44 | GENTERAPI

Forfatter

\ Hanna
':‘ Pilgaard
- Christensen,
gymnasieelev

i 3.g pa Vestjysk Gymna-
sium
hanna.pilgaard@gmail.
com

ds on

At seette et gen ind i'en
stamcelle fra en mus er
nu noget enhver |
princippet kan gare; BIot
man har det rette udSHE
og vejledning.

En gymnasieelev
forteeller her om Sit
mgde med "hands on
genterapi" pa Aarhus
Universitet.

F or bare 10 ar siden var forseg med genterapi
stemplet til fiasko, fordi for mange skuffende
resultater og livstruende bivirkninger stoppede de
positive tanker. Men i dag har flere nye eksperimen-
ter vist, at behandling af folkesygdomme igen kan
blive med genterapi pa dagsordenen. Der har veret
lovende fremskridt inden for behandling af tilfelde
af bledersygdom, boblebern og blindhed, og forvent-
ningerne om, hvor langt man kan komme med den-
ne form for behandling er steget med raketfart. P4
trods af de lovende resultater er vi dog langt fra at
kunne udnavne genterapi til en mirakelkur.

Forsgg som model for genterapi

Princippet i genterapi er meget enkelt. Formalet er at
erstatte de syge gener i kroppen med raske. I forbin-
delse med mit studieretningsprojekt ved Vestjysk
Gymnasium har jeg fiet forstehdndsindtryk af arbej-
det med genterapi. Det foregik pa Institut for Mole-
kylerbiologi og Genetik ved Aarhus Universitet, hvor
jeg lavede et forsog med genterapi pa stamceller fra
mus. Formélet med forspget var at vise, at der kan
settes et gen ind i embryonale stamceller fra en mus.
Vi forspgte mere pracist at indsette et lille cirkulart
DNA-molekyle (et plasmid), der indeholdt et sam-
mensat gen. Det vil sige, at det i praksis er to gener,
der koder for to forskellige enzymer, men de to gener
udtrykkes samtidig, si de opferer sig som et. Det ene
gen ("terapigenet”) koder for enzymet [3-galaktosida-
se, som kan farves blat. Det andet gen koder for en-
zymet neomyzinfosfotransferase, som gor cellen resi-
stent overfor antibiotikummet G418. Nar cellerne
bliver udsat for G418 vil celler, der ikke har resistens-
genet derfor do, og de celler, hvor genterapien er lyk-
kedes, vil overleve.

Vellykkede forsgg

Den forste udfordring er at fi plasmidet med DNA' et
ind i cellen. Dette kan gores pd mange méider, men
vi brugte en metode kaldet elektroporation. De em-
bryonale stamceller bliver udsat for kortvarige strom-
sted, i en beholder, hvor plasmiderne med DNA'et
ogsd befinder sig. Under det korte stromsted vil der
opstd sm3 huller i cellemembranen pa stamcellerne.
DNA er negativt ladet og vil derfor lobe mod plus.
Noget DNA vil ramme hullerne i cellemembranen
og dermed komme ind i cellen. Nar strammen sluk-
kes forsvinder hullerne, og nogle af cellerne vil nu
forhabentligt indeholde arvematerialet.

For at afggre, hvilke celler der indeholdt det nye
DNA, brugte vi to forskellige metoder.

Den ene metode gir ud pa forst at selektere cellerne
ved hjelp af antibiotikummet G418, og derefter til-
sette farvestoffet X-gal, der farver celler med enzy-
met B-galaktosidase bld. Vi fik fire skile med celler,
hvor de to blev udsat for G418, mens de to andre
ikke blev. Efter at skilene havde stiet morkt ved 37
grader i en halv time kunne forskellen ses. I skalene,
hvor der havde varet selektion, var der kun bl3 cel-
lekolonier, og der var ca. 3-5 kolonier pr. skil. I
skilene, der ikke var blevet udsat for G418, var der
derimod masser af kolonier uden farvestof og kun
en enkelt bli koloni.

