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FORORD

Det har i de senere &r vart en rask utvikling innenfor den del
av biologisk forskning som kan kalles bioteknologi. Det

gjelder:
Egyove . ,
Festeroverfgring (transplantering)
° Kloning
° Genteknikk

- overfgring av gener fra dyr til mikrober
- overfgring av gener fra et dyr til et annet
- syntetisk fremstilte gener

Nar vi betrakter denne utvikling blir vi slatt av hvor enormt

mye som egentlig har skjedd siden begynnelsen av 70-arene.

I stikkords form refereres her en liste over noen av de

oppdagelser som er gjort i lgpet av de siste 10 &r, - oppdag-
elser som er av en slik rekkevidde at det endog har vart brukt
uttrykk som: "En revolusjon innenfor biologien". (Science
1980%*)
* Dypfrysing av embryo. Wittingham 1972.
* Kloning av arvestoffet. Cohen 1973.
* In vitro befruktning. Oliphant og Brackett 1973.
* Fremstilling av homozygote diploide pattedyr. Hoppe
og Illmensee 1977. ‘
* Splitting av embryo, - kloning av pattedyr. Moustafa
og Hahn 1978.
* Kloning av syntetiske arveanlegg. Gilbert og

medarb.1979.

* For et par av disse oppdagelser kan det diskuteres hvem som
egentlig var de fgrste.



* Overfgring av arveanlegg fra en pattedyreart til en
annen (DNA-kloning). Illmensee og Hoppe 1981.

* In vitro ovulasjon. Yoshimune og medarb. 1981.

* Markedsfgring av instrumenter for syntetisering av

gener. Hapwood 1981.

Mange av disse oppdagelser er sdavidt nye at vi ikke riktig
gyner den fulle rekkevidde av dem. Denne reservasjon gjelder
spesielt utviklingen innen genteknikken.

I arene 1958-80 er det ikke mindre enn 18 forskere som er
tildelt Nobelprisen for oppdagelser de har gjort innenfor
molekylergenetikken. Dette illustrerer hvilken forskningsinn-

sats og hvilke framskritt som er gjort innenfor denne nye
retning av arvelighetslaren.

Hittil er det praktisk talt ikke noe av denne kunnskapsvekst
som er tatt i bruk innenfor den kvantitative genetikk, -~ altsé

moderne avlslezre.

Utviklingen innenfor bioteknologien har fgrt oss sa langt at
den kommer inn pa omrader som reiser dypt moralske/etiske
spgrsmal.

Vi md selvsagt ha motforestillinger ovenfor bioteknologien,
men uansett hvilke standpunkt vi har, er det ngdvendig at vi

skaffer oss kunnskap om hva som er i ferd med & skije.

Det synes mer og mer sannsynlig at bioteknologien, og sarlig
da genteknikken, p& noe lengre sikte wvil kunne fa betydning
innenfor husdyrforedlingen/husdyravlen. @nsker vi & ha noen
direkte innvirkning p& retningen av denne utvikling, ma vi
begynne & sette oss inn i problematikken.

Fordi utviklingen gar s& raskt er det vanskelig & vare ajour
med denne. Dette gjelder spesielt genteknikken der littertur
eldre enn 3 ar er karakterisert som "gammel". Pa grunn av
denne raske utvikling har det derfor heller ingen hensikt & ga
detaljert tilverks i en slik oversikt.



Fpr vi i kapittel VII gar inn p& selve genteknikken, er det

kort repetert litt om det molekyl@re grunnlaget for arven. Mye
av det som nevnes i dette avsnittet vil forhépentligvis vare
kjent fra fgr, i s& fall gj¢r det ingen skade om vi disponerer
noen sider for en repetisjon. Hvis stoffet derimot ikke er
tilegnet tidligere, vil det vere praktisk med en sammenstil-
ling.

Videre er det i kapittel VI gitt en kort innfgring i enkelte
molekylergenetiske spgrsmdl i ner tilknytning til gentek-
nikken. Studiet av multiple DNA-kopier har i betydelig grad
vaert basert pa DNA fra storfe.

Et wviktig kapittel innenfor bioteknikken, - kunstig sad-
overfgring/dypfrysing er imidlertid utelatt fra denne over-
sikten. Kunstig sadoverfgring (KS) er nemlig for lengst blitt

en integrert del av en tidsmessig husdyravl, og kunstig
sedoverfgring er derfor allerede inkludert i den spesielle
avlslera.

Det er ikke her i landet i bruk noe av den bioteknikk det er
referert til i det etterfglgende, men en er ved flere av vare
universiteter sa smatt kommet igang med forskning innenfor
genteknikken.

I denne summariske oversikt over utviklingen innenfor biotek-
nikken, har en i stor grad hatt det avlsmessige aspekt i
tankene. Det er fgrst og fremst sannsynligheten for anvendelse
i praktisk husdyravl, og i liten grad viktige fysiologiske og
biokjemiske sider ved bioteknikken som er sgkt belyst.

En takk til Torbje¢rn Almlid, 0dd Arne Olsen og Nils Standal
for rdd og hjelp i samband med stoffvalget.

En hjertelig takk ogsd til Reidun Pettersen for tekstbehand-
lingen og til Grethe Tuven for illustrasjonene.

desember 1982

Harald Skjervold



I. TRANSPLANTERING AV EMBRYO (eggtransplantering)

A. Forhistorie

Den fgrste som lykkes med overfpgring av embryo fra et dyr til
et annet var Heape. Han transplanterte i 1890 to embryo *) som
var pa 4-cellestadiet fra en kaninrase til en annen. Overfgr-
ingen skjedde 32 timer etter paringen hadde funnet sted, og
ungene ble fgdt etter en normal drektighetstid.

I arene 1946-49 transplanterte Ole Venge nesten 15 hundre egg
som et ledd i en undersgkelse over stgrrelsen av moreffekten
pd veksthastighet hos kanin. Fram til denne tid var det
gjennomfgrt bare sporadiske forsgk med transplantering av
befrukta egg. Venge (1950) oppnddde en drektighetsprosent p&
57 og med en overlevingsrate for transplanterte egg pa 58%.

I praktisk husdyravl ble det i begynnelsen av 70-4rene stor
interesse for bruk av eggoverfgring. Der var serlig to forhold
som bidro til dette, nemlig:

° Den forskningsrapport om fostertransplantering pé&
storfe som 1 1969 ble presentert av Rowson og
medarbeidere. Av denne rapporten gikk det fram at de
hadde oppnadd en overlevingsprosent hos de trans-
planterte egg pa 91. Bade oppsamling og innlegging
av egg var gjort ved bruk av kirurgiske inngrep.

) De store g¢konomiske interesser en registrerte i
England, USA og Australia for import og oppformering
av sikalte eksotiske kjgttraser. Det dreide seg om
tilsammen 10-12 franske. italienske og tyske kjgtt-
raser som det av veterinermedisinske Arsaker var
lagt strenge importrestriksjoner pa.

Den store ¢konomiske interesse knyttet til eggtransplantering
resulterte i en intensivert forskning, - noe som f¢rte til
betydelige tekniske framskritt.

*) I det etterfglgende erstatter vi i blant det fremmede ordet
embryo med egg, slik det ofte ogsd gjgre i utenlandsk
litteratur.



Eggtransplantering kan teoretisk sett tjene en rekke formal

slik som:

° En sikrere vurdering av hunndyras avlsverdi.

) En rask oppformering av nytt dyremateriale.

° Produksjon av kjgttfe-avkom pd spesialiserte mjglke-
raser slik som Jersey og Guernsey.

) @kning av tvillingfrekvensen.

o Overfgring av egg fra gode avlsdyr til bruksdyr.

) Eksport av befrukta egg isteden for livdyr.

e Grunnlag for helt nye avlsopplegg.

Lignende wutnyttelse kan en tenke seg ved embryocoverfgring
innenfor bade sau, geit, svin og hest.

I USA og Canada ble det i 1980 foretatt ca. 10 tusen embryo-
transplantasjoner hos storfe.

I alt var det i 1981 97 forskjellige stasjoner som arbeidet
med eggtransplantering. Av disse firmaer arbeidet 93 med
storfe, 16 foretok transplantering pd hest og 7 med sau og

geit, mens 6 ogsd arbeidet med laboratoriedyr.

Eggtransplantering har altsd hittil i alt vesentlig vert
konsentrert om storfe. I den etterfglgende summariske oversikt
skal vi derfor stort sett holde oss til transplantering hos
storfe.

B. Superovulering.

Et vesentlig argument for bruk av trans-
plantering er det forhold at en ved hjelp
av superovulering i sterk grad kan gke
eggantallet hos de spesielt verdifulle

hunndyr som nyttes som givere (donors).

I de fleste tilfeller blir giverdyrene
behandlet med gonadotropin (PMSG)* eller
med follikkelstimulerende hormoner (FHS).

Superovulasjon ved
gonadotropin,

* PMSG er forkortelse for pregnant mare's serum gonadotropin.



Det finnes nd svart mye litteratur om resultatene ved super-
ovulasjon. Som et omtrentlig middeltall kan en anfgre at en
ved slik behandling oppnar en 8-10-dobling av antallet egg hos
storfe, sau og geit, mens en ved superovulasjon hos svin

oppnar 2-3 ganger det normale eggantallet.

I de senere ar har en i samband med superovulering ogsd begynt
4 gi en injeksjon av prostaglandin. Slik injeksjon blir
samtidig gitt mottakerdyrene, og dermed har en minsket prob-

lemene med synkroniseringen (Gordon og Boland 1978).

Erfaringer med superovulering viser at giverne pd& grunn av
behandlingen 1lett kommer i ulage, slik at en sjelden kan
superovulere de mer enn 3-4 ganger. Amerikanske undersgkelser
(Seidel 1981) viser at det i praksis tar 7 mndr. for & oppnad 3
superovuleringer hos ei ku, og det er mange eksempler pa at en
superovulering resulterer i slike forstyrrelser i seksualcyk-
lusen at en kan tape en helt laktasjon. Seidel (1981) nevner
at antallet avkom pr. superovulasjon varierer innenfor vide
grenser, - fra 0 til s& mye som 50 kalver. Denne variasjon
resulterer selvsagt ogsd@ 1 stor variasjon nar det gjelder
kostnadene ved eggtransplantering.

I Irland arbeider en spesielt med & kunne gke tvillingfrekven-
sen ved hjelp av eggtransplantering. Pa denne mate kan en fa
effektivisert storfekjogttproduksjonen betraktelig. Dette

formédlet krever selvsagt ikke spesielt selekterte givere.

Gordon og Boland (1978) har utviklet en metode som tar sikte
pa to superovuleringer av kviger. Kvigene blir slaktet 4-5
dager etter siste inseminering, og eggene fra 2.superovulasjon

samles altsd opp etter slakting.



Fra fgrste superovulering har de i middel

ikke fatt stort mer enn ett befrukta egq,

mens de fra 2. superovulering i middel har
fatt 8,5 befrukta egg. Dette gir som en

skjgnner en langt rimeligere eggproduksjon

enn ndr en arbeider med spesielt utvalgte

Inseminasjon skijer 2
5 dager eiter hunndyr. Gordon har antydet at en ved a

hormonbehandling. basere eggproduksjonen pd kviger skulle
kunne produsere befrukta egg til en pris i

overkant av ett pund. (11-12 kr.)

Oppsamling av de befrukta eggene

Ubefrukta egg som skal befruktes in vitro
ma samles opp straks etter ovulasjonen.
Eggene (embryoene) blir ellers samlet opp
i tidsintervallet mellom befruktning og

implantasjon, men vanligvis etter at det

befrukta egget har kommef:ned i uterus.
2g§.samling av
Hos storfe og hest blir eggene samlet opp 6-9 dager etter
brunsten er slutt. Ved en oppsamling senere enn etter 9 dager
blir drektighetsresultatene noe dérligere; dette gjelder
spesielt ndr en nytter operative inngrep hos kua. For om mulig
4 kunne foreta kjgnnsbestemmelse pa embryoene bg¢r de helst
ikke samles opp f¢r 12-15 dager etter at brunsten er slutt.

Fram til omkring 1975 ble savel oppsamling som innlegging av
eggene gjort ved kirurgiske inngrep. Fordi det 1la s& store
pkonomiske interesser bak transplantasjon (salg av avlsdyr)
var det mulig & ta de hgge kostnader ved transplantering
basert pd kirurgiske inngrep.




I 1975 bre¢t livdyrmarkedet for eksotiske kjgttferaser full-
stendig sammen bade i Amerika og i Australia.

Samtidig som dette skjedde ble det lansert metoder for oppsam-
ling, - savel som innlegging av egg uten & gd veien om kost-
bare kirurgiske inngrep. Denne nye, - og langt rimeligere
teknikken bidro til at egg-transplantering har fortsatt & gke
i omfang selv om det kanskje ikke er stor avlsgevinst i

metoden.

Oppsamling av eggene skjer idag hos ku og hos hoppe ved
utskylling. Til dette formadl nyttes det et spesielt kateter.
Fordi det hos sau, geit og svin er vanskelig & passere cervix
med et kateter, mad en hos disse husdyrartene fremdeles gi

veien om kirurgiske inngrep ved oppsamling av eggene.

Ved & spyle ut eggene far en hos ku ikke tak i mer enn 50-80%
av de embryo en ville ha fatt samlet opp ved kirurgiske
inngrep (Betteridge 1977), for hest ligger dette tallet pa
40-90%. Ved slik ikke-blodig oppsamling er det mindre risiko

for & skade hunndyra, og en har derfor stgrre muligheter for a
lykkes med gjentatte superovuleringer.

Siden 1976 er ikke metodene for verken
oppsamling eller innlegging av eggene
blitt endret nevneverdig, og ifglge Seidle

\::J (1981) venter en heller ikke nevneverdige
endringer i denne teknikken.

Eggene sjekkes.



D. Synkronisering av brunsten hos mottager-dyrene.

Effektiv brunstkontroll er meget viktig i samband med egg-
transplantering.

Vi har nad i et par tidr hatt gode metoder for synkronisering
av brunsten, men ofte har drektighetsresultatene blitt noe
darligere ved synkronisering enn ved naturlig brunst. I de
senere ar er det imidlertid utviklet opplegg for synkroniser-
ing som gir meget nar samme drektighetsresultat som ved
naturlig brunst. (Holtan og emdarbeidere 1977, Hanzel og Beal
1979).

Wright (1981) har jevnfgrt drektighetsresulter ved eggover-
fgring i praksis og har fatt fglgende resultater:

- Drektighets-prosent ved innlegging pa& synkroniserte Kkyr
59% (1784 kyr).

~ Drektighets-prosent ved innlegging p& kyr med normal
brunst 58% (661 kyr).

Hvis en har metoder for korttids,- eller

)

langtidsoppbevaring av egg, slik at en
E l har egg til disposisjon nér mottaker-
dyra er brunstige, vil det strengt

av eggéne ved
379C eller langtids-
lagring i flytene N.

synkronisering av brunsten.

E. Oppbevaring av befrukta egg.

Av mange Arsaker er det ngdvendig & kunne oppbevare embryoene
en tid f¢r de legges inn pd mottakerdyret. Det kan f.eks. ta
noe tid fra oppsamlingen inntil en rekker fram til mottaker-
dyret. Oppbevaring vil ogsa vare ngdvendig ved kjgnnsbestemm-
else, in vitro befruktning og ved deling av embryo i samband
med kloning (se kapittel III).
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Embryo kan temporazrt oppbevares i bgren til kaniner (Seidel
1981), men mest vanlig er det & oppbevare de in vitro i
substrater.

Substratet m& vere slik at det gir mulighet for celledeling
(vekst) hos embryo, men det kan ogsd vere ngdvendig & endre
miljget slik at en stopper utviklingen.

