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Nobelférsamlingen vid Karolinska Institutet har beslutat att
Nobelpriset i Fysiologi eller Medicin ar 2007
gemensamt tilldelas
Mario R. Capecchi, Martin J. Evans och Oliver Smithies
for deras upptackter av

“principer for att introducera specifika forandringar av gener i moss med anvandning
av embryonala stamceller”

SAMMANFATTNING

Arets Nobelpristagare har gjort en serie grundlaggande upptéckter om embryonala stamceller
och DNA-rekombination i daggdjur. Upptackterna har mgjliggjort en ny och synnerligen
kraftfull teknik — riktad genmodifiering i mdss — som nu appliceras inom sa gott som all
biomedicinsk forskning, fran grundforskning till utveckling av ny sjukdomsterapi.

Riktad genmodifiering anvands oftast for att inaktivera funktionen av enskilda gener. Sadan
utslagning ("gene knockout™) har klargjort funktionen av ett stort antal gener for utveckling,
hélsa, aldrande och sjukdom. Till dags dato har mer &n tiotusen gener (ungefar halften av alla
gener hos daggdjur) slagits ut i moss. Pagdende internationella projekt kommer att gora
knockoutméss for samtliga gener tillgangliga for forskning och lakemedelsutveckling inom
en néra framtid.

Med riktad genmodifiering ar det nu mojligt att framstalla i princip vilken typ av DNA-
modifiering som helst i musens arvsmassa. Forskare kan darigenom faststalla betydelsen av
enskilda gener i hdlsa och sjukdom. Tekniken har redan resulterat i mer an femhundra
djurmodeller for manskliga sjukdomar, sasom hjart-karlsjukdomar, neurodegenerativa
sjukdomar, diabetes och cancer.



Modifiering av gener med hjalp av homolog rekombination

Informationen om hur vara kroppar utvecklas och fungerar livet igenom ar inskriven i vart DNA.
DNA-molekylerna ar packade i kromosomer, vilka férekommer i par — den ena arvd fran mamman
och den andra fran pappan. Utbyte av DNA-sekvenser mellan par av kromosomer ¢kar den genetiska
variationen inom populationen och sker med hjalp av homolog rekombination. Det &r en process som
ar bevarad genom evolutionen och som pavisades i bakterier redan for mer &n 50 ar sedan av
Nobelpristagaren Joshua Lederberg (Nobelpris 1958).

Mario Capecchi och Oliver Smithies hade bada visionen att homolog rekombination skulle kunna
utnyttjas for att introducera forutbestdimda genmodifieringar i daggdjursceller, och de arbetade
systematiskt mot detta mal.

Capecchi visade att homolog rekombination kunde ske mellan DNA som inforts i daggdjursceller och
cellernas kromosomer. Han fann vidare att detta kunde utnyttjas for att reparera defekta gener i
kromosomerna. Smithies var inriktad pa att forsoka reparera skadade gener i manskliga celler. Han
tankte sig att det borde ga att behandla arftliga blodsjukdomar genom att korrigera sjukdomsalstrande
gener i stamceller fran benméargen. Under sina experiment upptackte Smithies att en sadan gen kunde
modifieras med hjalp av homolog rekombination, oavsett om den var aktivt uttryckt eller ej. Detta
antydde att alla gener sannolikt var tillgangliga for riktad genmodifiering.

Embryonala stamceller — végen till det nedarvda genomet

De celltyper som initialt anvandes av Capecchi och Smithies kunde inte ge upphov till genmodifierade
moss. Detta kravde en annan celltyp som kunde ge upphov till konsceller. Bara da kunde
introducerade genmodifieringar neddrvas.

Martin Evans hade arbetat med embryonala carcinomceller (EC-celler) som trots att de kom fran
tumorer kunde ge upphov till néstan alla celltyper. Han hade visionen att anvdnda EC-celler som
barare av nytt DNA in i musens nedarvda genom (konslinjen). Hans forsok misslyckades da EC-
cellerna bar pa sa kraftiga kromosomférandringar att bildningen av konsceller forhindrades. | sokandet
efter alternativ upptackte Evans att det gick att etablera kromosomalt intakta cellkulturer fran tidiga
musembryon. Dessa celler &r idag kdnda som embryonala stamceller (ES-celler).

