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Sammandrag

Genteknik ar ett vetenskapsfalt som &r under sggiddandring. Mojligheterna att andra
organismers DNA har 6ppnat dorrar for sjukdomsfoirsg och 6kat forstaelsen for
manniskokroppen och alla dess processer. Idag fiarssolika tillvagagangssatt for att skapa
transgena daggdjur. Det mest anvanda ar pronuklgg@oinjektion, en metod som trots flera
ars anvandning och utveckling ar valdigt ineffeldh tidskravande. Andra metoder, som
koénscellsmedierad genéverforing har flera fordeidren jamforelse. Vid metoden
gentargeting anvands pluripotenta stamceller sammgéifierats och sedan satts in i ett
vaxande embryo, en metod som ar enkel att genomférager fa transgena avkommor i
verkligheten. Denna litteraturstudie jamfor olilkkniker for genmodifiering med avseende pa
utférandets svarighetsgrad och dess effektivitet Byéte pa andelen lyckade
genmanipulationer per forsok. Slutsatsen blev adrddare teknikerna ofta ar mer effektiva,
men specificiteten for vilka gener som ska mod#geiren organism kraver mer forarbete i
form av skapandet av specifika plasmider, transparsmrusvektorer och nukleaser. Det
kravs stor kunskap om genen som ska modifieraatf@nskade resultat ska uppnas samtidigt
som antalet lyckade forsék maximeras. Teknikerma fions idag fokuserar antingen pa
specificitet eller pa effektivitet och utmaningéir framtiden ar att utveckla tekniker som har
bada fordelarna.

Introduktion

Genuttryck och mutationer har sedan Mendels tiggserat manniskan. Férmagan att
effektivisera avel och skynda pa det naturliga letaar gjort mycket for var utveckling och
var levnadsstandard. Den allra forsta genteknilervéra forfader som avlade pa djur och
véaxter med tilltalande egenskaper och pa sa viss&l@avkomma med samma egenskaper
(Brandén 2011). | modern tid har vi insett att eniohen kan snabbas pa ytterligare med
hjalp av laboratorieteknik och vi kan till och meestdmma vilka gener som ska uttryckas.
Numera finns det oandliga mojligheter att utvedklstaelse for manniskokroppen och dess
sjukdomar genom att studera genuttrycket hos ahtygdjur (Nguyen & Xu 2008). Med
dagens teknik kan vi skapa djurmodeller for altzkiara manskliga sjukdomar, dessutom har
nya mojligheter 6ppnats for effektivare djuravekdrhogre avkastning och djur med 6nskade
egenskaper som resultat (Miao 2013).

Ar 1967 kom en artikel skriven av Schlager och Béakm mutationsfrekvens hos méss. De
hade under tre ars tid avlat och undersokt fenobgppa 3,5 miljoner moss. Mutationerna
uppstod genom aktiv inavel av mossen for att homotar for muterade alleler skulle synas
(Schlager & Dickie 1967). Forfarandet var tidskndgia och ineffektivt, utav de 3,5 miljoner
maossen identifierades att 1193 moéss var muteradetotat 146 olika mutationer (Schlager
& Dickie 1967). Darfor utvecklades snart fler tekari for att effektivare skapa intressanta
mutationer. Pa 1970-talet lyckades forskaren Jakritt injicera virus in i en muszygot och
kunde sedan se virus-DNA uttryckas hos avkommaen{dehet al. 1975). Detta var starten
for utvecklingen av genteknik pa daggdijur. Liknamsteeriment hade redan gjorts pa
invertebrater som rundmask@aenorhabditis elegandananflugamrosophila melangaster
och jasterBaccharomyces cerevisjaaen det var ett stort genombrott att samma sallkun
goras pa daggdiur.



Gentekniken har avancerat sedan 1975 och idag flem@smetoder att skapa transgena
organismer. Exempel ar: pronuklear mikroinjekti@ofdon et al. 1980), muterande amnen
(Russel & Montgomery 1982), spermie-medierad gerféviag baden vitro (Lavitranoetal.
1989) ochin vivo (Brackettet al. 1971), genmodifierade aggceller (Carballatial. 2000)

och gentargeting (Evans & Kaufman 1981). | denrersiktsartikel kommer dessa
tillvagagangssatt beskrivas och sedan féljer erigéande diskussion om for- och nackdelar
med teknikerna med avseende pa effektivitet ochigivétsgrad.

Transgena djur

Idag har forskare tagit fram flertalet transgenggdiur for olika syften. Det handlar framst
om moéss som modeller for manskliga genom vid sjuksforskning (Nguyen & Xu 2008).
Men aven daggdijur for effektivare livsmedelsprodtuki bade ekonomiska och ekologiska
hanseenden har skapats. Transgena djur gar otksdvahda som bioreaktorer. Det kan
handla om en get eller ko som producerar 6nskaateiper i sin mjolk, blod eller urin
(Houdebine 1994). Manniskan kan sedan anvandaipeot& till lakemedelsframstallning
eller som ett tillskott direkt i mjélken. Ett annatempel pa bioreaktorer ar transgena djur
som anvands for xenotransplantation, det vill stganan anvander deras organ for
transplantation till mé&nniskor. Detta har inte vambjligt tidigare eftersom manniskans kropp
stoter bort de frammande cellerna. Men med gentetam djurets celler bli kompatibla med
manniskans (Ramsoondeatral. 2003). Detta har lyckats med till exempel
insulinproducerande langerhanska 6ar till patiemted diabetes (Morner 2006). For en battre
forstaelse for hur de olika genteknikerna gakbtinmer nu en kort beskrivning av
modellorganismen som nastan uteslutande anvéusai artiklar - Musen.

Embryologi hos mus

Musen &r det djur som framst anvands som modelosganar det kommer till gentekniken.
Detta eftersom maoss har kort livscykel, ar latthatera och avla samt att dess DNA liknar
manniskans bade fysiologiskt och genetiskt (varMdeydenet al. 2002).