De fleste media gir muligheter til oppbevaring av embryo fra
noen minutter og opp til et dggn. Embryo hos storfe, sau og
geit tolererer kjgling ned mot 0°C i noen dager uten nevnever-
dig tap, mens fostre av svin ikke kan kjsles lengre ned enn
til 15°C (Betteridge 1977).

Eggene vil i de fleste tilfeller gjennomgd 1, men ofte 2 eller
flere celledelinger mens de oppbevares i substratet.

De viktigste ytre faktorer er temperatur, pH, osmotiske
forhold samt oksygeninnhold.

F. Dypfrysing av eggene.

Det var 1 1972 at Whittingham og medarbeidere fgrste gang
lykkes med & dypfryse embryo. Senere er ‘denne teknikken
utviklet slik at en i dag rekner med en overlevingsprosent pa
over 70.

For & motvirke skade pd cellene under nedfrysingen har det
vist seg mest effektivt med tilsetting av glyserol. En har i
denne sammenheng hgstet mye erfaringer fra dypfrysing av sad.

Tempoet ved selve nedkjglingen viser seg & vere svert viktig.
Fordi et embryo er en sdvidt stor partikkel jevnfgrt med
spermier, md nedkjglingen skje over en lengre tid. Som vist i
Fig.1l oppndr en best overlevingsprosent nir temperaturen
senkes med ca. 1°C pr. minutt. Ved frysing av kvite, - eller
r¢de blodlegemer skal som vist i Fig.l nedkjglingen ga mye
raskere.
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Figur.l

Sammenhengen mellom temperatur ved nedfrysing av embryo og
blodceller, og overlevingsevne (etter Leibo og medarb. 1978).

En har lite erfaring med andre oppbevaringstemperaturer enn
det som tilsvarer flytende N, dvs. -196°c.

Hvor lang tid embryoene kan oppbevares nedfrosset vet en ikke,
men Lyon og medarbeidere (1981) rapporterer samme drektighets-
resultat av embryo som har vert dypfrossent i 5 ar jevnfgrt
med hva han fikk ved implantering av egg som var oppbevart i
substrat inntil 24 timer etter oppsamlingen. En antar na at

eggene kan oppbevares dypfrosne over flere ti-ar.

Hvor raskt opptiningen skjer,viser seg & ha stor innvirking pa
overlevings-prosenten til eggene. Forsgkene viser at det
optimale tempo under tiningen er avhengig av tempoet ved
nedfrysingen.

Et praktisk problem ved bruk av nedfrossen embryo er det
forhold at de for innlegging m& vaskes rene for glycerol.
Embryo m& derfor fg¢r innleggingen tas ut av strdet for "vask-
ing".

Metodikken med bruk av dypfrosne embryo er etter hvert blitt
utviklet slik i USA at innleggingen n& kan skje ute i beset-
ningene etter omtrent samme metode som ved KS.
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. Innlegging av eggene

zagg Erfaringsmessig er en kommet til at det
gunstigste tidspunkt for innlegging er 1-3
dager etter opphgr av brunsten for ku,

geit og sau, mens 1-2 dager er det
Innlegging av egg.
1dag mest vanlig
giennom cervix.

optimale for svin.

Ved innlegging av noe "eldre" egg (embryo) vil en ikke ha
nevneverdig nedgang 1 overlevingsprosenten hos ku. om en
utsetter innleggingen til mellom dag 5 og 10. De fleste

innlegginger pr. ku skjer idag mellom dag 5 og 8. Hos svin gar

imidlertid overlevingsprosenten ned om en legger inn eggene
senere enn pd dag 6. Hos purke har det ellers vist seg at det
er viktig hvilken side av bgren eggene deponeres i. Hvis en
deponerer fostrene i det motsatte bgrhorn til den eggstokk
der ovulasjonen har skjedd, blir resultatet mye darligere.
Dette er pdvist av en rekke forskere. Hos purker lgsner det

alltid egg fra begge eggstokkene.

Undersgkelser av Betteridge (1977) viser ellers at en oppndar

stgrst drektighetsprosent om en legger inn 2 egg. Dette har

resultert i en drektighetsprosent pa 75, (det har da veart
nyttet egg med en overlevingsprosent pa 50-60).

Hvilken innvirkning utviklingsstadiet til eggene har for
drektighetsresultatet gdr fram av en undersgkelse av Wright
(1981) basert pa et stort tallmateriale.

Utviklingsstadium Drektighets-%
Morulastadium 44
Sen morula 53
,_<£§\\ Tidlig blastocyst 65 A
: Blastocyst 66

Drektighets-
undersgkelse. Sen blastocyst 64 9 mndr-
- senere.
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Siden 1976 har det vert en gradvis overgang fra innlegging ved
operativt inngrep til innlegging gjennom cervix. I USA var det
i 1981 mer enn halvparten av alle overfgringer som skjedde ved
innlegging gjennom cervix.

De fleste undersgkelser indikerer noe bedre drektighetsresul-

tat ved kirurgiske inngrep, men metoden har savidt mange
svakheter at den ser ut til & ga ut av bruk.

H. Eggproduksjon pd slaktekyr, - produksjon av tvillinger.

Transplantering er svart arbeidsintensiv og krever i tillegg

hggt kvalifisert personale, metoden blir derfor svart kostbar.

Fra USA foreligger det 4 ulike kalkyler over kostnadene ved
transplantering (Seidel og medarb. 1981). Kostnadene varierte
mellom 2348 og 2788 dollar. Fra Vest-Tyskland foreligger det
et kostnadsoverslag utarbeidet av Brem (1979). Han kom fram
til en utgift p& ca. 4 tusen kroner pr. kalv. Tilsvarende
beregninger er presentert av det engelske tidsskriftet The
Economist i 1979 som konkluderer med en kostnad pr. kalv pa
3800 kroner.

I alle disse kalkyler er det oppsamling av egget som utgje¢r
den stgrste posten. Fordi en her plasserer verdifulle kyr pa
spesielle klinikker og fordi en stor del av disse kyr far
reproduktive forstyrrelser i samband med superovulasjonen blir
det svert store kostnader pr. egg. Det er derfor ikke over-

raskende & finne at denne metoden bare har fitt noe omfang i

samband med spekulasjoner pd livdyrmarkedet.

Som nevnt s.6 er det i Irland gjort forsgk pad & ¢ke tvilling-
frekvensen ved hjelp av transplantering. Ved en slik problem-
stilling kan kostnadene ved selve eggproduksjonen bringes ned
til et minimum. Under forhold hvor det er mangel pad spedkalv
kan metoden da muligens bli konkurrarnisedyktig.
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Det var i &rene 1975-79 en viss frykt for at vi her i landet
ville f& for 1lite spedkalv for & tilfredsstille behovet i
storfekjgttproduksjon. Vi snakket om at spedkalvreserven var
oppbrukt.

Denne frykt ga argumenter for & ¢ke kutallet, men samtidig
gkte vi slaktevektene, og pa toppen av dette ble subsidiene pé
kjgttet redusert slik at prisene gkte betydelig. Disse forhold
resulterte i et overskudd isteden for mangel pa storfekjgtt.

En diskusjon om & nytte eggtransplantering for & kunne gke
tvillinghyppigheten kan derfor pa& navarende tidspunkt synes
malplassert. Faktum er imidlertid at det her i landet i 1979
for alvor ble diskutert & starte opp undersgkelser med sikte

pa & kunne gke tvillingfrekvensen pa denne miten.

Det er meget sannsynlig at vi ved fostertransplantering har en
metode til & ¢ke spedkalvtallet uten at vi behgver en til-
svarende gkning av kutallet,

Tabell 1 gir et begrep om hvilke muligheter vi her har for
gkning av tvillinghyppigheten. I dette forsgket ble det lagt
inn 2 eqgg, ett i hvert bgrhorn, men videre hadde de et for-

spksledd der de 5 dager etter inseminasjonen la inn et 5

dagers embryo i tilleggq.

Tabell 1.

Resultater fra et forsgk med det formdl & gke hyppigheten av
tvillingfg¢dsler. (Etter Anderson 1979).

5 dager etter siste Dyrene ble inse-

brunst ble det lagt minert,men i til-

inn 2 befrukta egg legg ble det 5

(fostre) dager senere lagt
inn ett befrukta
egg (embryo)

Kyr Kviger Kyr Kviger
Antall dyr 21 21 17 18
% drektige 71 81 71 50

$ tvillingfgdsler 71 73 82 56




15

Som det gar fram av tabellen er det ved en kombinasjon av

kunstig szdoverfgring og eggtransplantering mulig & oppnd en

meget hgg frekvens av tvillinger.’

Beredskapsplan. Tenker vi oss transplantering brukt for a

"produsere" tvillingpar)blir det ikke lenger samme krav til
mordyrene. Hvis vi tar sikte p&d & produsere spedkalver for
kj¢ttproduksj05 kan vi se bort fra avstamningen til me¢drene.
Dermed kan vi konsentrere "eggproduksjonen" pé& slaktekyr og
sdledes bli i stand til & produsere embryo til kostnader som

ligger langt under det som er vanlig i samband med eggtrans-
plantering idag.

Vi kan her tenke oss fglgende opplegg:

1. Unge kyr som utrangeres vil som regel ikke vere insemi-
nert. Ved innmelding av slike slaktedyr gis det opplys-
ning om dato for siste brunst.

2. Et visst antall dager fg¢r neste brunst blir kyrne sendt
slakteriet og oppstallet pad et spesielt fjgs. Kyrne blir
superovulert og senere inseminert med herefordsad.

3. Fem til seks dager etter inseminering blir kyrne slaktet
og eggene spylet ut og dypfrosset.
Zeilmaker og Verhamme (1979) har vist at oppsamling etter
slakting byr pad mange fordeler.

4. Fem dager etter inseminering blir det 's& pa en del av
mjglkekyrne lagt inn et egg som er en kryssing, feks.
(NRF x Hereford).

Eggproduksjon basert p& slaktekyr er fullt forsvarlig ndr vi
som i dette tilfelle ikke har noe behov for avstamningsopplys-
ninger. Alle avkom etter transplantering skal jo brukes i
kjgttproduksjon og er lett kjennlige fordi de har kvitt hode.

Denne metoden skulle lede til minimale produksjonskostnader
pr. egg, og metoden skulle ogsd gi oss et tilstrekkelig antall
befrukta egg. Som nevnt s.{ rekner Gordon med en kostnad pa ca.

1 pund Sterling pr. befrukta egqg.

3
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Idag rekner en med 5-6 drektigheter pr. superovulering, og det
skulle saledes ikke vare noe problem & produsere det ngdven-
dige antall egg.

La oss anta at 30 tusen kyr ble satt inn i eggproduksjon for
slakting. Dette ville teoretisk sett gi grunnlag for 180 tusen
tvillinger, eller tvillingpar p& ca. halvparten av kyrne.
Dette er selvsagt langt mer tvillingfgdsler enn hva som kan
bli ngdvendig, men illustrerer at metoden teoretisk sett
skulle gi oss sa mange kalver som vi i det hele tatt kan ha
bruk for.

Komplikasjoner. Det er sannsynligvis mange problemer i samband

med et slikt opplegg, og mye forsknings- og utviklingsarbeide
gjenstar f¢r et slikt system eventuelt kan tas i bruk i
praksis.

Av slike spgrsmal kan nevnes:

° Redusert mjglkeavdrdtt i samband med tvillingfgdsler.

En har forholdsvis gode estimater av den innvirkning
tvillinger har bade pad inneverende drektighet og etter-
fglgende laktasjon. Det totale tap i redusert avkastning
har Syrstad (1974) anslatt til 250 kg, men etter som en
heller ikke har férkostnader pa denne produksjon betyr
det ikke si mye rent gkonomisk sett med den avdrattsevne
vi har hos kyrne idag.

e Kalvingsvanskeligheter i samband med tvillingfgdsler.
De resultater som er referert fra litteraturen varierer
en god del, fra ingen ekstra kalvingsproblemer til
betydelig mer kalvingsproblemer med tvillingfedsler.

® Tilbakeholdt etterbyrd.

Tidligere var det erfaringen at tvillingfgdsler ledet til
mer tilbakeholdt etterbyrd. N&, med bedre £féring synes
denne effekten & vere redusert i betydelig grad.
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° Sterilitet hos kvigekalv fgdt som tvilling med okse.

Hos ulikekjgnnete tvillingpar er som kjent 90% av kvigene
sterile, men vil det samme vare tilfelle nd&r vi legger
inn et embryo i tillegg til insemineringen? Den fgtale
placenta hos de to kalver vil jo i dette tilfelle vare
"ubeslektet" og kanskje far vi en annen frekvens av
sammenvoksning.*

® Drektig bare med det foster som ble innplantert.
Etter inseminering + fostertransplantasjon vil vi i 30%
av drektighetene f& bare en kalv. I halvparten av disse

tilfellene vil kalvene trolig vere en kjpttfekryssing som
sdledes ikke kan nyttes for rekruttering av besetningen.

I. Den gkonomiske konsekvensen ved eggtransplantering.

Den biotekniske nyskapning som er kommet nzrmest en praktisk
anvendelse er apenbart overfgring av embryo.

Etter at interessen for livdyreksporten til Amerika bré&tt tok
slutt, har en begynt & drgfte den plass dette hjelpemiddel kan
tenkes & fa i framtidens husdyravl.

De mulige avlsmessige fordeler/gkonomiske konsekvenser ved
slik transplantasjon er behandlet i flere arbeider. **

De mulige avlsmessige Kkonsekvenser av fostertransplantering
kan struktureres slik:

* Regner vi som et tankeeksperiment at det pa 50% av kyrne ble
lagt inn et egg noen dager etter inseminering, ville vi
fa dette talleksempel:
50% x 70% drektighet = 35% drektige etter KS +
eggoverfgring
35% x 70% tvillingfrekvens = 24,5% av kubestanden
drektige med tvillinger
Ulikekjgnnet tvillinger = 12,2% av kalvingene
Freemartine tvillinger = 11% av kalvingene
Sterile NRF.kviger i 5,5% av tilfellene.

** gkjervold (1974), Cunningham (1976), Van Vleck (1976),
Petersen og Hansen (1977), Van Vleck (1981), McDaniel og
Cassell, (1981), Smith (1982).
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- Okt seleksjonsintensitet blant hunndyr pd& grunn av stgrre
formeringsevne.
- @kt sikkerhet ved utvalg av avlsdyr pd grunn av:
- mulig avkomsgransking av hunndyr
- mulig & foreta en fullsgskentest

- @kt effektivitet innen kryssingsavlen.

- @kt tvillingfrekvens.

1. okt seleksjonsintensitet blant hunndyra.

a. Seleksjon av mgdre for rekruttering av hunndyr.

I storfeavlen blir det idag satt pd n®rmere 90% av kukalvene.
Seleksjonsdifferansen pd leddet mgdre-d¢tre er derfor minimal.
Ved transplantering kunne en kanskje greie seg med & sette pa
bare en tredjedel eller kanskje en fjerdedel av kyrne. Dette
ville representere en flerdobling av seleksjonsdifferansen pa
dette leddet.

Fordi leddet mgdre-dgtre ikke medvirker til mer enn ca. 10% av
avlsframgangen, vil ikke eggtransplantering for rekruttering
av kubsetanden resultere i noen nevneverdig effektivisering av

avlen,

Van Vleck (1976) har sgkt & estimere hvor mye det over en
10-4rsperiode er verdt pr. d4rsku om en ved hjelp av egg-
transplantering kunne bli istand til &4 rekruttere besetninger
ut fra den beste 10% av kyrne, i steden for som na den beste

90%. Beregningene viser at en under amerikanske prisforhold
for slik teknikk kunne betale 10,70$ pr. ku og ar.

Som vi ser (s.13) er dette bare en brgkdel av det det koster &

transplantere et egg. Det er med andre ord lite sannsynlig at

eggoverfgring kommer til 4 f& sd stort omfang at en kan basere

Estimering av ste¢rrelsen av moreffekten. X p°

rekruttering av kubestanden p&d denne teknikk.

