrar til sykdommen. Sykdommen
er hyppigst i den kaukasiske befolkningen, der HLA
haplotypen HLA DR2,DQ6, er de eneste genene som
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er pavist & vaere sikkert assosiert med sykdommen. MS
er en kompleks genetisk sykdom, og man seker etter
flere gener som er av betydning i sykdomsutviklingen.

Koblingsstudier har heller ikke ved MS klart &
peke ut med sikkerhet hvilke andre genomréder som er
involvert. Verdens sterste genomvide assosiasjons-
screening pa en kompleks sykdom foregdr nd med
bruk av sammenslidtt DNA fra MS-pasienter og
kontroller fra hele Europa. Studien kalles GAMES
”Genetic Analysis of Multiple Sclerosis in Europe-
anS”, og ledes av Dr. Sawcer og Professor Compston i
Cambridge i England. I GAMES har 20 europeiske
forskningsgrupper gatt sammen om & genotype nasjo-
nale materialer av sammenslatt DNA fra MS-pasienter
og kontroller med 6000 VNTR-markerer. Norge bidrar
til studien i samarbeid med forskningsgrupper i
Danmark og Sverige (Harbo et al., manuskript under
arbeid).

I GAMES har man valgt & type VNTR-markerer
fremfor SNPs fordi oversikten over VNTR-markerer
inntil nd har vert bedre enn for SNPs. Markerene i
GAMES dekker hele genomet med ca. 0,5 cM avstand.
Hver gruppe vil gjere sin screening med de samme
6000 markerene i to stadier, der to ulike grupper av ca.
200 MS pasienter og 200 kontroller vil bli genotypet i
hver screening. I et tredje stadium har man planlagt &
genotype flere VNTR-markerer eller SNP pé indivi-
duelle prover.

Alle forskningsgruppene som deltar i GAMES for-
plikter seg til & stille sine data til disposisjon for en
endelig meta-analyse. Denne planlegges & vaere ferdig
vinteren 2003. Ved 4 sammenligne dataene fra de ulike
europeiske populasjonene, haper man & kunne identifi-
sere de genomrédene som er av betydning for utvikling
av MS i den europeiske befolkningen. Videre studier
kan deretter rettes mot disse genomradene. N& som
genomsekvensen er tilgjengelig, vil det vere betydelig
mye enklere enn tidligere & lete etter kandidatgener i
de sykdomsassosierte genomrddene (se ogsa
http://www.mrc-bsu.cam.ac.uk/MSgenetics/ GAMES/).

MOLEKYLZAZRGENETISKE FRAMTIDSPER-
SPEKTIVER I GENETISK EPIDEMIOLOGI

Det er na en sterk internasjonal interesse bade blant
forskere og investorer for genetisk-epidemiologiske
undersogkelser. I og med genomprosjektets avslutning,
er det forst og fremst tilgang pa gode, store og vel-
karakteriserte pasientmaterialer som er en begrensende
faktor for & gjore slike studier. Det er hap om at slike
studier vil gi informasjon av betydning for & utvikle
nye medisiner og behandlingsformer for sykdommer
som det i dag ikke er mulig & helbrede.

En annen begrensende faktor for store genetisk-
epidemiologiske studier er mangelen pa molekyler-
genetisk metodikk som tillater screening for et stort
antall genvarianter i et stort antall prever, med et lite
forbruk av DNA-materiale. Vi har i denne oversikts-
artikkelen nevnt SNP-typing ved hjelp av mikrochips
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som en lovende mulighet. En annen mulighet er bruk
av sammenslatte DNA-prover fra homogene popula-
sjoner av pasienter og kontroller. I framtiden vil det
sannsynligvis eksistere metoder som tillater & under-
soke individuelle genom pa kort tid. Kanskje vil alle
som kommer i kontakt med helsevesenet fa etablert sitt
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individuelle genom, og fa det lastet inn i sitt identi-
tetskort. Dette vil gjore ytterligere molekylergenetisk
testing av enkeltindivider overfledig, men vil stille
genetikere og epidemiologer overfor nye utfordringer
sével etisk som vitenskapelig knyttet til innsamling og

héndtering av genetisk informasjon.
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