Studier har gjorts for att bestamma hur forskarekskana fa ut ett s stort antal oocyter fran
en aggstock som mojligt, eftersom en effektiv d@reliktig for experimentens framgang.
Numera finns narmast standardiserade doser av Imosoma ger mossen forhojd agglossning
(Belizarioet al 2012). Exempel pa hormon &r gonadotropin (PMS3@) stvinns fran
livmodern pa draktiga hastar eller follikelstim#ade hormon (FSH) foljt av en dos
luteiniserande hormon (LH) eller humant koriongortemjgin (hCG) som gor att oocyterna far
langre hallbarhet och battre kvalité eftersom horenoa framkallar en draktighetsreaktion
hos mossen. Produktiviteten ar en av nycklarnattiframgangsrikt experiment eftersom
forskarna behover embryon till bade sjalva studieimsom kontroller (Belizariet al. 2012).

Att skapa plasmider med dnskat DNA

Innan man ens kan borja tanka pa att avla transgéisa s& maste man ha en klar bild av
vilken gen det ar man vill studera. De mest anvéaitien att studera en gen &r att stanga av
den eller att mutera den och sedan se vilken effeblir pa fenotypen. For att mutera en
specifik gen maste genen bytas ut mot en som aifierad pa onskat satt. Forskaren maste
da klippa ut DNA som kodar for just den 6nskadeegeoch amplifiera den med hjalp av
polymeraskedjereaktion (PCR, fran eng. PolymerasgrCReaction).



PCR

PCR ar en metod dar primers och DNA polymerasititéstill den 6énskade DNA-sekvensen,
som forst hettats upp s& DNA-helixens strangadekat pa sig. Primers sétter sig pa andarna
av DNA-sekvensen och polymeraset borjar replikaekekstrangen mellan dem. Reaktionen
ar exponentiell och pa sa vis far man pa korttidassmangder av den dnskade DNA-
sekvensen (NCBI 2013).

DNA-sekvensen kan sedan goras till en plasmidatitisians med allt den behdver for att
uttryckas, sasom transkriptions-origin, stoppkodsmch 3’ otranslaterade regioner, en
eventuell rapportgen samt en polyadenylerings¢bitgur 1: Belizéricet al. 2012). Ett &nnu
enklare satt ar att ta en plasmid fran en baktkljga den med restriktionsenzymer och lata
sin DNA-sekvens séttas ihop med de 6ppna andarpiagdiden. Den atertar da sin cirkulara
form. Det gar att fa tag pa manga olika plasmidenkersiellt, sa forskarna behdéver bara
skapa egna plasmider fran grunden i specialfall étial. 1998). Plasmiden kan sedan
mikroinjiceras i celler dar det 6nskade DNAt sed#nycks sjalvstandigt utan att
inkorporeras i cellens egna DNA, eller sa sker hagoékombination s& den nya genen blir
en del av kromosomen.

Origin DNA-sekvens  Rapportgen Stopp

Plasmid

Figur 1. Linjara DNA-fragment kopplar garna ihop andarich ekapar ett cirkulart DNA, en sa kallad plasmid.
| plasmider som anvands for genmodifiering behéasskriptions- och translationsfaktorer sasom gfiro for
translation och ett stopp.

Anvéandning av rapportgener

Nar en ny gen introduceras i en organism sa vekéwen oftast inte om genen faktiskt har
integrerats i dess kromosom och uttrycks som denEtkaatt att fa bevis for att genen
faktiskt ar aktiv ar att satta inop den dnskadeegemed en rapportgen (eng. reporter gene).
Rapportgenen har ett uttryck som &r latt att idieméi och nar rapportgenen uttrycks innebar
det att &ven den 6nskade genen uttrycks i gendimempel pa rapportgener
galaktosidas frai.coli (lacZ) som ger upphov till bla kolonier nar cefiarodlas i medium
som innehaller laktos, gront flourescensproteinRiEller eldflugans protein luciferas som
bada fargar cellen nar de uttrycks (Beliz&ial. 2012).



Tekniker for att skapa genmodifierade daggdjur

Pronuklear mikroinjektion

Mikroinjektion anvands for att injicera en liten ngjil vatska innehallandes till exempel DNA
in i en cell. Detta gérs med en tunn glaskapilldder mikroskop (Nationalencyklopedin
2013). Pronuklear innebér att injektionen skerldine i cellkéarnan. Mikroinjektionen gors
med stadig hand och kraver tdlamod (Wall 2001).

Historia

Foregangaren till pronuklear mikroinjektion varétus-DNA mikroinjicerades direkt in i en
zygot (Jaenisch & Mintz 1974). Forsoket gick utgpéen zygot tas ut fran livmodern pa i det
har fallet en mus, sedan mikroinjicerades virus-Dikéh Simian virus 40 (SV40). SV40 ar
ett virus som kan orsaka tumarer, men som ocksdidga latent i cellerna utan att uttryckas.

SV40-DNAt var radioaktivt markt mefP. Av 80 mikroinjicerade muszygoter foddes 30
stycken. Nar de var ett ar gamla undersoktes DISA fferas lever, njurar och hjarna.
Jaenisch och Mintz kunde konstantera att cellernaholl virus-DNA. Dock gick det inte att
pavisa om virus-DNA faktiskt var integrerat i méas eget DNA. Det kunde lika garna varit
vektorer inuti cellen som gav utslaget. Ingen avseadick heller nagra tumorer av viruset,
nagot som kunde bero pa att de inte fatt levaitkKligt lange for att utveckla nagra, men
ocksa kunde tyda pa att virus-DNAt inte var fulltegrerat (Jaenisch & Mintz 1974).