En har trolig dekning for denne konklusjon ogsd nadr det

gjelder kjgttfeavl, smdfe- og svineavl. Innenfor hesteavl



19

(sportshest) kan det ¢gkonomisk sett bli mulig a betale langt

mer for eggtransplantering.

I denne betrakningen er det ikke tatt omsyn til at ved bruk av
superovulering/eggoverfg¢ring for rekruttering av kubestanden

lett kunne fa frigjort halvparten av kyrne for produksjon av

kjpttfekryssinger. Tar en omsyn til dette, kan en sannsyn-

ligvis tdle flere ganger den embryo-pris som Van Vleck kalku-

lerte med.

b. Seleksjon av mgdre for rekruttering av hanndyr.

Etter som dette leddet (f.eks. oksemgdre) bidrar forholdsvis
mye til avlsframgangen og fordi omfanget av transplanteringer
kan begrenses til potensielle elitedyr, er det Dbedre
ﬁuligheter for & kunne mestre den ¢konomiske side ved
transplanteringen.

Den avlsmessige gevinst ved & kunne gke seleksjonsintensiteten
blant oksemgdrene, avhenger i betydelig grad av den selek-
sjonsintensitet vi har fra fgr.

Hvis f.eks. tilslutningen til kukontrollen er savidt liten at
en md nytte beste 5% av kyrne til oksemgdre, vil det bety en
pkning av seleksjonsdifferansen med hele 29% om vi takket vare
embryotransplantasjon kan bli istand til & selektere sa sterkt
som den beste 1% av kyrne. En tilsvarende 5-dobling av selek-
sjonsintensiteten ved & %; fra beste 1% til beste 0,2% av
kyrne vil gke seleksjonsdififferansen med 19%. Cunningham (1975)

har illustrert dette i tabell 2.

\



20

Tabell 2.

Virkninger av eggtransplantasjoner p& seleksjonsdifferansen
ved utvalg av oksemgdre (etter Cunningham 1976).

Aktuell seleksjons-

intensitet for Antall oksekalver pr. eliteku pr.ar
oksemgdre 1 5 10 15

% selekterte Relativ adrattsevne

Svak (beste 5%) 100 131 141 147
Moderat (beste 3%) 100 127 136 141
Sterk (beste 1%) 100 117 125 125

Med utgangspunkt i normale forhold, er det siste linje i denne
tabellen som er av interesse, og st¢rre kull enn 5 oksekalver
pr. superovulert ku er ikke realistisk. Altsd kan superovuler-
ing av elitekyr neppe resultere i mer enn 17% ¢gkning i selek-
sjonsdifferansen, Néﬂ\representerer leddet oksemgdre - sg@gnner
ca. 1/4 av avlsframgangen. Superovulering av oksemgdre vil
derfor kunne resultere i en g¢gkning av avlsframgangen med ca.
5%.

Med de kostnader en har ved fostertransplantering idag, er det
vel bare savidt at avlsgevinsten ville dekke kostnadene med

superovulering/fostertransplantasjon.
Innenfor svin- og smafeavlen der en har stg¢rre formeringsevne

hos hunndyr, ville det trolig vezre enda mindre & vinne ved
slik teknikk.

2. @kning av sikkerheten ved avlsdyrutvalget.

I praktisk husdyravl er det som kjent sjelden en kan gjgre
bruk av avkomsgransking av hunndyr. Dette skyldes ikke bare at
antallet avkom ofte er svert lite, men skyldes ogsd risiko for
systematiske feil p& grunn av maternal effekt eller fordi en
kan ha signifikant dominanseffekt innen grupper av fulls¢sken,
men framfor alt at hunndyra blir for gamle fg¢r de rekker & bli

avkomsgranska.
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Ved en eventuell overgang til transplantering kunne en gke
antallet avkom vesentlig, og saledes ogsa kunne fa avkoms-
granska hunndyra ved en lagere alder. Det kunne ogsd i samband
med superovuleringen komme pd tale & inseminere med en "stand-
ard sadblanding". Dermed kunne en fa flere fedre bak avkoms-
gruppen, og fordi en far endel halvsgskery vil eventuell
dominanseffekt bli mindre utslagsgivende. Etter som embryoene
blir baret fram av flere forskjellige hunndyr’plir det heller

J.
ikke systematisk maternal effekt mellom avkomsgrupper.

Selv om en baserer superovulasjonen pa kviger) vil giverne
allerede ha fullfgrt 3.laktasjon ved det tidspunktet avkoms-
gruppen har fullfgrt 1.laktasjon. Avhengig av arvbarheten ma
en ha fra 10 til 15 avkom for a fa tilsvarende informasjoner
om kuas avlsverdi, som det en kan slutte ut fra 3.laktasjon.
Slik avkomsgransking kan under ingen omstendigheter omfatte
mer enn en liten del av kyrne fordi en mda ha en stor andel av

kyrne til & bare fram fostrene.

Vi kan vel fort bli enige om at superovulasjonen bare i
beskjeden grad vil kunne gke sikkerheten i avlsdyrutvalget i
mjglkeproduksjonen.

Innenfor kjgttfeavlen er trolig denne effekten noe stgrre. Nar
det gjelder egenskaper slik som veksthastighet, fdrutnyttelse
og slaktekvalitet, vil en ved bruk av superovulasjon/foster-
transplantering kunne ha riktige informasjoner om avkommet ved
det tidspunkt mordyret starter sin 2.laktasjon. En vil her
videre kunne ha informasjoner om viktige egenskaper en ikke
kan teste pad mordyret (slaktekvalitetsegenskapene).

Selv om vi her p& grunn av transplantasjon far viktige
informasjoner som grunnlag for avlsdyrutvalget, synes kostnad-

ene ved embryotransplantering ennd & vare alt for hg¢ge jevn-

fprt med mulig avlsgevinst.
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3. Okte muligheter for utnyttelse av heterosiseffekten.

Ved bruk av eggtransplantering vil det i praksis ikke vere
noen slektskap mellom fosteret og det dyr som barer fram

fosteret.

Dette betyr at vi pa en forholdsvis enkel mite kan kombinere
full maternal heterosiseffekt med full heterosiseffekt for

produktegenskaper.

Vi kan f.eks. legge inn kryssingsfostre etter to utvalgte
kjgttferaser pd mjglkekyr som er kryssing mellom to fremrag-
ende mjglkefepopulasjoner (eller pd kyr fra syntetiske popula-
sjoner).

En tilsvaende strategi kan selvsagt tenkes innenfor kjgttfe og
innen andre kjgttproduserende husdyr.

Vinningen ved et slikt avlsopplegg vil selvsagt kunne variere,
men det skulle ikke vere vanskelig &4 estimere vinningen ved en

slik avlsmetode jevnfgrt med vanlige avlsopplegg.

De mulige fordeler ved et slikt hybridopplegg er sannsynligvis
savidt store at en kunne bare stk¢rre kostnader pr. foster-
overfgring enn det Van Vleck (1976) antydet i samband med
seleksjon av kumgdre (se s.18 )

Ellers vil bruk av embryotransplantering gjgre det enklere &

omga de problemer vi mgter med negativ genetisk korrelasjon.

Ved eggtransplantering vil det sdledes i praksis bli enklere &

praktisere opplegg med spesialiserte far-og morlinjer.

4. @kt tvillingfrekvens.

Det skulle vare forholdsvis greitt & estimere tilleggsverdien

av en tvillingkalv pd grunnlag av eggtransplantasijon.
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Vi f4r da fg¢lgende regnestykke:

Utgift Inntekt

Verdien av en ekstra spedkalv X

Kostnad ved innlegging av embryo
(2 "insemineringer") X

Redusert mjglkeavdratt hos kua

»

Tap pga. 1 steril kvigekalv pr. 5
tvillingkalver ekstra

@kt forutgifter (fostertillegq)
Mulige tap ved gkte kalvingsvansker
BALANSE: Det en kan betale for 2 fostre

L

Det er sannsynlig at denne form for transplantering tédler

hggre transplanteringskostnader enn de foregdende anveldelses-

metoder.

5. Estimering av maternal effekt.

Transplantering av embryo, og spesielt i kombinasjon med
kryssfostring, gir oss de aller beste muligheter til & esti-

mere maternal effekt.

Ved denne teknikk kan vi lett skille prenatal effekt fra

postnatal maternal effekt. Transplantasjon kan sadledes i

enkelte tilfeller medvirke til en sikrere estimering av

avlsverdien.
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Et resymé av disse betraktninger er illustrert i Figur 2.
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Figur 2.
Mulige fordeler ved bruk av eggtransplantering i storfeavlen
(etter Skjervold 1974).

De stgrste mulighetene ved superovulering/transplantasjon i
storfeavlen ligger sannsynligvis i ¢kning av tvillinghyppig-
heten, og spesielt gjelder dette kjgttfeavlen der formerings-
evnen til hunndyra i vesentlig grad innvirker pa& produksjons-
kostnadene. Metoden kan ogsa, spesielt innenfor kjgttfeavlen,
bli viktig ndr det gjelder en effektiv utnyttelse av hetero-
siskomponentene.

Det er imidlertid vanskeligere & se noen betydelige fordeler
ved denne teknikk innenfor svin- og smafeavlen, - dette bl.a.
fordi formeringsevnen blant hunndyra er s& mye stgrre enn hos
storfe.
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Transplantering kan derimot meget vel bli aktuell innenfor
hesteavlen. Vi har her visse gkonomiske 1likhetstrekk til

avlsdyreksporten av eksotiske kjpttferaser.

Na er det ikke usannsynlig at superovulering/fostertransplan-

tering i kombinasjon med skreddersydde avlsopplegg meget snart

kan komme til anvendelse i praktisk storfeavl. Denne problema-
tikken er drgftet i neste kapittel.

J. Spesielle avlsopplegg basert pd eggtransplantering

Utviklingen innenfor transplanteringsteknikken har n& kommet
sa langt at en begynner & tenke seqg spesielle avlsopplegg
basert pa denne formeringsmetoden.

Vi skal i denne sammenheng kort referere et forslag til et
slikt avlsopplegg fremsatt av Nicholas og Smith (1983) (Dette
opplegget er kalt MOET-systemet, en forkortelse av Multiple
Ovulation and Embryo Transfer).

Nicholas og Smith har pd& grunnlag av modellberegninger jevn-
fgrt effektiviteten av et tradisjonelt avlsppplegg (avkoms-

granskingen i kombinasjon med en omfattende kukontroll) med et

MOET-system begrenset til en enkelt besetning pad ca. 250

mjolkekyr.

De rekner med at en 1 rasjonelle seminavlsopplegg maksimalt
kan oppnd en avlsmessig framgang for mjglkeavdratt pad ar pa 2%
pr. ar.* De minner likevel om at en i svart mange populasjoner
har en avlsframgang p& ca. 0,5% pr. 4r. Van Vleck (1981) sier

i denne sammenheng:

* Fordi seleksjonen ogsa omfatter andre egenskaper enn
mjplkeavdratt kan en i praksis ikke forvente stort mer enn
1% avlsframgang pr. ar (Syrstad 1974).
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"Proper application of AI could increase genetic progress
for milk yield to a 4 times what has occured".

"Selection for sires of sons and sires of cows has not
been nearly as intense as recommanced according to
theory".

Dette avlsopplegg (MOET) er karakterisert ved:

1.

Sterk reduksjon av generasjonsintervallet jevnfgrt med

vanlige avlsopplegg.

Reproduksjon av hunndyr baseres pa kviger selektert etter
avstammning og slektninger i sideledd.

Kvigene superovuleres ved 12 mndrs. alder og insemineres
med "eliteokser". Avkommet etter eggtransplanteringen
blir fg¢dt nar den genetiske mor er 1,8 Ar (generasjons-
intervall mgdre-dgtre = 1,8 &r).

Seleksjon av oksemgdre baseres pd 1l.laktasjon, pa avstam-
ning samt pa slektninger i sideledd. Superovuleringen
skjer altsd ved en alder pa 1 ar + én drektighet + 1
laktasjon, dvs. ved ca. 35 mndrs. alder. Mgdrene er altsa
3,7 ar nar se¢nnene fgdes (L=3,7 ar).

MOET-systemet m& pa& grunn av vesentlig kortere genera-

sjonsintervall tolerere mindre sikkerhet nar det gjelder

vurderingen av avlsverdien.

Seleksjon av oksemgdre baseres altsd pa bare ett av-
drattsdr + avstamning samt slektninger i sideledd. Enna
stgrre reduksjon i sikkerhet pa avlsdyrvurderingen far vi
hos mgdre til hunndyr der vi ikke har noen egenavdratt
hos mgdrene.

Denne minsking i sikkerhet er ifglge Smith (1982) kompen-

sert gjennom reduksjon av generasijonsintervallet.

Seleksjon av oksene er basert p& avstamning og ett
avdrdttsdr til mgdrene, samt p& avkastningen fgrste ar
til fullsgstre (fra samme superovulering) og fra halv-

spstre (andre superovuleringer).
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4. MOET-systemet er konsentert til &n stor Dbesetning. I
kalkulasjonen er det forutsatt 224 kyr.
Fordi det aktive dyretallet er sa lite er det overkomme-

lig & foreta detaljerte registreringer som ogs& kan
inkludere f6rutnyttelse.

5. MOET~systemet er "selvforsynt" med registreringer slik at

en ikke er avhengig av en omfattende kukontroll. En har

sdledes avstdtt fra & bruke det viktigste av alle hjelpe-
midler i seminavlen, nemlig avkomsgranskingen.

Selv om en her er avhengig av en omfattende bioteknikk
(superovulasjon, eggoverfgring osv.), blir disse utgift-
ene smd jevnfgrt med det en sparer pad kukontroll.

Nicolas og Smith forutsetter at en starter med en besetning av
kviger etter eliteparinger (elitekyr x eliteokser). Om ngdven-
dig bg¢r en importere elitedyr fra andre populasjoner.

I hvert av de fgrste 4 arene selekteres henholdsvis 15, 15, 10
og 10 dyr for superovulasjon. Disse blir inseminert med sad
fra de 5-10 beste avkomsgranska okser innenfor USA, Canada,
New Zealand og Storbritannia.

Ved gjentatte superovuleringer rekner de med i middel ca. 9

kvigekalver pr. mordyr og ar.

Ved en slik foredlingsstasjon far vi en aldersstruktur slik
det er vist i tabell 3.

For kyr, der en bare har en superovulasjon er det reknet med 4
effektive kukalver pr. giver (mordyr). Disse kyr forutsettes
inseminert med de ungokser innenfor avlsenheter som er for-
ventet & ha den hggste avlsverdi (vesentlig pa grunnlag av
avstamning og sgskentest).

For & unngd@ vanskene ved seleksjon p& grunn av overlapping av
generasjonene jdeler en opp superovuleringen i 4 kvartaler,
slik at seleksjonen av kyr for superovulering er de 8 beste av
32 isteden for de 32 beste av 128.
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Denne plan forutsetter at det settes pd en ungokse pr. "kull"
(superovulering) og at ungoksene blir beholdt inntil en har
fatt dypfrosset tilstrekkelig med szd etter dem.

Innenfor kvartal-grupper selekteres en okse fra beste kull (1
av 16) sammen med de 16 fgrstekalvskyr som har den beste
indeks.

De 16 selekterte fgrstekalvskyr er inseminert med szden fra
den selekterte okse eller fra en av toppoksene i de to fore-
gdende kvartal-grupper. Fordi en opererer i tidsintervall pd 3
mndr. blir altsa ikke fgrstekalvskyrne paret om igjen fg@r en
kjenner laktasjonavdrdtten deres (det blir altsd et svert

langt kalvingsintervall).

Smith (1982) kalkulerer med en genetisk framgang for mjglke-
avdratt pd 2,26% pr. &r i et slikt opplegg, dette jevnfgrt med
en framgang pa 2,0% ved et effektivt opplegg som bygger péa
kukontroll og avkomsgransking.