Den anden metode gik ud pa at udtage DNA fra cel-
lerne og opformere det til storre mangder ved hjelp
af sikaldt PCR. Derefter tilfores DNA%et farve og det
overfores til smd bronde pd en gel. Nir der settes
strom til gelen, sd der kommer plus i den modsatte
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Petriskal med celler, der ikke er blevet udsat for antibioti-
kummet G418. Kun en enkelt bla koloni, hvor genterapien er
lykkedes, har overlevet. | skale, der blev udsat for antibioti-

kum, var der derimod kun bla kolonier.
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Elektroporation ieffrc\};]?r?g
= ‘ / med x-gal
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Embryale Celler, nogle
stamceller med det nve DNA

Forsgget gik ud pa at szette et gen ind i embryonale stamceller fra mus, og
efterfolgende med to forskellige metoder afgore, om missionen var lykkedes.

ende af; hvor brendene befinder sig, vil DNA lgbe
mod plus, da det er negativt ladet. De korteste
DNA-stykker vil lobe lengst og de lengste vil lobe
kortest. Dette kan aflaeses direkte pd gelen som far-
vede band. Det DNA, vi forsogte at f4 ind i cellen,
var 400 basepar langt, og det viste sig, at alle vore
fire prover var lykkedes, idet vi ud for alle fire prover
kunne se bind pa gelen pa omkring 400 basepar.

Abner nye dore

Selvom vakkeuret ringer 05:30 foler jeg mig allige-
vel privilegeret over at kunne std pa Institut for Mo-
lekylarbiologi og Genetik klokken ni, vel vidende,
at resten af mine klassekammerater kun lige er be-
gyndt pd anden time.

Privilegeret, fordi mulighederne her er meget bedre
end mulighederne i laboratoriet derhjemme. Stam-
celler og genterapi er ikke pensum i 3.g, og vi har

Billedet viser resultat af sakaldt elektroforese, hvor vi farst har opformeret DNA ved hjzelp af
PCR og derefter overfort DNA'et til en gel, hvortil der saettes stram. Det negativt ladede DNA
hverken materialer, ressourcer, faciliteter eller viden
til at gennemfore sidanne forsog. Derfor er det
guld verd at f4 mulighed for at prove det alligevel.
Det giver en ny vinkel pd en opgave, nir man har
haft det i fingrene selv. Forstdelsen for emnet kom-
mer ikke leengere kun fra beger og internet, men
ogsd fra det arbejde, vi selv udforte, og selvfolgelig
fra de mennesker, der hjalp os. Uden dem var for-

vil beveege sig mod plus, og jo leengere DNA-stykkerne er, jo leengere vil de bevaege sig.

Til venstre ses en "stige", hvor hvert trin pa stigen svarer til 100 basepar. De fire prgver i
midten viser, at der i alle tilfeelde er et band ved 400 basepar (som netop er leengden af det
gen, vi gerne vil saette ind i cellen). Yderst til hgjre er to kontroller. | +kontrollen ved vi, at
det DNA, vi kigger efter, er til stede. I-kontrollen har vi ikke haft DNA i, sa den viser heldig-
vis ikke noget band.

soget ikke blevet til noget. Deres tdlmodighed, og
hjelp til at forstd, forklare og hjelpe med forseget
var helt uundverlig. Vi brugte af deres tid i flere da-
ge, og alligevel besvarer de stadig gerne spargsmal.
Det er en fantastisk mulighed, for det er mennesker
som arbejder med det hver dag, og derfor mere kom-
petente til at svare pd spergsmal end lererne der-
hjemme. Udover det, havde de ogsa styr pd de man-
ge etiske problemstillinger, der er ved genterapi.

Vi brugte embryonale stamceller fra et musefoster,
der matte lade livet for forsaget. Det kan de fleste
mennesker acceptere. Men hvad s3, ndr det handler
om mennesker? Spergsmilet er ogs, om vi skal stop-
pe ved sygdomsbehandling, eller om vi ogsd ma for-
bedre mennesket — og hvor gir greensen? Det hand-
ler om den enkeltes livs- og menneskesyn, og pa den
front bliver verden nok aldrig enige, men har fortsat
brug for lovgivning og debat.
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