Jaenisch gjorde ett nytt forsok 1975 dar han miljimerade 29 musembryon med Moloney
murine leukemivirus (M-MuLV). Av de 15 moéss som degde till foédseln utvecklade en
leukemi efter 8 veckor, vilket sags som ett bedisatt virus-DNAt inkorporerats i vardens

eget DNA (Jaenischt al. 1975). Dock fanns problemet att nar DNA injicemadei en zygot,
som bestar av ett litet antal celler, sa finnsrig&tatt bara en/ett par av cellerna tar upp det
frammande DNAt. Det ar da endast de celler sonekadé utifran just den cellen som far det
nya uttrycket. Detta kallas for genetisk mosaik géhdet svarare att bestamma om nytt

DNA faktiskt finns i vavnaderna. Jaenisehal. grundade med denna studie underlag for bade
mikroinjektion i embryon och anvandandet av lemtigj i detta fall M-MuLV (Park 2007).

Svaérigheterna med datidens metod ligger bland d@ratazygoterna inte klarar sig mer an ett
par dagar utanfor livmodern. Aven om de odlas vgiomed ungefar samma temperatur och
naringstillgang som i livmodern avstannar celldefygn. Efter ett par dagar behover zygoten
inplanteras i en surrogathona for att 6verleva (CH209). Ett annat problem med de férsta
forsbken var att det genetiska materialet som ipd@rades i zygoten var icke-specifikt
(Smithieset al. 1985). Datidens teknik tillat inte forskaren atljaat vilka sekvenser som
skulle 6verforas till cellen (Brinsteat al. 1985).

Pronuklear mikroinjektion

Anvéandandet av pronukledr mikroinjektion ar derstddch mest anvéanda tekniken for att
skapa transgena daggdjur (Lavitratial. 1989). Tekniken beskrevs forst av Goraral
1980. De forfinade Jaenisch och Mintzs teknik gemdingOra injiceringen direkt in i det
nyligen befruktade aggets karna, det vill saga pktméut. Med detta tillvagagangssatt skulle
samtliga celler i den bildande zygoten fa en upgpsig av de injicerade generna och péa sa
satt undvika mosaikismen (Gordenal. 1980). De beskrev tekniken som anvandbar for att
studera genetiska problem under utvecklingsfaseetidester, studera genreglering samt
undersoka vilken roll nya genprodukter kunde spetaorganism. De uppskattade att
tekniken skulle vara anvandbar pa samtliga dagg&apporten papekar ocksa mojligheten
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att anvanda gentransformerade djur till avel, déomman skulle fA samma genotyp. Man
skulle enligt Gordoret al. kunna avla fram manga transgena djur med endagaemmoder
som utgangspunkt (Gordat al. 1980). Detta &r nagot som har utvecklats och prsmin
rapporten foreslar anvands metoden idag for afisk@ntransformerade daggdjur med
mojligheten att dverfora genotypen till sin avkomma

For att kunna injicera DNA till cellkarnan mastélsp karnan vara synlig i mikroskopet.
Detta &r oftast inget problem da manga djurarteehagenomskinlig aggcell. Det blev
problem forst nar celler fran boskap sdsom grispth ko skulle mikroinjiceras. Deras celler
ar grumliga och cellkarnan kan inte urskiljas fcdtoplasman. Ar cellen grumlig behéver den
centrifugeras innan injektionen for att tvinga cyammans lipider at sidan sa karnan kan
identifieras (Wallet al. 1985). Gordoret al anvande sig av en rekombinant plasmid
innehallandes DNA fran flera olika virus. Endast &w 78 mdss visade sig ha fatt sitt DNA
rekombinerat med virus-DNA (Gordat al. 1980). Det &r vanligt att cellkarnan spricker nar
vatskan injiceras i den, nagot som forstor forsakdt dodar zygoten (Brinstet al. 1985).
Ocksa har var det ett problem att de befruktader@ggabbt maste in i en surrogathona for att
kunna fortsatta dela sig, nagot som &r ett prolderidag. Fortfarande ar andelen lyckade
mikroinjektioner mycket lag, man réknar med 5-20y&kade injektioner per forsoksserie pa
moss (Le Proviset al. 2010) och mindre an 1 % pa 6vriga daggdjur. Dékféaver denna
metod mycket arbete med manga replikat for atelévanta resultat (Roket al. 2007).

Gendoverforing med koénsceller
Konsceller fran bade honor och hanar kan modifismaan de anvands for befruktning
antingenin vivo (Blanchard & Boekelheide 1997) elliervitro (Lavitranoet al. 1989).

Spermie-medierad gendverforing

Genoverforing dar man anvander hanliga konscedleghar att transgena spermier far
befrukta normala aggceller. Den ursprungliga tet&nikallas spermie-medierad
genoverforing (Niu & Liang 2008). | den enklasteiaaten inkuberas spermierna i medium
som innehaller frammande DNA (Figur 2A) och sed@®mineras en hona med dem. Vid
inkuberingen kan kdnscellerna ta upp ungefar Sokispar DNA fran omgivningen. Dessa
transgena spermier kan aven anvandas till olikdiseringsteknikeiin vitro, till exempel kan
agg inkuberas tillsammans med spermig(bavitranoet al. 1989) eller sa anvands en
intracytoplasmisk injektion av spermierna direkt &gget. For att hjalpa DNA-upptaget kan
spermierna och DNAt inkuberas med hjalparmolekgfegur 2B). Till exempel liposomer
som underlattar upptaget av frammande DNA. Spemaikan ocksa inkuberas tillsammans
med virus-DNA-vektorer och pa sa vis fa nya DNAgirent (Figur 2C: Niu & Liang 2008).

De forsta som anvande metoden med spermie-medier&ierféring var Brackeét al.
1971. De exponerade kaninsperma for SV40-DNA inthefides®H-markt thymidin
(radioaktivt). Sedan inseminerades en fertil kannmghmed sperman. Efter 26 timmar
nackades honan och Brackett och hans team kundgfiel@ att SV40-DNA hade blivit
inkorporerat i fostren (Brackegt al. 1971). Ar 1989 visade Lavitrano och hennes team
samma resultat (Lavitraret al. 1989).