Det er forutsatt at en slik foredlingsstasjon, skal rekrut-

tere oksematerialet ved seminstasjonene. Fordi en har s& stor
avlsframgang og fordi en ikke tar sikte pa avkomsgransking,
vil en skifte ut seminoskene etter en kort tid, og erstatte de

med "yngre og bedre".

Dette opplegget innebarer en gkning av innavlskoeffisienten pé
0,3% pr. ar, eller omtrent 3 ganger det en har i et ordinart
avlsopplegg. Det er i beregninger av avlsframgangen korrigert
for dette, men likevel vil det trolig en gang iblant bli

ngdvendig & nytte en avkomsgranska eliteokse.
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Tabell 3.
Antall hunndyr i de ulike aldersklasser i en MOET populasjon
(Etter Smith 1982).

Alder i Ar

Kontrakt-

0-1 1-2 2-3 3-4 4-5 paringen
Ar Kalver Drektige 1.lakt. 2.lakt. 3.lakt, ved MOET
1 15
2 128 15
3 128 128 10
4 88+50* 128 128 10
5 88+50* 128 128 MOET 32**
6 128+100* 128 128 MOET 32** 32
7 128+100* 128 128 MOET 32** 32
*

Avkom etter vanlig reproduksjon fra kyr som ikke ble
selektert for superovulasjon.

** De beste 32 kyr selekteres for superovulasjon i de senere
generasjoner

MOET-systemet ser spesielt interessant ut under forhold der en
har darlig utbygd kukontroll, slik at en har problemer med &
gjennomfgre avkomsgranskinger. P4 den annen side kan det synes

tvilsomt om en allerede har sd gode tekniske resultater ved

superovulasjon, at en kan satse et avlsopplegg fullt og helt
pa dette.

Na innebzrer MOET en sentralisering av storfeavlen i en hittil
ukjent grad. Et avlsopplegg som innebzrer at alt salg av

avlsokser blir overlatt til en livdyrprodusent, vil utvilsomt

bli vanskelig & markedsfgre.
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Denne sentralisering blir imidlertid tillagt positiv vekt av
Nicolas og Smith, idet de konkluderer med: "Finally and
perhaps the most important in achieving the responses possi-
ble, the breeding and selection would be under control of a
single agency, so that selection differentials on defined
breeding criteria could be realized in practise."

Ellers er selvsagt et s& sentralisert foredlingsopplegg
beheftet med risiko pd grunn av sykdom, som fplge av uhell,
eller pad grunn av feilaktige disponeringer.

Den vinningen som skulle ligge i nedbyggingen av kukontrollen
er vel ogsa tvilsom. Her i landet f.eks. har tilslutningen til
kukontrollen fortsatt & stige lenge etter at en kom opp pa det
nivd som var ng¢dvendig for samvirkeavlen. Som pavist av
Elvhaug (1982) er de fordeler bonden har av kukontrollen
savidt store at selv om en ikke tar med de avlsmessige for-

deler, vil en likevel ha dekning for kontrollutgiftene.

En avgjgrende svakhet ved MOET-systemet er at en ved & slgyfe

avkomsgranskingene far problemer med 4 f& tatt omsyn til

egenskaper med spesielt 14g arvbarhet (sjukdoms-egenskaper,
enkelte komponenter ved fruktbarheten osv.) MOET-systemet kan

likevel viser seg & vere aktuelt for private firmaer som

gnsker & g& inn i storfeavlen.

Nar en, pa tross av disse innvendinger, har gatt sividt mye
inn pa dette MOET-opplegget, er det fordi dette forslaget kan
vise seg 4 bli forlgperen til de avlsopplegg som blir aktuelle
ved det tidspunkt at splitting av embryo (kloning) eventuelt
introduseres i praktisk husdyravl. Denne problematikken vil

bli drgftet nermere i Kapittel II.
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IT. KLONING

"Sexual reproduction is a game of chance"
(G.E.Seidle 1980).

"Nevertheless, sexual reproduction has nearly always been
the winner in evolution"
(Maynard Smith 1978).

Gametene inneholder som kjent bare en tilfeldig halvdel av de
alleler vi finner hos henholdsvis mor og far. Dette resulterer
i et tilnermet uendelig antall genkombinasjoner. Den kjente
reproduskjonsfysiologen Seidle har derfor dekning for sin
pastand om at kjgnnslig formering er et "sjansespill".

Denne mangfold av genetiske kombinasjoner er p& samme tid en
"assuranse" for at det blant avkommet er genotyper som har

muligheter for & overleve,

Avlsleren er som kjent i alt vesentlig opptatt av mulighetene
for & kunne redusere frekvensen av ugunstige genkombinasjoner
blant avkommet. For dette formal er det utviklet avanserte
seleksjonsmetoder som jevnt og sikkert endrer genfrekvensen i
gnsket retning. Vi kjenner imidlertid ikke metoder der vi i
kombinasjon med kj¢nné£—formering er istand til & eliminere

den genetiske variasjon blant avkommet.

Kloning av pattedyr. Kjg¢nnet formering er &penbart viktig nar

det gjelder 4 oppnd en tilpassing til miljgforholdene, men
bidrar ogsa til gkt fitness og dermed evolusjon.

Med dette som bakgrunn kan det virke noe eiendommelig med den
store interesse vi i de senere ar har fatt nar det gjelder &

utvikle metoder for kloning av pattedyr (husdyr).

Ordet klon har vi fatt fra gresk sprak. Med en klon forstar en
et ungt skudd eller en kvist. Dette ordet har f&tt ulike

meninger, bl.a. ikke-kjgnnet formering, noe som resulterer i

genetisk sett identiske individer.
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Nar en 1 snever betydning snakker om kloning av pattedyr,
mener en transplantering av cellekjerner fra somatiske celler
til en oocytt eller et embryo som bestdr av bare en celle.
Ikke-kjgnnet formering eller kloning i videre betydning skjer
naturlig hos pattedyr nar embryo deler seg og gir opphav til
eneggede tvillinger og kanskje endog eneggede trillinger.

Det er flere metoder for kloning i den videste betydning av
begrepet, - nemlig at en oppndr genetisk sett identiske
individer. Vi skal i det etterf@glgende drgfte noen av disse

formeringsmetoder.

A. PARTHENOGENESE (jomfrufgdsel)

Med parthenogenese forstdr vi formering uten at avkommet

mottar noen gener fra spermier.

Dette er en kjent formeringsmetode hos l&gerestdende arter.
Det er ellers pavist hos en rekke hvirveldyr, men dog ikke hos
pattedyr.

Parthenogenese er kjent hos kalkun,men vi md& til krypdyrene

eller fiskene f¢r denne formeringsform blir mer vanlig.

I samband med utviklingen av eggcella er det pd flere stadier
hvor utviklingen i retning av normal haploid kjgnnscelle kan
forstyrres, slik at vi ender ocpp med en diploid sekundert
oocyt. (Se fig. 7).

Planmessig framstilling av parthenogenese ved en systematisk
undertrykkelse av reduksjonsdelinga (mitosis) ville kreve en
grundig kunnskap til mekanismen bak selve reduksjonsdelinga.
Undertrykking av reduksjonsdelinga og samtidig aktivering av
oocyten slik at den utvikles selv om den ikke smelter sammen

med sperm, ville kunne bli en ideell metode for kloning.
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Den aktivering som skjer i samband med befruktningen gjgr at
oocyttene hos de fleste hvirveldyr er pa vei bort fra den
kviletilstand (metabolisk) som gametene har befunnet seqg i. P4
dette tidspunkt er det 2. pollegeme skjgvet bort, og foster-
utviklingen starter (Fig. 8). Slik utvikling kan starte selv
uten tilstedevarelse av sperm, men det sperm som medvirker til
befruktningen er vanligvis det som setter igang prosessen. En
metode for & oppné& parthenogenese er & nytte spermier som
gjennom bestraling har fatt ¢delagt sin arvemasse. Denne
metode for gynogenetisk fremstilling av haploider har vert
nytter i avlsforsgk med laksefisk (Refstie og medarbeidere
1977).

Slik gynogenese kunne ogsa tenkes nyttet hos pattedyr, men da
fortrinnsvis ved in vitro befruktning, men hittil er det ikke

oppnadd positive resultater ved denne metoden.

Hos mus har en oppnaddd befruktning ved bruk av bestralte
spermier, men det har resultert i abnorme fostre. Hvis en
derimot bestrdler spermiene sterkere har de ikke vert istand
til & aktivere eggcella slik at celledelingen starter.

Hittil er det ingen som ved hjelp av bestrdling av spermiene

har 1lykkes med & fremstille parthenogenese hos pattedyr, men

forskerne mener fortsatt at dette burde vare mulig.

Det har vart forsgkt en rekke kjemiske midler for fremkalling
av parthenogenese hos pattedyr, men stort sett har de alle
slatt feil. At pattedyrene er de eneste hvor det ikke lykkes &
frembringe partheogenesg)indikerer at det av evolusjonsmessige
arsaker kan vare utviklet en barriere som hindrer partheno-
genese. Det er i denne sammenheng blitt antatt at spermiene i
tillegg til aktiveringen av egget og medvirkning til arvemas-

sen ogsd har en tredje oppgave, nemlig & medvirke til et

normalt diploid individ.

Denne hypotesen har vzrt forsgkt testet ved & ta bort spermier
etter at de har trengt inn i og aktivert eggcella, men heller
ikke dette leder til parthenogenese.
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B. IDENTISKE (ENEGGEDE) TVILLINGER

Eneggede tvillinger, trillinger osv., er eksempler pa at
kloning forekommer ogsa -hos pattedyr. Identiske tvillinger
oppstdr ved at en befrukta eggcelle deler seg i to celler som
hver for seqg utvikles til et individ. Det er en slik deling av
embryo pa 2.- eller 4.-cellestadiet som nd gjgres ved teknisk
inngrep og altsd er en form for kloning.

Ved & studere kjgnnsproporsjonen blant tvillinger er det mulig
4 f4 et estimat av frekvensen av eneggede tvillinger. Hvis vi
ikke har eneggede tvillinger og kjgnnsproporsjonen er 0,5,
skulle frekvensen av likekjgnnede tvillinger (L) vare 1lik
frekvensen av ulikekjgnnede tvillinger (U). P& grunn av
tilfeldigheter og pa grunn av fosterdg¢d vil en i praksis kunne
ha avvik fra dette l:1-forholdet uten at det skyldes forekomst
av eneggede tvillinger.

Hvis N er det totale antall tvillingpar) kan en estimere

frekvensen av eneggede tvillinger m ut fra formelen:
m = (L-U)100/N

Denne formelen forutsetter at kj¢nnsproporsj6nen er 0,5, men
feilen pa estimatet av m er ubetydelig salenge kjgnnspropor-
sjonen ligger innenfor intervallet 0,485 til 0,515.%)

Bulmer (1970) har pd samme m&te utviklet formelen for estimer-
ing av frekvensen av monozygotiske og frekvensen av dizygot-
iske trillinger. Resultatet fra en slik studie over kjgnns-
proporsjonen, samt frekvens av monozygotiske tvillinger og

trillinger hos sau er gjengitt i tabell.4.

*) Hos mennesker er ca. 5% av de likekjgnna tvillingparene
enegget, det tilsvarende tall er hos storfe ca. 7%.
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Tabell 4. Kjgnnsproporsjon samt frekvensen av monozygotiske
tvillinger og trillinger (Skjervold 1979).

Burd . Antall Kjgnnsproporsjon
Enkeltlam 1974-77 88658 49,23%0,16
Tvillinger " 158508 48,97+0,09
Trillinger " 15097 48,71+0,23

Av de likekjgnna tvillingparene er 0,91% monozygotiske
" " trillingparene er 0,55% "

De fgrste forspgk pa & dele embryoer med sikte pd kloning ble
gjort av Seidel 1952. Han delte (knuste) 2-celle-embryo hos
kanin og overfgrte de til hunner og fikk normal fosterutvik-
ling og levende-fgdte unger.

Senere er det utviklet en teknikk med mikrokirurgi for deling

av 2-celle-embryo' (Moustafa og Hahn 1978).

Delingen skjer ved hjelp av to mikromanipulatorer (Leitz), som
er koblet til et spesielt mikroskop. Ved hjelp av dette
instrument kan en ved mikropipetter skille cellene fra

hverandre.

Slike adskilte celler plasseres i en "surogat-zona pellucida",
nemlig i et agarmedium. Etterpd deponeres disse cellene i
bgren for noen dager. I lgpet av denne tida begynner de &
vokse samtidig som de skiller seg med overtrekket av agar. P&
dette stadium greier embryoene seg uten zona og de kan trans-

planteres til det hunndyret der fosterutviklingen kan skje.

Siden 1980 er det ved hjelp av denne teknikk foretatt et stort
antall slike manipuleringer innenfor bade storfe, sau og hest.
Separeringen av celler kan ogsd gjgres pd 4- og 8- "cellesta-

diet". Dette er i realiteten kloning i wvid forstand. Slik

teknikk kan ha betydning for fremstilling av genetisk like dyr
for forsgksformdl.

Det er ogsd antydet at slik form for ukjgnnet formering kunne
f4 praktisk betydning i noen husdyrarter. Med slik metodikk
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kunne en sidledes tenke seg & legge inn ett av fosteranleggene,
mens de andre dypfryses. Bare i de tilfeller hvor det f¢rste
individet viser en tilfredsstillende fenotype) er det sa&
aktuelt a utvikle de identiske genotyper som har vert fryse-
lagret.

Denne forskningen kan f& betydning for den videre utvikling
innenfor bioteknikken, men den umiddelbare praktiske (avlsmes-

sige) nytte synes avhengig av om en kan splitte igjen og igjen

etter som enkeltecellene har utviklet seg til 4- eller 8-
cellestadiet.

Dette er en savidt arbeidsintensiv metode at den neppe i
ner framtid kan bli gkonomisk regningssvarende innenfor selve
husdyrforedlingen. Den genetiske gevinst ved en slik metode
synes relativt liten jevnfgrt med kostnadene.

Derimot er det ikke usannsynlig at det vil kunne lgnne seg med
en slik produksjon av monozygotiske tvillinger, trillinger
eller firlinger for bruk i féringsforsgk.

C. FREMSTILLING AV FULLSTENDIGE HOMOZYGOTER VED HJELP AV
KLONING.

I kreft-terapien er det i de senere ar nyttet en cellegift

Cytochalasin B som har den egenskap at den hindrer celledel-

ing, mens delingen av cellekjernen skjer som normalt (se s.35
Dette stoffet vil sdledes kunne resultere i kromosomfordobling
(tetraploid).

Snow (1973) publiserte et arbeide der han behandlet 2-celle-
embryo med Cytochalasin B, og fant i ncoen tilfeller celler med
to kjerner. Etter fg¢rste celledling ble s& Cytochalasin B
vasket bort og celledelingen fortsatte med dobbelt sett av
kromosomer, slik at en fikk tetraploide fostre.

Disse resultater med bruk av Cvtochalasin B ledet til forsgk i
retning av & produsere diploide med utgangspunkt i haploide, -

altsd med utgangspunkt i egg og sperm. Hvis dette lot seg
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gjennomf¢rejville vi fa& individer som var fullstendig homozy-
gote. Slike individer ville vare bare hunnkj¢nn fordi homozy-
gote YY-genotyper er letale.

Hvis vi kan kalle et enkelt hunndyr for en linje, ville en hos
mus kunne produsere en fullstendig homozygot linje i legpet av
3 uker, mens det tar mange ar & fa til dette gjennom systemat-

isk innavl.

Alle eggene til en slik homozygot ville selvsagt vere ident-
isk. Hvis en derfor gjentar denne behandlingen av eggene med
etterfglgende transplantering av de kromosomfordobla eggene,

skulle en p& denne maten kunne f& en pattedyr-klon. Denne

teknikken er illustrert i Fig. 3.