Nésta steg var att visa att ES-cellerna kunde bidra till konslinjen (se figur). Embryon fran en musstam
injicerades med ES-celler fran en annan musstam. Resulterande mosaik-embryon (uppbyggda av celler
fran bada stammarna) utvecklades och framfoddes av surrogatmodrar. Avkomman — mosaikmosssen —
avlades darefter och gener fran ES-cellerna kunde pavisas hos nagra av ungarna (se figur). Dessa
gener arvdes sedan vidare i enlighet med Mendels lagar.

Evans tog nu steget att genetiskt modifiera ES-cellerna och valde for detta andamal retrovirus som
integrerar sina gener i kromosomerna. Han visade att retroviralt DNA fordes 6ver fran ES-celler, via
mosaikmdss till konslinjen. Evans hade darmed anvant ES-cellerna for att erhalla moss som bar pa
nytt genetiskt material.

Forskningslinjerna gar samman — homolog rekombination i ES-celler

Ar 1986 fanns alla pusselbitar pé plats for att gora riktade genmodifieringar i ES-celler. Capecchi och
Smithes hade visat att gener kunde forandras pa ett forutbestamt satt med hjalp av homolog
rekombination och Evans hade bidragit med den nddvandiga vagen till konslinjen — ES-cellerna. Nasta
steg var att kombinera de tva.



Bade Smithes och Capecchi valde hprt-genen for sina initiala experiment da férandringar i denna gen
var latta att identifiera. Hprt-genen &r ocksa inblandad i en séllsynt sjukdom hos ménniska — Lesch-
Nyhan’s sjukdom. Capecchi forfinade strategierna for riktad genmodifiering och utvecklade nya och
generellt anvandbara metoder (se illustration).

Knockoutmusens fodelse — bérjan pa en nya era inom genetiken

De forsta publikationerna i vilka homolog rekombination i ES-celler anvants for att framstalla mdss
med riktade genmodifieringar publicerades 1989. Dessa foljdes av en lavin av nya knockoutmdss, och
antalet vetenskapliga rapporter inom omradet har Okat exponentiellt sedan dess. Riktad
genmodifiering har utvecklats till en brett anvandbar metod. Det & nu dven mojligt att introducera
mutationer som kan aktiveras i specifika celltyper och vid valda tidpunkter i livet.

Riktad genmodifiering i mass till nytta for manniskors halsa

I princip alla fysiologiska processer i moss studeras idag med hjalp av riktad genmodifiering. Vi har
bevittnat en explosion av forskning dar tekniken anvands. Riktad genmodifiering har anvénts av sa
manga forskare och i s3 manga sammanhang att en kortfattad summering ar svar att gora. Nagra av de
senare bidragen fran arets Nobelpristagare presenteras nedan.

Riktad genmodifiering har hjalpt oss att forsta funktionen hos hundratals gener under
fosterutvecklingen. Capecchis forskning har avslojat funktionerna for manga gener som styr
utvecklingen av organ och bestammer kroppens anatomi. Hans arbete har ocksa hjélpt till att belysa
orsakerna till vissa medfédda missbildningar hos ménniska.

Evans anvénde riktad genmodifiering for att utveckla musmodeller for manskliga sjukdomar. Han
utvecklade flera modeller fér den arfliga sjukdomen cystisk fibros och har anvént dessa for att studera
sjukdomsmekanismer och prova effekterna av genterapi.

Smithies anvande ocksa riktad genmodifiering for att utveckla musmodeller for &rfliga sjukdomar
sasom cystisk fibros och blodsjukdomen talassemi. Han har dven utvecklat manga musmodeller for
vanliga sjukdomar sasom hdgt blodtryck och aderforkalkning.

Sammanfattningsvis har riktad genmodifiering hos moéss genomsyrat i princip all biomedicinsk
forskning. Dess betydelse for forstaelsen av geners funktion och dess nytta for manskligheten kommer
att fortsatta att 6ka under manga ar framaver.
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mammal genetik, Cardiff University, UK.

Oliver Smithies, fodd 1925 i Storbritannien, amerikansk medborgare, PhD i biokemi 1951 vid Oxford
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Generell strategi for riktade genfordndringar i moss
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