Testikel-medierad gendverféring

DNA kan ocksa injiceras direkt i testiklarna for sppermierna ska fa det inkorporerat. Denna
teknik kallas testikel-medierad gendverforing (Figlr. Blanchard & Boekelheide 1997).
Omogna spermier, spermatogonium, kan skordas tikeksoch sedan inkuberas



tilsammans med DNA-vektorer for att sedan injicatilbaka in i testikeln (Figur 2E) och
sedan anvands hanen for konventionell parning.

Resultaten av dessa studier ledde till stora koets®r. Motstandare menade att om
konsceller inte kunde stanga ute frammande DNAlskidt paverka evolutionen nagot
enormt och borde inte vara mojligt. De senaster@f Bar dock olika studier bevisat att
spermie-medierad gendverfoéring ar mojlig for kripftdChenet al. 2006), fisk (Khoo 2000),
amfibier (Jonak 2000), fagel (Nakanishi & Iritard93) och daggdjur (Lavitranet al. 1989).
Det ar med andra ord numera allméant accepterapatmier gar att manipulera pa detta satt.
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Figur 2. Schematisk bild dver olika metoder fér gendverfgrmed hanliga kénsceller. Spermie-medierad
gentéverforingA: Naket DNA inkuberas med spermier som sedan fegtiir &ggn vitro eller via
intracytoplasmisk spermieinjektion direkt in i &gtifen B: Liposomer kan hjdlpa integrationen av DNA att
inkorporeras med spermiernas DN&. Spermier infekteras med hjélp av virusvekorer. ikebhedierad
gendverforingD: DNA, virusvektorer eller liposomer injiceras diték i testikeln och vanlig parning sket:
Spermatogoniska stamceller skérdas och inkuberdsvingsvektorer. Sedan éverfors de tillbaka tifitteeln
innan parning med en normal hona. Bilden omarbefizd original fran Niu & Liang (2008).

Gendoverforing med honliga konsceller

Honliga konsceller har inte undersokts i lika sttatrackning som hanliga. Det var forst ar
2000 som ett spanskt forskarlag med Carbadallatsepeindersokte majligheterna att fa
aggceller att ta upp frammande DNA (Carballatial. 2000). Deras studie visade att
aggceller som annu inte mognat i aggstocken lattikunfekteras med frammande DNA
inneslutet i en lipidbubbla (Figur 3A). Mogna agliesom lamnat aggstocken var svarare att
infektera da de har ett skyddande yttre lager, paflacida. For att kunna fora in frammande
DNA var de tvungna att férst behandla det mognatgeed en syralésning for att zona
pellucida skulle bli permeabelt for lipidbubblane{Barioet al 2012).

Resultatet av Carbedallas férsok var att omognavagéittare att infektera med frammande
DNA. | samtliga fors6k kunde de konstatera att &aggeeholl nya DNA-fragment. De agg

dar zona pellucida hade blivit manipulerad var doegvarliga att hantera da de kladdade fast
Overallt och risken for att skada aggen var hogli@liadaet al. 2000).
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En senare studie pa honliga konsceller visar attzaéer med att injicera en l16sning med
plasmider innehallandes frammande DNA direkt iggstocken fér att omogna agg skulle ta
upp DNAt (Figur 3B). For att plasmiden skulle kurtaasig igenom cellmembranet behdvdes
en elektroporering av aggstocken forst (Sstal. 2003). Elektroporering innebar att ett svagt
elektriskt falt 1aggs Over cellen och orsakar atepea i cellvaggen tillfalligt 6ppnas sa
plasmiden kan ta sig in.

Ytterligare en studie som stdder resultatet att édgyckan ta upp plasmider som injicerats i
aggstocken har gjorts av Yamgal Da bevisades att de transgena aggcellerna dessaio

ge upphov till transgen avkomma (Yaeigal. 2007). Studien visade dven att det gar att gora
en injektion direkt in i &ggstocken utan att detgréar fosterutvecklingeim vivo. | Yangs

studie anvandes inte elektroporering av aggstockamaa resultatet blev &nda detsamma som
i Satos studie dar elektroporering anvandes.
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av Niu & Liang (2008).




Gentargeting

Vid gentargeting anvands pluripotenta stamcell@n fmbryon som mottagarcell for det
inkommande DNAt (Evans & Kaufman 1981). Malet meditargeting ar att skapa
organismer med specifika mutationer och transgénadeller (Capecchi 1989a). Nar
mottagarkromosomen har runt 5 kilobaspar gemensadtdet inkommande DNA-
fragmentet sker en hog grad av homolog rekombinatielian dem. Dock kan inkommande
DNA ha sa lite gemensamt som 25-50 baspar och fmmmekombination kan anda ske.
Homolog rekombination sker framst i cellcykelnsaS;fda DNA-replikationen sker. Nar
DNA sedan packas ihop i kromosomer under senaleykelfaser forhindras rekombination
pa grund av DNAs supercoiling (Capecchi 1989b).

Nar en vektor introduceras i en embryonal stanmoelll hjalp av mikroinjektion eller
elektroporering kommer DNA-sekvensen oftast infoglasnpmassigt i kromosomen
(Smithieset al. 1985). | vissa celler kan dock det introduceraédDpara med en liknande
sekvens i kromosomen och fora dver mutationen emadiog rekombination. De behandlade
cellerna undersoks och man bestammer vilka sondéftbnskade mutationen pa ratt stalle i
genomet. De dnskade cellerna klonas och fors sedeagtt embryo som inplanteras i en
surrogathona. Ungarna som fods blir sa kallat cham@himarism innebéar att alla celler inte
kommer fran den enskilda dggcellen. Eftersom n{lardear lagts till i det tidiga
embryonalstadiet bestar avkomman av celler frannai#ider. Detta kan jamforas med en
genetisk mosaik, da alla celler har sitt ursprudgri enskilda befruktade aggcellen (Capecchi
1989a). Dessa chimara avkommor ar heterozygotentidationen, de har en muterad allel
och en vanlig. De kan da korsas med sina heter¢aygyskon och skapa en avelslinje med
individer som ar homozygota for mutationen (Figu€Cépecchi 1989a).

| artikeln menar Capecchi ocksa att gentargetindgjeskunna anvandas for att andra defekta
vavnader hos till exempel manniskan. Att man skkiliena byta ut defekta gener mot
fungerande, s& kallad genterapi. Ar 2007 fick ov@ammda Mario Capecchi, Martin Evans
och Oliver Smithies Nobelpriset for deras utvecklavgtekniken for att skapa genspecifika
modifikationer hos méss genom gentargeting och hogn@kombination (Belizéariet al.
2012).