Porensialet for en slik metodikk p& arter med lange genera-

sjonsintervall er meget interessant.

Figur 3

Produksjon av homozygote

diploide embryo. Venstre

side illustrerer hva som

skjer normalt ved utvikling

€ av et foster. Den store
ONA Syn tese sirkel illustrerer (egqg)-

/ﬂ"

cella, mens den lille
sirkel illustrerer kjernen.
Innen de smé sirkler er
merket hvilket kj@nn DNA-
inneholdet stammer fra.
F¢r5f£ milose Cy[achalasmB H¢yre side viser de ulike

ngen trinn i retning av utvik-
mitose lingen av et homozygot
@ ‘ diploid embryo. Som en ser,
fjerner en en av pronuclei

(pro-kjernene) ved hjelp av
ownA synlese i

mikrokirurgi fe¢r den feg¢rste

normale celledeling (mito-

se).

@ .‘ Sa settes det til Cyto-

P Fose chalasin B som resulterer i
nare mLLos.

kjernedeling, men ikke i
"F¢"‘5te /mfase celledeling. Etterpa

fjernes dette stoffet og
@@@ vanlig celledeling resul-

terer na i diploide celler,
men alt DNA stammer fra
mora. (Etter Brackett og

medarb. 1981).

DNA .sym/ese
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Teknikken ved fremstilling av homozygoter.

Den kirurgiteknikk som nyttes ved slik fremstilling av homosy-
goter er ikke vesens forskjellig fra den som nyttes i kloning,
- altsd ved transplantering av cellekjerner. (Se s. 112 b).

Det nyttes to mikromanupulatorer som holder pipettene som kan
beveges innenfor petriskdla der egget er plassert. En av
pipettene nyttes for a holde egget pa plass ndr en med den
andre pipetten gar gjennom zona pellucida for f.eks. & suge ut
den ene prokjernen. Det er understreket at det er viktig a
nytte svert tynne pipetter, - og det radet synes logisk. Det
er ellers nevnt at det er vanskeligere a oppdage og & fjerne
prokjerner fra egg hos storfe og hos svin. Dette fordi det er
en slags plommefarge hos cytoplasma.

De egg som en nytter for slike eksperimenter er oppsamlet noen
f4& timer etter befruktningen, pa det tidspunkt er de to
kjerner mest synlig.

Fgr en starter inngrepet);fjernes de omkringliggende celler ved
hjelp av en svak kjemisk opplgsning. Membranen til prokjernene
er elastisk og ganske sterk, slik at de kan suges ut av
cellemembranen uten a sprekke.

Behandlingen med Cytochalasin B varer noen timer og etterpé
starter den celledeling som resulterer i diploid embryo. In
vitro kan disse utvikles fram imot morulastadiet, men da m& de
transplanteres.

Det er allerede tusener av eggceller fra mus som har vert
behandlet pa denne maten, men bare et lite antall har resul-
tert i avkom. Inntil midten av 1981 var det bare Hoppe og
Illmensee (1977) som hadde dokumentert positive resultater ved
slik teknikk. Disse forskerne hadde fatt 7 museunger som
resultat av slik kloning. Det var her nyttet hanner med en
dominant fargetegning, slik at en helt sikkert kunne identi-
fisere de ungene som ikke hadde noen far!

To av de 7 ungene stammet fra den prokjerne som kom fra sperm.
Halvparten av spermiene er jo barere av X-kromosomer, og nar
det skjer en kromosomfordobling,far vi et hunnlig avkom som i
dette tilfelle har far men ikke noen mor.

De andre 5 avkom nedstammet fra den prokjernen som tilhgrte
egget. Dette viser at begge prokjernene kan fordobles og gi
opphav til diploid avkom. Disse dyrene har senere formert seg
p& normal mate.

Teoretiske begrensninger

Det forhold at en ikke har hatt stgrre tilslag i form av
levende unger kan ha sin arsak i den fullstendige homozygoti
vi har hos slikt avkom. Det faktum at en i alle fall har
lykkes, viser imidlertid at vi her har har en metode for
fremstilling av absolutt identiske avkom.
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I de forsgk som er referert ble det nyttet dyr fra innavlede
muselinjer. En md anta at problemene med letale i samband med
fullstendig homozygoti vil vare betydelig stgrre hos husdyr
der en ikke har sterkt innavlede linjer.

Hvis imidlertid slik metodikk ble forholdsvis rimelig, ville
vi her ha en unik metode nar det gjelder studier i gkt grad av
homozygoti. Etter som en her opererer med bare det ene kjg¢gnn,
er det selvsagt ikke mulig & vedlikeholde en slik homozygot
linje uten a gé‘veien om bioteknikk.

D. KLONING VED OVERFQRING (TRANSPLANTERING) AV CELLEKJERNER

Kloning ville representere det virkelige store gjennombruddet
avlsmessig sett, om vi kunne transplantere somatiske celle-
kjerner fra selekterte dyr til zygoter der en samtidig fjerner
prokjernene. Det er denne form for bioteknikk den amerikanske
journalisten D. Rorvik fantaserer om i sin bok "In his Image,
- the cloning of a man". Det er dette aspekt ved kloning som
har fgrt til de etiske innvendinger mot kloning.

N3a er imidlertid saken den at en ikke oppnar vekst av celler

som har fadtt transplantert somatiske cellekjerner. Arsaken til

dette er at en hos differensierte celler bare har en del av
genene i aktiv fase, mens stgrsteparten av genene (en antar
ca. 90%) er "slatt av".

Uten at en kunne bli istand til & retardere den differensier-
ingsprosess som har skjedd, har en heller ikke til disposisjon
de genetiske koder som er ansvarlig for vekst og utvikling av

et nytt individ. Det finnes grundige utredninger som konklu-

derer med at det ikke synes sannsynlig at en kan bli istand

til & oppnd vekst av celler hvis deres cellekjerner erstattes

med cellekjerner fra differensierte, - somatiske celler.
(Talmage 1979, Sakano et al. 1980).

Det lengste en hittil har kommet i denne sammenheng er de
resultater som er oppnadde av Illmensee og Hoppe (1981). Disse
forskerene gjorde fglgende: (Se fig. 4).
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Figur 4.

Illustrasjon av kloning ved transplantering av cellekjerner
fra en blastocyst til et befrukta egg der en samtidig har
fjernet de to prokjerner. Etter Illmensee og Hoppe (1981). Se
videre tekst side 41 og 43.

1. Ved hjelp av mikrokirurgi samlet de opp celler fra
blastocyster hos mus.

2. Ved en spesiell behandling fikk de cellene til & skille
lag slik at cellekjernene opptradte enkeltvis.

3. En slik cellekjerne ble ved mikrokirurgi plassert i en
befrukta eggcelle fra en annen mus, samtidig fjernet en

begge de to prokjerner (den som stammer fra egget og den
som stammer fra spermier).

4, Slike eggceller med nye cellekjerner ble dyrket i naring-
substrat.
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5. Nar celledelingene hadde kommet sa langt at embryo var
kommmet til blastocyt-stadiet ble disse embryo transplan-
tert til en tredje mus som bar fram ungene.

Illmensee og Hoppe fikk ved hjelp av denne metodikk 3 levend-
fgdte unger. En har senere ved omfattende analyse av kropps-
proteinene vert istand til & bevise at disse 3 dyra genetisk
sett er lik embryoene til mus nr. 1, det er altsd bevist at
det har skjedd en kloning.

Dette er den fgrste vitenskapelige beretning om kloning av

pattedyr ved hjelp av transplantering av cellekjerner.

Forskerne er selvsagt opptatt av mulighetene for & kunne
basere kloningen pa cellekjerne fra individer som har kommet
sd langt i sin utvikling at en har kunnet vurdere deres

fenotype (genotype) for ¢konomisk viktige egenskaper.

Det kan muligens finnes en utvei ved & ta cellekjernen fra

spermatogonier, Dette er diploide celler (Fig. 5) som er

morceller for spermiene og som muligens ikke er differensierte
pa samme mate som vanlige somatiske celler. DiBernardio og
Hoffman har gjort forsgk med & overfgre slike cellekjerner hos
frosk. De fikk imidlertid ikke noen utvikling av de celler som

hadde fatt transplantert cellekjerne.

Det finnes ennd ingen forsgk der det har lykkes med trans-
plantering av cellekjernene fra spermatogonia, men en kan

kanskje ikke helt utelukke mulighetene for at slik kloning

lar seg gjennomfgre i framtiden.
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Figur 5.
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E. AVLSOPPLEGG I TILFELLE DET I PRAKSIS BLIR MULIG MED SPLIT-
TING AV EMBRYO (KLONING).

Selv om vi som tidligere nevnt kan se bort fra mulighetene for

4 kunne klone somatiske celler, kan kloning basert pa splitt-

ing av embryo likevel bli av stor avlsmessig betydning.

Utviklingen er nd& kommet s& langt at vi kan tenke oss at
celler fra splitta embryo, etter at de i vekstsubstrat har
startet celledeling, igjen og igjen blir splitta. Vi vil da

med utgangspunkt i ett eneste embryo kunne f3& en klon som

bestdr av et stor dyretall, altsd en stor gruppe genetisk sett

identiske dyr.

Hvis vi tenker oss at en splitter embryo pid 4-cellestadiet, og
rekner med at 3 av 4 celler starter deling i vekstmediet, og
rekner (romslig) med en uke mellom hver splitting, vil vi
etter 10 uker kunne ha en klon pd over 59 tusen fostre for
dypfrysing eller transplantering.

Nd vil en fgr en starter oppformeringen av embryo matte foreta
kjgnnsbestemmelse. Dette kan ifglge Bretteridge og medarbeid-
ere (1981) skje ved en alder av 15 dager.
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lage hanndyr-kloner. Meget narliggende ville det da vare a

krysse med sikte pad en maksimal utnyttelse ogsd av heterosis-

effekten og splitte slike fostre.

Ved bruk av slik kloning kan en se tre ulike trinn nar det

gjelder muligheter for genetisk framskritt.

1.

Det fg¢grste trinnet, - det f¢rste framskrittet, har en
gjennom utvalget av foreldre til det embryo en splitter.
En vil her fa en avlsframgang presis den vi oppnar nar vi

selekterer dyr for eliteparinger. Rekner vi med den

seleksjon vi har bak eliteparingene her i landet, skulle
disse embryo ha en genotype for mjglkeavdratt som ligger
ca. 8% over populasjonsmidlet (Syrstad 1974). Med en
avlsframgang pa 1,3% pr. &r betyr det at disse embryo
genetisk sett ligger ca. 6 ar foran populasjonsmidlet
(Fig.6)

Den andre fase av avlsframgangen kommer gjennom seleksjon

blant de kloner vi startet med.

Nar det gjelder valg av testingspolitikk for kloner mgter
vi et velkjent problem innenfor populasjonsgenetikken.
Det gjelder & finne fram til det optimale testings/selek-
sjonsopplegg.

De variable vi stdr ovenfor er:

- Testingskapasitet. Det totale antall dyr som kan
testes.

- Antall kloner
- Arvbarhet. NB! Arvbarhet i videste forstand. (H2)

Smith (1982) har beregnet at ved en testingskapasitet pa
10.000 dyr og med H2=0,3 vil en ved et optimalt selek-
sjonsopplegg komme til & selektere kloner som ligger 1,68
fenotypiske standardavvik over middeltallet for de 830
kloner som testingen omfattet.* (se neste side) Dette
tilsvarer det en ved et rasjonelt seminopplegg kan greie
pa 15-18 ar (Figur 6).

Kopiering
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Den tredje fase 1 dette genetiske wutviklingsarbeide
bestdr i sammenparing av selekterte kloner.I denne

sammenheng er det nzrliggende & tenke seg etvMOET-system
slik vi har beskrevet side 25.

Vi antar at s& snart en har testet klonene, velger en ut
et begrenset antall av dem. Disse blir (i ar 4) paret med
sikte p& & gi basispopulasjonen for videre avlsmessig

framgang (bdde additivt og ikke-additivt!).

Etter som vi ikke kan pare sammen "ku-kloner" m& en nytte
en av fglgende to alternativ:

a) Pare hunndyr fra de utvalgte kloner med de absolutt
beste av de avkomsgranska okser som finnes,

b) A utvikle hanndyr-kloner gjennom indirekte seleksjon
for viktige maternale karakterer (f.eks.
mjglkeavdattsevne).

Ved "ar 8" skulle vi slik det er vist i Fig. 6 vare i

full gang med MOET-opplegget. Hvis dette opplegget\\
virkelig gir en avlsmessig framgang pa 2,3% pr. Aar,

skulle fostertransplantering i kombinasjon med kloning,

kunne gi muligheter for en sterk effektivisering av

avlsarbeidet.

kan i dette tilfelle bruke formelen til Robertson
57) utviklet for avkomsgransking.

Estimert avlsframgang angitt i genetiske standardavvik (AGg)

bli

AG
g

der

r:
- i8?Nn/1+ (n-1) B2
i
n

standardisert seleksjonsdifferanse
det optimale antall testdyr pr. klon.
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Skisse av mulig avlsframgang i tilfelle vi kan gjgre bruk av
bdde embryotransplantering og splitting av fostre (kloning).
Skissen er basert delvis pa tall fra Nicholas og Smith (1983).

En kan summere opp de mulige fordeler og mangler ved kloning

slik:

Fordeler

1. Kloning gir muligheter til & eliminere genetisk varia-
sjon,

2. Kloning er en rask metode for produksjon av innavlslinjer

3.

Det kan teoretisk sett bli mulig & dele opp embryo, slik
at en far 4-8 kopier. Ved & fryse de fleste inntil en

kjenner fenotypen til noen av dem, kan en s& konsentrere
produksjonen om de beste dyr.



48

4, Hvis splitta embryo etter at cellene har vert i vekst-
substrat og startet celledeling, igjen og igjen lar seg
splitte, blir det mulig & oppformere store kloner og
basere avlsopplegg pa dette.

5. Kloning gir muligheter til & estimere innavlsdepresjon
hos komplette homozygoter.,

6. Kloning gir muligheter for forutbestemmelse av kjgnnet.

Mangler

1. Meget lavt tilslag.

2, Metodene er vanskelige rent teknisk og sannsynligvis
meget kostbare,

3. Enkelte av metodene resulterer bare i hunnkjgnn.

4, Umulig (forelgpig) & nytte kjerner fra differensierte
celler,

Sa4 lenge en ikke kan trasplantere kjerner fra differensierte
somatiske celler vil en ikke ha noe skikkelig begrep om
fenotypeverdien, eventuelt genotypen til donor (det dyr cellen

stammer fra). En mangler saledes det viktigste argument for

eventuelt i framtida & ta i bruk en slik formeringsmetode i

husdyravlen.-
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III. BEFRUKTNING OG OVULERING IN VITRO

Utviklingen av fostertransplantasjon spesielt innenfor storfe
har resultert i ¢kt forskningsaktivitet nadr det gjelder in
vitro-befruktning (befruktning utenfor mordyret).

Det er i de senere ar innenfor laboratoriedyr (kanin, mus,
rotter og hamster) vunnet mye erfaring med befruktning utenfor
hunndyret. Det foreligger ogsd beretninger om in vitro be-
fruktning hos storfe, svin og sau, men slike eksperiment er

som kjent ogsda igang innenfor humanmedisinen,

Det foreligger beretninger om vellykkede forsgk med in vitro
befruktning i kombinasjon med fosteroverfgring hos kanin, mus,
rotte, storfe og hos mennesker. Ifglge Brackett (1981) er det
imidlertid bare hos laboratoriedyr en hittil har greidd &
oppna en tilfredsstillende befruktningsprosent ved befrukt-
ningen utenfor hunndyret.

Den stgrste hindring i samband med utviklingen av in vitro
befruktning ligger i manglende kunnskap om den modningsprosess
som skjer i spermiene f@gr selve befrukningen kan skije. Det
gjenstdr ogsd mye forskning for & finne fram til de rette
vekstmedium for de ubefrukta eggene.