Heterozygot Heterozygot

)

Homozygot Heterozygot Homozygot

Figur 4. Tva heterozygota individer kan paras och ge upjtitidsdde homozygot och heterozygot avkomma.



Lentivirusvektorer

Anvandandet av lentivirusvektorer startade redad d@enisclet al. pa 70-talet. Som
beskrivet i tidigare avsnitt anvande de sig av Mepmurine leukemivirus som injicerades
direkt in i musembryon (Jaenisehal. 1975).

Det finns flera virusbaserade vektorer som frarttstfidr genmodifiering. Nagot de flesta har
gemensamt ar att de inte integreras i kromosomendrdsellen (Park 2007). Lentivirus har
daremot visat sig framgangsrika som vektorer eftarde har alla nédvandiga komponenter
for att integreras och uttryckas som en del avgemdmet (Park 2007). Lentivirus ar en
undergrupp av familjen retrovirus, dit bland anH& hor (Nationalencyklopedin 2013). De
ar RNA-virus som anvander sig av enzymet omvanskaptas (eng. reverse transcriptase),
sa kallat eftersom det kan skapa DNA av RNA istdtieden normala
transkriptionsprocessen i cellen som gor om DNIARMNA. Det omvanda transkriptaset kan
darmed inkorporera virusets RNA till mottagarcellegsa DNA (Encyclopaedia Britannica
2013). Lentivirus ar langsamt verkande och kan beeleét genuttryck i vardcellerna langre &n
en vanlig plasmid (Park 2007). Dock maste celleara i delningsfasen av cellcykeln for att
lentiviruset ska inkorporeras (Niu & Liang 2008).

En fordel med lentivirusvektorer ar att RNAt snalotiorporeras i vardcellens DNA. Detta ar
viktigt for att undvika mosaikism hos de infekteramdlerna. Mosaikism uppstar dock anda,
om &n i mindre utstrackning &n med mikroinjekti®aik 2007). Tekniker som anvander
lentivirus gar ut pa att forskaren antingen inkalnéggceller utan zona pellucida eller tidiga
embryon tillsammans med virusvektorn. Det ar aveéyligt att injicera vektorn direkt in i
cytoplasman pa zygoten (Park 2007). Denna typ &vamijektion ar enklare an den
pronukleara mikoinjektionen da injektionen skeytoplasman och inte i cellkarnan (Yaeg
al. 2007). Effektiviteten i anvandandet av lentividrshdg. Studier visar en hog grad av
lyckade forsok pa till exempel gris. Hoffmanal. rapporterade 2003 om 70 % lyckade forsok
pa grisar (Hoffmaret al. 2003). For moss ar andelen nagot lagre, en rappoxa 30 %
lyckade forsok publicerades av Yaeial 2007.

Transposoner

Transposoner ar kortare DNA-sekvenser (400-40 @8pdr) som kan forflytta sig runt inom
ett genom. De kallas ocksa for "hoppande gener’assfiinds pa samma satt som plasmider.
Alla kdnda transposoner kodar for enzymet transgpese hjalper dem att flytta sig igenom
att bade klyva DNA-strangen pa sidorna om transpassamt att klyva DNA pa den nya
insertionsplatsen. En annan typ av transposort@ti@nsposonen som istallet for att bara
flytta DNA-sekvensen gor en kopia av sig sjalv sgitts in pa en annan plats i genomet.
Detta ger flera upprepade sekvenser med samma BNAKa platser i genomet (Britannica
Online Encyclopedia 2013).

Transposoner upptacktes forst i majed mayssp.may9 av Barbara McClintock pa 1930-
talet, nAgot som gav henne Nobelspriset i fysiotdigi medicin 1983 (Nobelprize.org 2013).
Idag anvands transposoner for att integrera nytADBh kromosom. Det fungerar precis som
med en plasmid, med skillnaden att forskare haigdastransposoner sa att de kan plockas ut
fran genomet igen utan att lamna nagra spar. Fedéga transposoner finns att kopa, till
exempel PiggyBac och SleepingBeauty (Nguyen & Xo&0

SleepingBeauty
SleepingBeauty uppfanns 1997 av lvics och hans.tBeatnvar en transposon som de tagit
fran fisk och provat pa moss och méanskliga celled fyckade resultat (lviost al. 1997).



Transposonens grund kommer fran bakterier, vilketigansposonen en kort livstid i
eukaryota celler som rensar bort igen de frammae#&eenserna. Det ar dessutom fortfarande
svart att fa transposonen att infektera en specifilnad (Aronvictet al. 2011).

PiggyBac

PiggyBac har blivit populart att anvanda pa euk&ryeller. Den anvands sa att transposonen
amplifieras med PCR, sedan satts dnskade DNA-sekvémi mitten av transposonen, som
bildar ett cirkulart DNA (likt en plasmid). Sedamkuberas PiggyBac tillsammans med
cellerna som ska ta emot transposonen. Vatskarmapekeras och sedan far cellerna vila
nagon dag innan selektionsprocesser tar vid faeatflka celler som har fatt transposonen
integrerad (Dinget al. 2005). | Dings studie hade cirka 30 % awEnerationen, det vill sdga
den forsta generationen, fatt PiggyBac integretadmosomen. Metoden ar relativt effektiv
och det ar en fordel att forskaren kan ta bort gagsnen igen utan att férstdra genomet. Inga
mikroinjektioner behdvs och bade PiggyBac och Stegeauty ar dessutom relativt billiga
(Aronvichet al.2011).

Villkorliga mutanter

For att forsta genernas uttryck och funktion aratetandbart att studera vad som hander om
vi andrar genen eller helt stanger av den. Forgadédess funktion klarlaggas genom att
undersoka vad som inte fungerar normalt nar geneéaritaats. Tidigare har forskare fatt
undersoka organismer som muterat naturligt. Déhblrfatt ga pa vilken fenotyp organismen
uppvisar och utifran det studera generna. Innamgelifieringstekniken fanns det bara ett
fatal satt att fa dessa muterade organismer: Antiagéa till exempel moss och vanta pa att
en muterad, annorlunda mus skulle fodas, ellesratbba p& mutationsprocessen genom att
utsatta organismen for mutagena amnen eller stigiliNguyen & Xu 2008). Darfor har
gentargeting fatt ett sa stort genomslag. Nu kaskfoe valja vilkken gen som ska muteras och
aven hur den ska andras (Rajewskyl. 1996).

Nagot som ar valdigt anvandbart nar man vill stadgner vars uttryck ar essentiella for
organismen ar att skapa villkorliga mutanter (esggnditional mutants). Eftersom en mutation
eller deletion av en essentiell gen skulle ta laxebrganismen sa ar de valdigt svara att
studera. Vanligt i bakterieforskningen ar att skegmaperaturkansliga mutanter. Detta innebéar
att mutationen bara visar sig vid en viss temper&trskaren kan da vélja nar genen ska
uttryckas (Rajewsket al. 1996).

Cre/loxP — En villkorlig mutant

Nar en gen eller ett DNA-fragment har en loxP-sekved vardera sida om sig sa kan Cre,
som ar ett rekombinas-enzym specifikt for just ldgdmma in och klippa ut en av loxP-
siterna samt DNA-fragmentet som satt mellan loxBrsa. Detta ger en deletion. Cre-
enzymet kan tas in i cellen och uttryckas via esipiid eller s& paras ett djur med tva loxP-
siter samt DNA-sekvensen som dnskas studeras madfginde som har ett dominant
uttryck for Cre-enzymet (Rajewslet al. 1996).

Cre/loxP-plasmiden testades i en studie av Laksb koeger. De skapade en transgen mus
med gensekvensen TAg som orsakar cancer pa 6gai{dAg - Tumor Antigen). Mellan
promotern (mA) fér genen och sjalva TAg-oncogenen lades en ssappens flankerad av
loxP-sites. Méssen med genotyperuAroxP-STOPP-loxP-TAg- korsades med mdss som
hade genotypen -aAA-Cre-. Samtliga avkommor fick cancer i 6gonen ddaggpen -naA-

Cre- gjorde att sekvensen —loxP-STOPP- togs bAg.blev da aktivt och orsakade sjukdom
(Figur 4: Lakscet al. 1992).
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Systemet med Cre/loxP kan alltsa anvandas antidigekt med hjalp av en plasmid som
uttrycker Cre, eller med hjalp av korsning meddgit som har genotypen Cre. Cre/loxP-
systemet kan anvandas bade for att skapa deletwrtegla gener eller att stanga av gener
(Laksoet al. 1992).

TAg - Oncogenen stoppas

Promoter [ STOPPE-Selvens M TAg - Oncogen
—_— - - —_ -
loxP loxP

+ Cre-enzym

loxP

Promoter [ TAg - Oncogen

— -
loxP 7

TAg - Oncogenen uttrycks STOPP-Sekvens

Figur 5. Schematisk bild 6ver Cre/loxP-systemet dar dee ®NA-sekvensen innehdller en stoppsekvens som
forhindrar att TAg-oncogenen uttrycks. Nar sedae-€nzymet tillsatts klipps stoppsekvensen ut tillsans
med en av loxP. TAg-oncogenen kan nu uttryckasgecsjukdom.

Mutationer med ENU

En av de absolut tidigaste genmodifieringsteknikemaraatt utsatta DNA for muterande
amnen sasom radioaktiv stralning, UV-stralning simetrkalerande eller alkylerande amnen.
Vanligen gick behandlingen till som féljer: Musham#ler -honor behandlades med ett
misstankt mutagent &mne. Sedan fick de para sigamiénder. Gravida honor avlivades i
slutet av dréktigheten och fostren samlades in. Mknade levande foster, doda foster och
zygoter som dott strax efter befruktning. Antalétiiga mutationer kunde anvandas for att
berédkna mutationsfrekvensen och darmed avgora lda@nnet ar mutagent eller inte
(Guénet 2004).

N-etyl-N-nitrosurea (ENU) ar ett populart alkyledenamne (NCBI 2013)a det inte &ar
speciellt toxiskt for cellen jamfort med andra &misem har liknande mutagena effekter. En
mushane kan fa sina spermatogonier utsatta for ENKkét resulterar i att
spermieproduktionen avstannar under 10-13 veckeialDa flesta spermatogonier har dott,
och de som ar kvar har troligen fatt mutationen $fiermieproduktionen sedan kommer
igadng igen kommer alla spermier att komma fran alessterade spermatogonier (Guénet
2004).

ENU &r bra pa det vis att det skapar mest punktiomer (Russel & Montgomery 1982),
ungefar en punktmutation per 1-2 megabaspar. Vamligsulterar mutationer i en gen att den
forlorar sitt uttryck helt, men med ENU ar det nr@tigt att mutationerna blir hypomorfa, det
vill saga att funktionen hos proteinet ar delvisdrat. Dessa mutationer ar ofta lika dem som
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ger manniskan sjukdomar (Nguyen & Xu 2008). Sedaridrskare avgora baserat pa djurets
fenotyp om en anvandbar mutation har skett. En tiountaom ger fenotyper som liknar den
hos en mansklig sjukdom kan till exempel vara \gitgtudera narmare.