Det foreligger en rekke 1litteratursammenstillinger over
forskningsaktiviteten ndr det gjelder in vitro befruktning. En
viser i denne sammenheng til: Wittingham 1979, Yanagimachi
1981, Meitzel 1978, Brackett 1980, 1981, samt Bavister, 1981.

A. Behandling av eggcella

Undersgkelsen viser at en oppnar de beste resultatene nar en
far samlet opp ovum (altsd egg eller oocyt) straks fgr det
tidspunkt at normal befruktning skulle skje. P& dette tids-
punkt er egget i den andre metafase av meiosis (reduksjons-
deling), og egget er da snart fullt utviklet. Fig. 7.
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Dette utviklingsstadium er karakterisert ved at follikkulere
celler omgir eggcella. '

Forsgk har vist at det er viktig & registrere hormonprofilen
ndr en s¢gker & finne riktig tidspunkt for befruktningen.
Spesielt viktig er det & kunne estimere kurven for det lutein-
stimulerende hormon (LH}).

Det ubefrukta egget er svart gmtédeliqg for endringer i tempera-
tur og for ¢gvrige milje@¢fluktasjoner. Forsgkene med in vitro
befruktning tar derfor utgangspunkt i & etterligne det milijg
den hunnlige gamet har i tiden straks f¢r naturlig befrukt-

ning.

Det synes som det optimale miljg for utvikling av egget er
svert likt det optimale milj¢ for utvikling in vitro av

befrukta egg (se kapittel I}).
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B.Modning av spermiene

Jevnfgrt med egget som er modent for befruktning straks etter
ovulasjonen, ma spermiene fgr befruktningen gjennomgd en

viktig modningsprosess. Denne modning finner normalt sted

etter at spermiene er deponert i de hunnlige kjgnnsorganer.

Modningen av spermiene resulterer i en endring av spermienes
membran, slik at det kan wutskilles enzymer som pavirker
eggcellens skall (Zona pellucida), slik at et sperm blir
istand til & penetrere egget.

plomraeninnen

zona pellucida !
corona radiatz -‘—X“ <

2, pol-lecema
I sz dcelle

1. pol-legeme

Figur 8.

Et modent egg bestar av kjerne og cytoplasma omgitt av plomme-
hinnen. Neste lag kalles Zona pellucida og ytterst ligger et
lgst cellelag (corona). Pa det tidspunkt sazdcellene trenger
gjennom disse lagene og nar fram til eggets kjerne, skjer den
annen meiotiske deling. Vi har derfor badde 1. og 2. pol-legeme
i cytoplasma. (Etter Amundsen 1977).

Utviklingen av det milj¢ befruktningen skjer under in vitro,
er ialt vesentlig skjedd gjennom pre¢ve, - og feilmetoden. En
har sdledes gradvis fé&tt kunnskap om hvordan en skal fjerne
eller endre det overtrekk (coating) av proteiner som stammer
fra s®dplasma, - noe som er ngdvendig for utvikling av spermi-

enes befruktningsevne (Brackett og Oliphant 1975).



C. Overlevingsevnen til in vitro befrukta egg.

Selv om sadcellen har greidd & trenge gjennom Zona pellucidaj 4
er det ingen garanti for at vedkommende zygote vil starte en

normal utvikling.

Det er mye som tyder p& at en ved befruktning utenfor hunnen
ikke far den seleksjon av funksjonsdyktige sperm som en trolig
har ved naturlig befruktning (Brackhett 1981).

Ellers er det en kjennsgjerning at vi hos pattedyrene har en
betydelig grad av fosterdgd. Tapsprosenten 1ligger hos de
fleste arter mellom 20 og 40, men hos mennesker er frekvensen
av fosterdgd endog hggre.

Det meste av fosterdgden skyldes antagelig kromosomfeil
(sammenstilling over dette spgrsmdl er gitt av Short 1979 og
av Biggers 1981). Ellers er det pavist at vi ved in vitro
befruktning hos hamster far en forholdsvis stor proporsjon av
polispermyi, - at flere sperm trenger inn i eggcella. Slik
polispermy er derfor sannsynligvis en av arsakene til at en

oppnar darligere resultat ved befruktning in vitro.

Det er ellers vist i forsgk med mus at det er genetiske
variasjonsdrsaker bade ndr det gjelder spermienes og eggcellas
evne til befruktning. Brackett (1981) nevner at en gjennom
seleksjon i muselinjer over en 4 ars periode har blitt istand

til & gke tilslaget ved befruktning in vitro.

Resultater. Proporsjonen (prosenten) av egg som er blitt

befrukta og senere startet en normal celledeling er brukt som
madl for de resultater som er oppnapdd ved in vitro befrukt-

ning.

Noe nevneverdig tallmateriale har en bare fra kanin og mus. I
forspgk med kanin er resultatene forholdsvis darlige, 18%, mens
en hos mus i en rekke forsgk har vert oppe i 45-65% (for
litteraturoversikt, se Brackett 1981).
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Misdannelser. Det har vert spgrsmdl om in vitro befruktning

kan resultere i ¢kt frekvens av misdannelser. Brackett (1981)
viser 1 denne sammenheng til at det hittil er referert over
5000 drektigheter der en har hatt in vitro befruktning.
Resultatene fra disse eksperimenter indikerer i alle fall

ingen slik ¢kning i frekvensen av misdannelser.

In vitro test av befruktningsevnen til spermier. Yanogimacki

og medarbeidere (1976) har ved bruk av hamster-egg som er
behandlet pa en spesiell mate, utviklet en metode for & teste
befruktningsevnen til spermiene.

D. In vitro befruktning i praksis

Forskningen omkring in vitro befruktning har bidratt til gkt
forstdelse av spgrsmal i tilknytning til reproduksjonen, men
denne teknikk ser ikke ut til umiddelbart & f& noen stor

praktisk betydning innenfor husdyrbruket.

In vitro befruktning i kombinasjon med superovulasjon kan pa
lengre sikt muligens bli aktuell ved fostertransplantasjon,
men hittil synes det ikke som in vitro kan konkurrere med in
vivo verken ndr det gjelder selve befruktningen eller ndr det
gjelder utviklingen av embryoene fg¢r transplantering.

Det er vist i forse¢k at egg som har vart oppbevart dypfrosset
lar seg befrukte in vitro. In vitro befruktning kunne sdledes
tenkes kombinert med langtidslagring av egg (genbank). N& lar
det seg som kjent gjgre & oppbevare dypfrosne embryo, og
nettopp det er kanskje vel s& effektivt i samband med lang-
tidsoppbevaring av genetiske ressurser.
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E. In vitro ovulering.

Det er ogsa igang forskning med sikte p& & kunne gjennomfgre
egglgsning in vitro.
Slik forskning er motivert ved & kunne gke kunnskapen om den

4
endokrine reguf%ing av vekst og utvikling av folikkel og eggq.

Eggstokken inneholder som kjent opptil noen hundrede tusen
egganlegg, mens bare noen fa av disse utvikles til modne egqg.
Innenfor reproduksjonsfysiologien fantaseres det derfor
omkring muligheter for modning av et mye stgrre antall egg enn

selv det en oppnar gjennom superovulering.

En amerikansk forskergruppe (Kobayashi, Santulli, Wright og
Wallach 1981) har nettopp lykkes med in vitro ovulering hos

kanin.

Deres forsgksopplegg er skissert i Fig. 6 b. og kan i korthet
beskrives slik:

* Ovariene til kanin av den kvite New 2Zealand-rasen
ble operert ut og plassert i et vekstmedium.

* Til dette medium ble det tilsatt chorion gonadotro-
pine hormoner som regulerer vekst og uvikling av
eggene.

* 12 timer etter hormontilsettingen var det 75,5% av

folliklene som hadde n&dd normal stg¢rrelse. Eksperi-
mentet omfattet tilsammen 14 ovarier.

* Disse in vitro ovulerte eggene ble s& lagt inn péa
hunner av homczygot svart-bellet hollandsk kanin.
Disse hunnene var 12 timer f¢r "insemineringen" med
ubefrukta egg paret med Kvit New 2Zealand hanner
(recessiv)

Hos kanin initieres som kijent ovulasjonen av selve paringen,
og det er et beslektet gonadotropin-hormon som dirigerer denne
utviklingen.

* 14 dager etter innleggingen av eggene ble det ved
laparotomi foretatt en drektighetsunderspkelse
(antall foster og deres plassering ble registrert).
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* 32 dager etter innleggingen ble det fgrt ndye

kontroll med f@¢dslene.

Fra disse 14 ovarier ble det ovulert 56 egg som ble innlagt pa

tilsammen 6 para svarte hunner som vist 1 Figur 6 b. Disse 6

hunnene nedkom med 36 unger og av disse var det 12 kvite. de

hadde alts& oppnddd en overlevingsprosent pa 21 (12 av 56).

Dette fgrste vellykkede eksperiment med in vitro ovulering gir

selvsagt ingen holdepunkter for antagelser om at in vitro
ovulering (noen gang) kan bli brukt i praksis.
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Figur 6b.

Forsgksopplegg ved in vitro
ovulering hos kanin. Egg av
Kvit New Zealand kanin
ovulert in vitro ble lagt
inn pa hunner av svart
beltet Hollandsk kanin som
12 timer tidligere var
paret med recessiv kvit
hanne. (Etter Kobayashi og
medarb. 1981).
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IV. KJONNSPROPORSJCON - KJ@PNNSBESTEMMELSE

En endring av kjgnnsproporsjonen i ¢nsket retning ville, om
det ble mulig ,f4 enormt stor betydning innen husdyrbruket.Det
er derfor naturlig at dette spgrsmalet er vist stor interesse
innenfor forskningen.

Innledning

Mennesket har sannsynligvis til alle tider spekulert over
hvilke fatorer som ligger til grunn for bestemmelsen av
kjgnnet.

S& lenge en ikke hadde kjennskap til selve befruktningsproses-
sen ymatte det selvsagt vere plass for en rekke hypoteser. I
1677 oppdaget Leeuwenhoek og Hamm at s@dvasken inneholdt
bevegelige legemer, mens eggcellen ble oppdaget av Baer forst
i 1828.

Disse oppdagelser resulterte ikke umiddelbart i noen forsta-
else av selve kjgnnsbestemmelsen. I siste halvdel av forrige
arhundre foreld det imidlertid en rekke statistiske undersgk-
elser over forholdstallet for de to kjgnn. De fleste undersgk-
elser viste at det ble fgdt omtrent like mange hann- som
hunnkjgnn og at forholddstallet derfor var tilnarmet 1lik
1:1.Det var derfor nzrliggende & anta at kjgnnet var en
egenskap pd linje med andre, og at det kunne vare et enkelt
arveanlegg som bestemte hvilket kjgnn det skulle bli. Mendel
har selv vart inne pd denne teori i et brev til Ni3geli.

I 1891 fant Hertig at det i enkelte sadceller var et kromosom
mer enn i andre smdceller. Det samme ble pdvist av McClung i
1902, og han kom til den slutning at ndr halvparten av sazdcel-
lene hadde et ekstra kromosom matte det bero pd at hannene
hadde et kromosom mer enn hunnene. Denne antagelse viste seg
senere & vare feil.

Det var den amerikanske cytologen E.B.Wilson som i 1905 klarla
selve kjgnnsbestemmelsen. Han arbeidet med en tege-art og fant
at hannene hadde 13 kromosomer og hunnene 14. Hannene hadde et
stort kromosom som manglet makker og som han kalte for X-kro-
mosomet, mens hunnene hadde 2 slike X-kromosomer. Senere ble
det funnet at hannene hadde et ¢rlite kromcsom som er kalt
Y-kromosomet og som egentlig er makkeren til X-kromosomet.

I mikroskcpet mente forskerne at de i
hvert sperm sd et individ (preformasjons-
l»ren). Ltter Hartsocker 1694.
Observatgrcene har merket seg en blyghet
selv hos disse smé.




59

Tilfeldigheter

Det finnes et utall av teorier om hvordan en kan endre kjgnns-
proporsjonen, - forholdstallet mellom de to kjgnn. I det
17.4rh. beskrev Drelincourt 276 "falske teorier" for endring
av kjegnnsproporsjonen og Gedder og Thomson som befattet seg
med samme tema i 1901 fant at antallet teorier var fordoblet
siden Drelincourt's bok kom ut.

Mange av disse feilslatte teorier bygger pd at slikt som
médnens stilling, vindretning ved unnfangelse osv. skal ha
avgjprende betydning for hvilket kjgnn det blir.

De fleste av de hypoteser som er satt fram om mulighetene for
4 kunne endre kjgnnsproporsjonen grunner seg pa avvik som i
realiteten skyldes rene tilfeldigheter.

En hvilken som helst teori om forutsigelse av kjgnnet vil vare
rett i ca. 50% av tilfellene uansett hvor absurd den er. Dette

kan illustreres ved fglgende annonse:

"Kalvens kjgnn forutbestemmes

Mot en avgift pd kr. 10, - pr. ku patar vi oss & forusi
kalvens kjgnn allerede ved insemineringen. I de tilfeller
hvor forutsigelsen sldr feil betaler vi tilbake kr.
15,00. Informasjon om kyrnes navn samt avgiften kr. 10,00
pr. ku sendes Instittut for husdyravl, Boks 24, 1432
As-NLH."

Dette ser 1 f¢rste omgang ut til & vare serig¢st. Fikk vi

imidlertid stor tilslutning kunne det bli penger av dette.

P4 grunn av dette tiln®rma 50:50-forholdet, vil en likevel en
gang i blant i forsgk og undersgkelser f& utslag som indikerer
et "signifikant" avvik i forventa kjgnnsproporsjon. Setter vi
grensa til signifikans til 5% ,vil vi i en av 20 undersgkelser
kunne forvente "signifikant" utslag selv om hele utslaget
skyldes tilfeldigheter. I &renes lgp er det derfor som ventet
funnet eksempler pa avik i kjgnnsproporsjonen som tilsynelat-

ende skyldes bestemte pavirkninger.
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A. Forutbestemmelse av kjgnnet

En kan i prinsippet tenke seg fire ulike metoder for & kunne
pavirke kj¢nnsproporsjonén i en bestemt retning, det er ved:
- "separering" av saden
- transplantering av cellekjerner
- parthenogenese i kombinasjon med fjerning av
prokjerner

- fusjon mellom oocytter.

I det etter fglgende skal vi se litt nermere p& disse metod-
ene,.

a. Separering av sperma pd grunnlag av kjgnnskromosom

En separering (adskillelse) av spermiene i to grupper, - de
som inneholder X-kromosom og de som inneholder Y-kromosom kan
teoretisk sett tenkes gjort pa grunnlag av en eventuell
forskjell nar det gjelder:

Overflateladning hos de to spermietyper (X og Y)

Mobilitet
3. Immunforhold -

Resistens

Spesifikaekt
I forsgk med sikte pa & endre kjgnnsproporsjonen har det vert
ngdvendig & gjennomfpre et stort antall paringer/inseminer-
inger. N4 er middelfeilen pad slike estimater savidt store at
hvis ikke endringer av kjgnnsproporsjonen er betydelig , trengs
det et stort dyretall for at endringen av proporsjonen vil
vere signifikant *.

* Hvis vi definere kjgnnsproporsjonen som prosent hanner i
populasjonen kan vi beregne middelfeilen (m) p&
kjgnnsproporsjonen slik: m=|p(100-p)/n’'der p er
kjgnnsproporsjonen og n er antallet dyr (avkom). Som en ser
m& avvikene vare ganske store om en pd et dyremateriale p&
1000 dyr skal ha et signifikant avvik.
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1, Overflateladning

Helt siden midten av 30-4rene er det gjort forsgk med &
adskille X og Y-spermiene pa grunnlag av eventuell forskjell i

elektrisk ladning.