Nukleastekniker

Nukleasteknikerna har utvecklats for att skapaifipadubbelstrangsbrott pa DNAt hos
mottagarcellen. Nar ett dubbelstrangsbrott sketendet lagas med hjalp av homolog
rekombination och da har eventuella utifran kommagelg§fragment och DNA-sekvenser
chansen att inkorporeras i vardcellens DNA. Ned#rifett par av de mest kanda
nukleasteknikerna.

Meganukleaser

Meganukleaser ar en kombination av DNA-bindanderukleaser som fran borjan kommer
fran det malsokande endonukleasetel. Endonukleaset skapar dubbelstrangsbrott vid
specifika DNA-sekvenser i genomet. Det finns idagrdl6.000 olika meganukleasproteiner
som kanner igen olika klyvningsstéllen (Le Prowetsal 2010). Igenk&nningsplatserna for
klyvning i genomet finns dock bara var®haspar, s& aven med 16.000 olika meganukleaser
att valja mellan ar det langt mellan mojliga klyngsstéllen i genomet (Le Provettal.

2010). Detta &ar nagot som gar att komma runt malg lajv zinkfingernukleaserna.

Zingkfingernukleaser

Zinkfingernukleaser har visat sig valdigt anvandbfé@r att fA en mer specifik integration av
frammande DNA in i kromosomen. Zinkfingernukleageendonukleaser som designats for
att kanna igen en specifik DNA-sekvens (Urrei\al. 2010). Satter man sedan ihop
zinkfingernukleaset med ett endonukleas som téinegelFoki orsakas ett dubbelstrangsbrott
pa DNA som sedan maste lagas genom homolog rekatidnin(Scheuring Vanames al.
2001). Detta gor att nya homologa sekvenser somafiden utvalda sekvensen far chansen att
integreras samtidigt under lagningen av dubbelssiénogtet.Fokl har en N-terminal
igenkanningsdoméan samt en C-terminal klyvningsdorb@th klyver DNA specifikt vid 9 och
13 nukleotider fran DNA-sekvensen 5’-GGATG-3'(Schiag Vanameet al.2001), vilket

gor det mojligt att styra precis vart den nya selsem ska sattas in. Zinkfingernukleaserna ar
pa sa vis mer specifika an meganukleaserna (LeoBteval 2010). Ett annat endonukleas
som forskare specialgjort & TALENs som endast klpZeett specifikt stélle i genomet.
TALEN star for "Transcription activator-like effemt nukleases”, ungefar: Transkriptions
aktiverings-liknande effektor nukleaser (Hockenmiesteal. 2011). Dessa ar jamférbara med
zinkfingernukleaserna, aven om de inte utveckli&sslfingt an.

Diskussion

Det finns stora variationer mellan de olika tekmniias anvandarvanlighet och effektiviteten
med avseende pa andelen lyckade forsok. Pa folgiddeiterfinns en sammanstallning av de
olika teknikerna som idag anvands for genmodifieamglaggdjur (Tabell 1) samt hur
specifika, anvandarvéanliga och effektiva metodeémad:ffektiviteten avser hur stor andel av
avkomman som fatt sina gener modifierade i varjgdksserie. Andelarna tar ingen hansyn
till huruvida avkomman ar homozygot eller heteraztyigr genmodifieringen. Ar avkomman
heterozygot fér modifieringen kommer den behdvas&smed ett kullsyskon for att skapa
avkomma som ar homozygot den aktuella allelen.
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Tabell 1. Jamforelse av egenskaper hos gentekuikegade pa

daggdjur.

Teknik Specificitet Effektivitet (%) Teknisk svarig hetsgrad
Pronukle&r Mikroinjektion  Ospecifik Lag (<1-20 %)* Hog

Gendbverféring med Ospecifik Medel (>20 %) Medel

hanliga konsceller (Operationskunskaper)
Gendbverféring med Ospecifik Hog (>50 %) Medel

honliga kdnsceller (Operationskunskaper)
Lentivirusvektor Ospecifik Hog (31-70 %) Medel

Gentargeting Specifik N/A Medel

Transposoner Specifik Medel (<30 %6) Medel

ENU Ospecifik Hog (>60 %) Lag

Nukleastekniker Specifik Medel (~20 %)" Medel

*Det hogre talet for moss, det lagre for évrigagidigr (Le Proviset al. 2010 , Robkt al. 2007)
“Niu & Liang 2008

8 Det hogre talet for gris, det lagre for mus. (Hadhet al. 2003, Yanget al. 2007)

% Ding et al. 2005

* Russel & Montgomery 1982

" Le Provistet al. 2010

Pronuklear mikroinjektion och virala vektorer

Den mest frekvent anvanda tekniken idag ar trotegivétsgraden och kostnaden fortfarande
pronuklear mikroinjektion. Tekniken ar mest utbretiddet var det forsta rapporterade
tillvagagangssattet for att skapa transgena dabdratoriemiljo (Wall 2001). Eftersom mest
studier har gjorts pa denna metod finns mer inféionaatt tillga angadende utférandet, hur
stor andel av férsoken som lyckas och vilka kostnagt handlar om jamfort med andra
tekniker. Denna trygghet gor att de flesta forskararande anvander sig av metoden, trots
svarigheterna och den laga andelen lyckade forsisalawektorer har en del fordelar
gentemot pronukleér mikroinjektion. Det faktumiajektionen med virala vektorer goérs in i
cytoplasman och inte direkt in i cellkarnan gor denretod avsevart mycket lattare att utfora.
Metoden ger ett hogre antal positiva embryon metiecoédmryonalutveckling da karnan
lamnas ordérd. Mosaikismen som sker vid pronuklei&romjektion kan till stor del undvikas,
om an inte helt. Eftersom kénscellerna kan infeddeatirektin vivo ar foérfarandet troligen det
allra enklaste och billigaste da vanlig parning kanéndas (Carballad al. 2000).

Anvéandandet av virala vektorer har dock fortfarasith@ nackdelar. For att vektorn ska
integreras sa snabbt som mdjligt i vardgenometvektorns skyddande lager forstéras innan
injektionen (Yanget al. 2007). Gors denna mandver innan kan vektorn iatagrsnabbare i
vardgenomet, nagot som ger mindre mosaikism hosmarian. Dock maste vektorerna utan
skyddande lager injiceras i utrymmet mellan zorlupela och aggets membran istéllet for
direkt i cytoplasman. Detta ger en mycket hog pnbbgckade gendverféringar, uppemot

97 % har rapporterats (Yamgal. 2007) samtidigt som metodens enkelhet gar om ivéteen
mer specifik injektion kravs.

Kdnsmedierad gendverforing

Anvéandandet av konsmedierad gendverforing verkarketylovande for framtiden. Det enkla
tillvagagangssattet och den relativt hoga framgaragien for framfor allt konsmedierad
genoverforing med honliga konsceller talar fordmhna teknik kommer kunna bli en effektiv,
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billig metod att skapa transgena daggdjur. NakeADdEn anvandas, eller vektorer som till
exempel retrovirus, transposoner eller nukleaserlsaomnge en specifikare integration av
DNA i vardgenomet. Anvands vektorer maste de docktfskapas, vilket hojer
svarighetsgraden nagot gentemot att bara anvamdaad@a DNA-produkten direkt fran PCR
och inkubera det tillsammans med spermier (Niu &g 2008). Hanteringen av aggceller
med intakt zona pellucida ar nagot besvarlig, fodsér gjorts med att injicera vektorer och
plasmider direkt in i aggstocken, men inga fors@dmaket DNA har gjorts. Metoderna for
anvandandet av bade hanliga- och honliga kénscilldock billigt och ger ett stort antal
avkommor som ¢kar chanserna for att atminstone néd@nnagra ungar i varje kull ska
fodas med transgent DNA. Tekniken kraver endasdlbagperationskunskaper och kunskap
inom generella molekylarbiologiska metoder (Niu &mhg 2008).

ENU

Att anvanda det alkylerande &mnet ENU ar en vakhgbb och enkel teknik for att skapa
muterade mass eller andra daggdjur. Arbetet konfdnst senare, nar moéssen ar fédda
(Augustinet al. 2005). ENU i hog dos ger manga mutationer, ofer ®0 % av utsatta
embryon visar nagon muterad fenotyp (Russel & Momtgry 1982) men det ar tidskravande
och dyrt att bestamma vilken gen som muteratslpaudba fenotyper som framstalls. Detta
kraver médosamt avlande, kartlaggande och sekvamderav alla mutationer (Augusenal.
2005). Eftersom flera mutationer ofta skett i sang@aom maste alla punktmutationer hittas
och det maste bestammas vilken mutation som geroupiihfenotypen och huruvida det ar
flera mutationer som samverkar for att ge den gfenatypen. Dock behdver forskarna inte
ha nagon forkunskap om genomet som ska studemgst s@m ar en forutsattning for att
anvanda till exempel homolog rekombination forsktipa mutationer. Detta ar med andra ord
en billig metod att skapa intressanta mutationasndm arbetsbordan ar storre (Guénet
2004).

Gentargeting

Gentargeting utfors med olika plasmider och vektddet finns stora utvecklingsmajligheter
inom omradet och framsteg inom skapandet av sgadifiutationer kommer férhoppningsvis
inom en snar framtid. Utvecklingen av transposomek/eastekniker och virala vektorer
kommer gora att tekniker som kdnsmedierad gendvegdrch pronuklear mikroinjektion
kommer bli effektivare. Idag ar metoder inom gegeding inte sa utvecklade, men
transposoner som PiggyBac och SleepingBeauty Hanrgjort att gentekniken tagit ett stort
steg framat i avseende pa att fa specifika mutatimoen genom. Ett problem med
transposonerna kan vara att genom ofta har fleagldina gener, nagot som kan leda till att
transposonerna integreras i flera kopior per geridatta ar dven ett problem med
anvandandet av zinkfingernukleaser. Mer komplexegehar flera kopior av samma eller
liknande gener. Detta gor att nukleaserna kan geelatrangsbrott dven dar det inte ar dnskat
(Urnov et al. 2010).

Slutsats

Den transgena tekniken ar fortfarande inte perfekdrje experiment ar det bara ett litet antal
djur som faktiskt far den onskade forandringeritiBNA (Miao 2013). Den &ldsta tekniken
pronuklear mikroinjektion kommer troligen snart\edta utdaterad och ersatt av enklare och
effektivare tekniker sasom kdnsmedierad genoverfditvecklingen av plasmider och
transposoner som bar det inkommande DNALt in i &t kommer utvecklas vidare, bli
mer effektivt och mer specifikt. Det kommer férhopmgsvis snart finnas fler fardiga
produkter pa marknaden dar onskad DNA-sekvens ebhdhgver amplifieras med PCR och
sedan séattas in i den annars fardigproduceradmiglas/transposonen.
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Nar den transgena tekniken har utvecklats yttedig@mmer oandliga mojligheter for
sjukdomsforskning, lakemedelsframstallning ochrieslelsproduktion att presenteras. |
framtiden kommer det snarare vara frigan om vadaostiskt forsvarbart som satter gransen
for vad vi kan gora med ett genom. Gentekniken kemimte bara att radda mangder av
manniskoliv genom att till exempel bota sjukdoman aéra en vaxande varldsbefolkning,
den kommer ocksa att kunna forutbestamma hur emiskas genom ser ut innan manniskan
ens ar fodd. Att modifera manskliga genom liggeligen langt i framtiden, men redan med
dagens tekniker har vi kommit en bra bit pa vag.
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