Hafs og Boyd (1971) gjennomfgrte en omfattende undersgkelse
hvor de ved hjelp av elektroforese forsgkte & skille X og
Y-sperm hos storfe og kanin. Sammenstillingen av deres forsgk

viste ikke noe sikkert avvik fra forholdet 1:1.

I Vest-Tyskland er det i et materiale pa 10 tusen kalvinger
gjort en test pad en metode som J.Lang, USA har patentert.
Metoden gikk ut pa at en i elektroforetiske sgyler (kolonner)
fikk en separering i de spermier med positiv ladning (Y-kro-
mosomene) og de med X-kromosom (negativ ladning). Forsgket som
er beskrevet av Hahn og medarbeidere (1975) resulterte ikke i

noe avvik fra 1l:1-forholdet.

Omtrent pa& samme tid ble det i @st-Tyskland patentert en
metode som garanterte 65% hannkjgnn (Knaack og Nehring 1973).
Patentrettigheter ble solgt til Nederland og Danmark, men ikke
i noen av disse land kunne de senere pavise noen endring av

kjgnnsproporsjonen.

2. Separasjon pa grunn av ulik mobilitet.

Det foreligger undersgkelser som viser at Y-spermiene beveger

seg framover med en stgrre fart enn X-kromosomene.

Ericsson og medarbeider (1973) har forsgkt & utnytte denne
forskjell i bevegelighet til & separere spermiene. De laget en
fortynningsveske av sermumalbumin med stor viskositet og
hevdet at de i den ¢verste del av dette laget fikk opptil 80%
Y-spermier. Inseminasjon med sad fra den resterende del av
saduttaket skulle sadledes kunne gi g¢gkning av antallet hunnlige
avkom,
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Ved gjentak av dette eksperimentet i Vest-Tyskland av Schill-
ing og Thormaehlen (1975) fant de ingen systematisk avvik i
kjgnnsproporsjonen. I den delen av substratet der viskositeten
var stor, var det mest Y-spermier og disse var pad grunn av
rediets viskositet gdtt til grunne. Det ser likevel ikke ut
til at denne ulike grad av mortalitet gir grunnlag for noen
brukbar separasjon av X- og Y-sperm.

3. Separering pa grunnlag av immunologiske ulikheter

Det er ikke usannsynlig at det kan vere immunologiske ulik-
heter mellom de to typer av sperm, men ifglge Schilling (1971)
er det ingen slike separeringsforsgk som har ledet til posi-
tive resultater.

4. Resistensforskijell mellom de to typer av sperm

Det har 1lenge vart antatt av X-spermiene, fordi de har en
stgrre DNA-masse, kan vaere mer resistente ovenfor ugunstige
miljgbetingelser og sdledes kan ha lengre levetid.

Det har i denne sammenheng vert gjort "stress-forsgk" ved &
tilsette fortynningsvaesken organiske syrer, men de fors¢k som
er gjort innen humanmedisinen har ikke gitt noe belegg for at
X-spermiene skulle ha lenger levetid under spesielt ugunstige
miljgforhold.

Schilling og Petac (1972) har gjennomfgrt forsgk med "kjemisk
stress" til kanin- og svinesad. I de fgrste forsgkene fikk de
tydelige utslag i retning av ¢kt proporsjon av hunndyr ved
bruk av sad som hadde vert stresspdvirket, men senere forsgk,
i stgrre omfang med oksesad har ikke gitt signifikante utslag
pa& kjgnnsproporsjonen.

5. Separering pad grunnlag av ulik spesifik vekt.

Det har lenge vert antatt av X-spermiene pd grunn av det store
X~-kromosomet har stgrre vekt enn Y.spermiene (se fotnote
s.76).
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Det har med dette som utgangspunkt vert nedlagt et betydelig
arbeide i & kunne skille de to gruper av sperm ved sentrifu-

gering eller ved sedimentering.

Det er szrlig en forskergruppe under ledelse av E.Schilling
ved Mariensee Forskingsstajon, Vest-Tyskland, som har gjort
mye forsgk med sentrifugering.

Ved bruk av avansert utstyr samtidig som en standardiserer
temperatur, konsentrasjon osv. har Schilling og Thormaehlen
(1976) greidd & komme opp i fraksjoner p& hele 65-70% X-
spermier.

Det er imidlertid den hake med dette at denne sperm-fraksjonen
utgjegr mindre enn 5% av hele sadvolumet, og det blir sdledes

en svert liten del av saden som kan nyttes i praksis.

Forskerne tror at alder og utviklingsstadium til sadcellene er
medvirkende arsak til at fraksjoneringen ikke blir tydeligere.
Det synes sdledes heller ikke sannsynlig at en kan lgse dette

problemet ved hjelp av sentrifugering.

Forsgk med sedimentering.

Ved sedimentering skulle en i prinsippet kunne oppnd en
lignende differensiering etter vekt av spermiene som det en

oppndr gjennom sentrifugering.

@Pystein Joakimsen ved Institutt for husdyravl gjennomfgrte i
drene 1973-74 en rekke eksperiment med sedimentering av
oksesed (En oversikt over resultatene er gitt i melding fra
Husdyrforsgksmgtet 4.-5.februar 1975.)

Joakimsen utviklet fgrst en fortynningsveske med en spesifik
vekt og viskositet som skulle muliggjgre en separasjon av de
to typer av sperm.

En forventet at X-spermiene skulle sedimentere fgrst og
resultatet av sedimenteringen ble kontrollert ved avtapping av
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3 ulike fraksjoner fra bunnskiktet. Videre ble det med pipette
tatt ut en 4.fraksjon straks under overflata. Sazd fra hver av
disse fraksjonene, samt en kontroll ble nyttet for insemina-
sjon. Dette ga de resultater som er vist i tabell 5.

Tabell 5.

Kjpnnsproporsjon ved inseminasjon av s@ad sedimentert i ulike
skikt. (Joakimsen 1975).

Antall Registrert Kjgnnsprop.
Fraksjon insemin. kalvings-% (% oksekalver)
1 990 48,5 52,1
2 1038 42,8 47,4
3 1014 45,3 56,3
4 1017 41,0 52,8
Kontroll 1073 47,1 55,7

En skulle altsa ha forventet en ¢gkning av kjgnnsproporsjonen
fra fraksjon 1 til fraksjon 4. En fant imidlertid ingen slik
klar effekt.

I de senere ar er det kommet nye hjelpemidler for & kunne male
mengden av DNA, - nemlig flowcytometer. Dette instrumentet gir

muligheter til 4 skille mellom X og Y-sperm p& grunnlag av
DNA-innholdet.

Det er gjort pilotforsgk med dette p& frosk, men metoden kan i

alle fall forelgpig ikke nyttes pa levende celler.

Litteraturoversikter ndr det gjelder & kunne pavirke
kjgnnsproporsjonen er gjort av Beatty (1974), Hare og
Betteridge (1978) og Short (1979).

De forholdsvis beskjedne resultater som denne omfattende
forskning ha fg¢grt til kan lede til en konklusjon lik den som
Short (1979) kom til, nemlig:
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"Many workers have claimed to have separated X- from
Y-bearing spermatozoa by a variety of techniques ranging
from the ingenious to the incredible, and each year that
passes seems to bring a new chaimant. The fact nobody has
been able to conform any of these claimant suggests that
for the moment this separation must be ranked amongst
Nature's impossibilities",

6.Andre metoder for forutbestemmelse av kjgnnet

Under kapittel II (Kloning) har vi vert inne p& metoder som
samtidig med at en oppndr ukjgnnet formering, ogsd forut-
bestemmer kjgnnet.

Det gjelder:

[ Fjerning av prokjerne fra befrukta egg med etter-
fglgende behandling med Cytochalasin B, slik at en
far diploide celler (Parthenogenese).

° Transplantering av cellekjerner, - produksjon av
"fenokopier".

° Fusjon mellom to oocytter. Dette vil selvsagt
resultere 1 bare hunnkjg¢nn. (Soupart og medarb.
1978).

Felles for disse metoder er at de er savidt arbeidskrevende og
krever savidt mye instrumenter at de forelgpig i alle fall

ikke er av noen praktisk interesse.

B. Prenatal bestemmelse av kjgnnet.

Det er en ganske omfattende forskning igang nar det gjelder
prenatal kj¢nnsbestemmelse. Denne forskning har s& mange
bergringspunkter med andre sider av bioteknikken at vi kort
skal skissere de metoder som kan komme p& tale.

1. Kjgnnskromatinmetoden

Inntil kjernemembranen ligger det et mgrkfarget legeme av en

stgrrelse omkring 1 my som lar seg fiksere under cellens



66

interfase, dette legeme kalles kjgnnskromatin. Dette er ogsd

kalt for Barr's legeme og finnes i celler hos hunndyr, (dette

legeme representerer det heterokromatiske, - inaktive X-kro-

mosom) .

Det var ved identifikasjon av kjgnnskromatin at Gardner og
Edwards (1968) ble istand til for fg¢rste gang & bestemme
kjgnnet samtidig med selve transplanteringen. Senere er det p&
grunnlag av fostervannspr¢gver blitt mulig & bestemme kjgnnet
ved & fiksere kjgnnskromatin i cellene. Det er ogs& blitt

mulig & bestemme kjgnnet ved & identifisere selve Y-kromosomet
i celler fra fostervannsprgver.

Hos storfe, sau og hest er det meget vanskelig & kunne identi-
fisere kjgnnskromatinet, dette fordi kromatinet har en granu-
lert struktur, men samtidig greier en ikke & identifisere

Y-kromosomene fordi det hos disse arter ikke viser fluoresens.

2. Kjgnnsbestemmelse pa grunnlag av kromosomanalyse.

Slik analyse er gjort pd grunnlag av celler som er i metafase.
Hvis vi finner celler som er i mitose er prepareringen enkel,
hvis vi imidlertid ikke finner celler i mitoseym& vi dyrke

celler som sa analyseres pa riktig tidspunkt.

Denne analyse er imidlertid s&vidt arbeidssom at selv ¢vde
personer ikke greier & identifisere mer enn 6-7 kasus pr. dag.

Bretteridge og medarbeidere (1981) har stilt sammen resultat-
ene fra 5 ulike laboratorier og disse viser:

Av tilsammen 353 embryo pd dag 12-15 fra storfe har en greidd
riktig kjgnnsbestemmelse pd 68%, men bare 33% av ialt 220
kjgnnsbestemte embryo har etter transplantering resultert i
fullbdrne kalver.
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Hos storfe kan en foreta kjgnnsbestemmelser pa grunnlag av
fostervannsprgver 70-90 dager ut i drektighetsperioden.

3. Kjgnnsbestememlse p& grunnlag av H-Y antigener.

Hos hannkjg¢nnet finnes det H-Y-antigener p& overflata av
cellene, men ikke hos hunnkjgnn. (Dette "hanndyr-antigenet" er
et histocompatibilty antigen).=*

4. Ved bruk av hormonbestemmelse.

Det er utviklet metoder slik at en ut fra fostervannsprever
kan analysere forekomsten av kjgnnshormoner, og da spesielt de
som stammer fra testiklene.

Fosterets testikler kommer i funksjon etter ca. 30 dagers

drektighet hos svin, 30 dager hos sau og 45 dager hos storfe.

DISKUSJON

Det er en selvfglge at en separasjon av spermiene i X- og
Y-sperm ville representere store fremskritt innen husdyrbruk-
et. Etter som slik separasjon ikke lar seg braktisere, ma en
forelgpig konsentrere seg om metcder av vesentlig mindre
praktisk rekkevidde.

Nar det gjelder de metoder for prenatal kjgnnsbestemmelse som
er utviklet, er det selvsagt de som kan gjgres pa embryo i

samband med fostertransplantasjon som er av stprst interesse.

Mens forskerne mener at de metoder som baseres pad fostervanns-
prgver er sa langt utvikla at en neppe kan vente store forbed-
ringer, forutser forskerne betydelige muligheter for fram-
skritt nar det gjelder diagnostikk av embryo.

* Identifiseringen av H-Y-antigen baseres pa hvorvidt cellene
absorberer H-Y.-antiserum fra mus.
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En anser det mulig & forbedre teknikken ved uttak av celle-
prgver og spesielt er en optimistisk ndr det gjelder & kunne
bestemme kjgnnet pad embryo med sia lite som 4-8 celler.

Som tidligere nevnt ser det ut til at en snart kan dele opp
embryo pa 4-8 celler og da vil det vere viktig & kunne foreta
kjpnnsbestemmelse pa en av disse fgr en transplanterer noen

embryo.

I samband med eksport av dypfrosne fostre vil det kunne bety
mye om en hadde kjennskap til kjgnnet.

For videre studium av dette tema, se Betteridge og medarbeid-
ere 1981.

C. Miljgmessig pavirkning av kjgnnsproporsjonen.

Det foreligger et meget stort antall undersgkelser over

kjpnnsproporsjonen innenfor ulike husdyrpopulasjoner.

Etter som det her er spgrsmal om en enten/eller karakter, vil

estimatene som nevnt s.59, vare beheftet med en forholdsvis
store tilfeldig feil. Men selv om vi bare‘ jevnfgrer slike
undersgkelser som er basert pad et meget stort tallmateriale,
finner vi en viss forskjell i kjgnnsproporsjonen fra en

populasjon til en annen.

Arsaken til en eventuell signifikant forskjell i kjgnnspro-
porsjonen mellom populasjoner m& kunne henfgres til miljg
og/eller arv. Men det foreligger merkelig nok svert lite
litteratur over Aarsaksforholdet ndr det gjelder forskjell i

kjgnnsproporsjon.

Joakimsen (1975) gjorde i samband med sine sedimenteringsfor-
sgk (se side.64) en sammenstilling over Arstidsvariasjonen i
kjgnnsproporsjonen. Dette er sividt en kan se den fgrste

undersgkelse der en studerer mulige systematiske miljgarsaker
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ndr det gjelder kjgnnsproporsjonen. Som det gar fram av Fig.9
er det i dette materialet mye h@ggre proporsjon av oksekalver
blant varbazre jevnfgrt med hva tilfellet er hos hgstbare kyr.

PROSENT OKSER . ‘
551
544
53¢
32t
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Y L L I I 1 L TSR T S |
Jon 1oor mons Q" man gt pidi aug Sept okt rov ges
Aatvirngsmadned

Figur 9.

Arstidsvariasjon i kjgnnsproporsjon. Gjennomsnitt for 5 &r.
(Etter Joakimsen 1975).

Mulige arsaker til variasjoner i kj¢nanroporsjonen hos storfe
ble undersgkt av Skjervold og James (1978) pd et materiale som
|

besto av ca. 1,9 millioner kalvinger innenfor NRF. I dette

materialet var den midlere kj¢nnspropofsjon 52,2420,072.

Denne undersgkelsen viste at det er signifikant sammenheng

mellom kjgnnsproporsjon (KP) og fglgende miljparsaker.

- Kalvingsnummer. Minsking av KP ved g¢kende kalvings-
nummer.

- Kuas mjplkeavdratt|i foregdende laktasjonsperiode.
Qkning av avdratten resulterer i en betydelig
minsking av KP (Fig. 10).

- Kalvingsintervall. Minst KP ved korte kalvingsinter-

vall,
- Stgrrelsen av buskapen. KP stiger med stigende
buskapsstgrrelse, i

Tabell 6 viser den relative innvirkning av ulike variasjonsar-
saker pa kjgnnsproporsjonen hos storfe. Antallet inseminer-
inger er i noen grad et uttrykk for frekvensen av fosterdgde-
lighet, og kan sdledes ha sammenheng med kjgnnsproporsjonen

(se senere side.71-72).
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Figur 10.

Sammenheng mellom kj¢nnsproporsjon og kyrnes mjglkeavdrdtt i
den laktasjon som gar forut for kalvingen. Tallene p& de tre
kurvene angir hvilken laktasjon det gjelder.

(Etter Skjervold og James 1975),

Tabell 6. Prosentvis andel av variasjonen i kjgnnsproporsjon
som kan tilskrives de ulike variasjonsarsaker.
(Etter Skjervold og James 1978) -

Kalvingsnummer
Variasjonsarsak 1 2 3 4
Buskapens middelavdratt 0 10.0 15.2 18.9
Arstid for kalving 42.1 1.7 1.1 5.7
Buskapens stgrrelse 47.4 3.3 9.8 0
Lengde pa kalvingsintervall - 15.0 8.7 18.9
Midlere dagsavdratt - 60.0 62.0 51.9
Antall inseminasjoner - 5.0 2.1 0
Kj¢nn i foregaende kalving - 1.7 1.1 4.7

Alder ved fgrste kalving 10.5 3.3 0 0
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Prenatal/postnatal kijgnnsproporsjon

En rekke undersgkelser slar fast at den prenatale kjgnnspro-

porsjon er vesentlig hggere enn den postnatale.

Storfe. Det er foretatt 3 store undersgkelser over prenatal
kjgnnsproporsjon hos storfe. Disse er basert pa undersgkelser
av fostrene til slaktekyr. Den fgrste undersgkelse ble gjort i
Chichago (Jewell 1921), den andre ble utfert i Wisconsin
(Chapman og medarbeidere 1938), og den tredje ble foretatt ved
et slakteri i Miinchen (Baier og Riisse 1965).

Disse undersgkelsene viste at det blant de yngste fostre som
kunne kjgnnsbestemmes var det mellom 63 og 66% hannkjgnn. Det
ser ut til at kjgnnsproporsjonen gradvis faller fram mot
fpdsel. Dette mé.skyldes at det blant abortene er en sterk

overvekt av hannkjg¢nn. (Brands og medarb. 1965).

Svin. Hos svin er det funnet at en blant de yngste fostrene
har en kjgnnsproporsjon pa fra 60 (Creu 1925) til 56.8 (Parks
1925). Ogsd hos svin er det vist at det blant abortene er en
overvekt av hannkj¢nn (Tietze 1948).

Et lignende forhold har vi ogsd hos mennesker. I en amerikansk
undersgkelse som omfatter vel 14 mill. fe¢dsler i &rene 1941-
45, var den midlere kjgnnsproporsijon 51,36,mens en for aborter

hadde en kjgnnsproporsjon p& 55,38 (Human Biology 1948).

Det er mye som tyder pa at kj@nnsproporsjonen i befruktnings-
gyeblikket er vesentlig hggere enn ved fg¢dsel. Forskyvninger
av kjgnnsproporsjonen skjer ved at fosterdg¢d i vesentlig grad
gdr ut over hannkjg¢nnet.

Den innvirkning enkelte miljgfaktorer synes & ha pd kjgnnspro-
porsjonen (figur 10) kan tyde p& at fostre av hannkjgnn er mer
gmtéelig ovenfor stress enn hva tilfellet er for det annet
kjgnn. Vi har imidlertid gjennom miljgpadvirkninger svert
begrensa muligheter for en merkbar endring av kjgnnspropor-
sjonen.
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Det foreligger undersgkelser som viser en viss forskjell i
kjennsproporsjonen hos avkommet etter ulike seminokser, men

utslaget er savidt lite at en heller ikke gjennom seleksjon

har nevneverdige muligheter til & pavirke kjgnnsproporsjonen.

D. @konomisk betydning av en eventuell foruthestemmelse av

kjgnnet

Selv om forutbestemmelse av kjgnnet fremdeles synes & ligge
langt inn i framtida, er det flere forskere som har prgvd &
kvantifisere en mulig gkonomisk vinning ved en slik teknikk.

Foote og Miller (1971) drgftet dette for ulikt tilslag ved
kjgnnsbestemmelse og for ulike dyrearter.

Van Vleck og Everett (1976) estimerte tilleggsverdier ved
kjgnnsbestemt inseminering til 22$ pr. drektighet, da betrakt-
et en dette over en periode pa 20 &r.

Van Vleck kapitaliserte verdien i ¢kt seleksjonsintensitet ved
rekruttering av kubestanden, men han tok ikke med eventuell
gevinst ved at de kyr som det ikke skal settes p& etter, nad er
til disposisjon for kjgttforsyning. Ved en eventuell slik
bruksdyrkryssing kunne en inseminere med swd; slik at en fikk
det kjgnn som egnet seg best i kjgttproduksjon. Det ville
sdledes i mange tilfeller vazre mer & vinne pa "kj¢gnnsseparer-
ing" av szden enn det Van Vleck antydet.

N& er imidlertid dette i heg grad et akademisk spgrsmil, og
vil vedbli & vare det inntil de en gang i framtida greier &
lgse dette permanente problemet.
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V. LITT OM DET MOLEKYLZRE GRUNNLAG

De enormt raske framskritt som de senere &r er gjort innenfor
molekyler genetikk far ogsd etterhvert betydning for forstdel-
sen av populasjonsgenetikken. Det gjelder i fgrste rekke:

- stprrelsesorden ndr det gjelder antall arveanlegq.

- mekanismen bak additiv arv, et fundamentalt begrep innen
avlslzren.

- mulige biockjemiske &rsaker til mutasjoner.
- selve mekanismen bak kromosomdelingen (DNA-replikasjon-

er).

Disse oppdagelser har ogsa lagt grunnlaget for genteknikken, -
det gjelder i fgrste rekke:

- kjennskapet til den genetiske kode

- kjennskapet til mekanismen bak proteinsyntesen

- mulighetene for identifisering av spesielle gener
- metoder for isolering av bestemte gensegmenter

osv.

1. Det stofflige grunnlag for arven

I etterkrigsdrene er det gitt et fullstendig bevis for at det
er deoksyribonukleinsyre (DNA) og ikke eggekvitemolekyler som
utgjgr det stofflige grunnlag for arveanleggene.

Underspkelser viser at mengden av DNA pr. kromosom er meget
konstant innenfor en art, mens mengden av eggekvite varierer
mye mellom celler.* (Se fotnote s. 76).

Vi skal ikke her ga& i detaljer om oppbyggingen av DNA-molekyl-
et og andre sentrale sider ved den molekylare genetikk. Vi
skal bare ta med det som strengt tatt er ngdvendig for & f& et
visst innblikk i virkningsmekanismen bak de elementer innenfor

avlslaren/genteknikken som er referert foran.
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Det som fram til 1953 var kjent om strukturen av DNA-molekylet
ble det &ret stilt sammen i den senere sd kjente Watson-Crick-
modellen. Disse oppdagelser (som i 1962 ble belgnnet med
Nobel-prisen) har senere vist seg & vere korrekte. Som vist i
Fig. 11 er DNA-molekylet en dobbeltspiral, - en slags vindel-
trapp der vangene bestar av to komponenter, nemlig:

- sukker og
- fosfat

Sukker-fosfatkomponenten er alltid den samme. Disse to tr&dene
("vangene") er holdt sammen av fire ulike baser som utgjgr
"trinnene" i vindeltrappen, nemlig:

cytosin

- guanin

thymin

adenin

To og to av disse baser utgjgr alltid ett trinn i vindeltrap-
pa, og det er alltid slik at cytosin og gquanin danner et
par (ett trinn), mens thymin og adenin danner det andre paret.
Fig.1l1l og 12.

* Den sterke sammenheng det er mellom mengden av DNA og
kromosomene gj¢r det mulig & beregne celletallet nar en
kjenner mengden av DNA. Den totale mengde DNA i en diploid
celle er hos menn 88,10 x 10_12, mens det hos kvinner med 2
x~-kromosomer er 88,74 x 10 12 gram.
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Selv om DNA-molekylet i realiteten bestar av tre ulike kompo-

nenter, sukker, fosfat og baser, er disse alltid koblet sammen

til ett element som kalles nukleotid. Etter som det er fire

muligheter nar det gjelder baser i dette elemengjer DNA-mole- v

kylet i praksis satt sammen av et stort antall av disse fire

ulike elementer.<fig.hi2. -
1
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ya
Figur 123

Et stykke av et DNA-molekyl. Vi ser at "trinnene" bestdar av en
"lengre" og en "kortere" base. Som en konsekvens av dette
utgjgr C og G basene alltid ett par, mens det andre paret
bestdr av A og T basene tetter—BYGWN 1975).

Adtnin g /A7vu/” (ﬂ' f5 2/

En vet nd med sikkerhet at det er rekkefgplgen av de ulike

baser som egentlig representerer den gentiske kode.

I et DNA-molekyl kan det vare et stort antall nukleotider. Som

eksempel kan nevnes at det hos %? av, de minste virus @X174 i

iy

alt er funnet 5375 nukleotider —se-Fig:t7;—=s:88 D). I en

colibakterie er det ca. 4 millioner nukleotidpar, - mens det
tilsammen i alle kromsomer i en menneskecelle er 5,6 milli-
arder nukleotidpar. DNA-tradene utgjer i en slik celle en
samlet lengde pa 212 cm. '

En vet idag at arveanleggene bestdr av et stort antall nukleo-
tidpar, antallet kan variere fra et titall og opp til flere
hundre. Det er som nevnt %gltid to bestemte baser som utgjg¢r
et par (C+G og T+A - se ¥ig+12). Konsekvensen av dette er at
om en kjenner baserekkefglgen pa& den ene DNA—tréden)er base-

v

.’&*u

rekkefplgen pa den andre DNA-traden gitt. s
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Har vi rekkefglgen GAATC osv. pa den ene traden, vil den andre
tridden ha rekkefglgen CTTAG osv. Den dobbelte traden har altséd
basene:

G

A A T
T T A

Q) —— )

l

En konsekvens av den regelbundne paring mellom adenin og
thymin og mellom cytosin og guanin er at mengden av adenin og
thymin alltid er den samme, samt at mengden av cytosin og
guanin ogséa alltid er den samme.

2. DNA-replikasjonen

Vi er kjent med at det i samband
med celledelingen skjer en
deling av kromosomtrddene pa
langs slik at hver dattercelle
fadr en fullstendig kopi av
morcellens arveanlegg. Denne
kopieringsmekanisme som leder
til identisk like dobbelttrader
kalles for DNA-replikasjonen.

DNA-replikasjonen starter med at

enzymet DNA-polymerase sgrger
for at dobbeltspiralen tvinnes
opp 0g forbindelsen mellom
basene l¢gsner slik at de to
DNA-tradene begynner & skille
lag fra en ende. Se Fig. 13.

Fig.13.
Replikasjon av DNA (etter
Gardner og Snustad 1981).
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I cellekjernen finnes det frie nukelotider og ved hjelp av
enzymer begynner de & feste seg til de to tradene. Etter som
det bare er en bestemt plass hver av de 4 ulike typer nukleo-
tider kan festes, bygges det ved hjelp av de frie nukleotider
opp to nye dobbelttrader som er en eksakt kopi av den opp-

rinnelige DNA~traden.

Hver av de to nye DNA-molekyler inneholder alts& .en helt
gammel og en helt ny trad. Dette kalles for en halv-konserva-
tiv kopiering (replikasjon). Det nye arvestoffet vil altsa
inneholde en halvpart som er gammel og en halvpart som er ny.
Dette har en kunnet bevise ved hjelp av isotopteknikk. Hos
kolibakterier er det vist at DNA-syntesen foregdr med en
hastighet p& ca. 90 tusen nukleotider pr. minutt.

Watson-Crick-modellen som delvis bygger p& fullstendig bevis
og delvis er hypotetisk, har vakt svert stor interesse innen
biologien. Dette fordi modellen gir en sannsynlig forklaring
Pa genenes og kromosomenes evne til eksakt & reprodusere seg
selv. Fglgen av dette er at mitosen hos alle organismer leder
til dobbeltceller med presis samme genetiske konstitusjon som
morcella. Denne fundamentale prosess er selvsagt mer kompli-
sert enn det som er omtalt her. ’

3. Den genetiske kode.

Sammenhengen mellom DNA og proteiner

I de senere ar er det gjort store framskritt i retning av &
klarlegge det genetiske alfabet i kromosomene som leder til
produksjon av de bestemte proteiner som er ngdvendig for
opprettholdelse av livsfunksjonene.

En skal her bare gi kort sammendrag av det som er ngdvendig
for & f4 et begrep om hva som foregar.

Alle stoffomsetninger i de levende celler foregdr som kjent
ved hjelp av proteiner. Nar et protein hjelper til med en
stoffomsetning kalles det for et enzym.
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Alle opplysninger om de arvelige egenskaper hos en celle er
lagret i DNA-molekylet og arvestoffets primzre oppgave er 4a

bestemme hvordan et protein skal vare sammensatt.

Proteinet er som kjent bygget opp av aminosyrer. Syregruppen i
en aminosyre kan bindes til aminogrupper i en annen, slik at
de to aminosyrene blir knyttet sammen til et stgrre molekyl
som kalles et peptid. Koblingen mellom to aminosyrer kalles en
peptidbinding.

Ved hjelp av peptidbindinger er det mulig & sette sammen lange
kjeder av aminosyrer omtrent som en kobler sammen jernbane-
vogner til lange tog som kalles polypeptider. Et polypeptid er
i realiteten et protein, noen proteiner kan imidlertid best&

av flere polypeptidkjeder.

Med 20 ulike aminosyrer som byggestener kan det lages en
uendelighet av kombinasjoner. Om vi f.eks. begrenser antallet
aminosyremolekyler i et protein til 140 og sier at hvert av de
20 aminosyrer skal vare representert 7 ganger, kommer en til

at denne kombinasjon kan arrangeres pa 135 x 10165

ulike
mater. (Dette tallet er antatt & vere stegrre enn det sannsyn-
lige antall atomer i universet). N

Antallet aminosyremolekyler i en polypeptidkjede er fra 100 og
opp til mer enn 300.

Ved & ordne bokstaver i1 en bestemt rekkefglge kan vi ved
skrift overfgre informasjon. N& er det i DNA-molekylet bare 4
ulike baser og med bare 4 bokstaver kan en ikke f& sagt mye
(41=24).

Skal det lagres omfattende informasjoner ,m& en derfor ta
sterre deler av DNA-molekylet til hjelp. Som tidligere nevnt

er det sannsynligvis opptil noen hundre basekombinasjoner som

tilsammen utgjgr den informasjonsmengde vi benevner med et
gen.

T
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Den genetiske kode representerer egentlig ikke selve beskjeden
om hvordan proteinene skal bygges opp, koden i DNA blir fgrst
oversatt fra et 4-bokstavers sprdk til et sprak som inneholder
20 bokstaver.

Savidt en veg)kan cellene bare oversette i en retning fra DNA
til protein, men ikke den andre veien. For & makte denne over-
settelsen, bruker cellene ulike typer av "hjelpemolekyler" og
mekanismer.

Den beskjeden som er lagret i DNA er fgrst "kopiert" over til
et lignende molekyl som DNA og dette molekylet kalles bud-
bringer-RNA (Messenger RNA) .,*

RNA-molekylet har ogsd 4 basekombinasjoner, men her savner en
basen thymin som er erstattet av en annen base som kalles
urasil. I alle tilfeller der thymin (T) opptrer i DNA finner
vi pad tilsvarende plass urasil (U) i RNA-molekyl.

Crick s& tidlig at den genetiske kode kunne bli 1lgst direkte
hvis en kunne bestemme aminosyresekvensen i proteinet og
samtidig kunne finne den basesekvens pd den del av DNA-mole-
kylet der koden er plassert. I 1lgpet av 60-arene ble det pa
dette omradet gjort store fremskritt. Dette skyldes bl.a. at
amerikanerne Nirenberg og Khorana 1lykkes i & bygge opp RNA
syntetisk, slik at det med RNA av kjent sammensetning ble
mulig & fremstille enkle molekyler (Nobelpris 1968).

Pa grunnlag av disse undersgkelser fant en at DNA-koden blir
"lest" ved at en betrakter 3 og 3 baser samtidig (The triplet
code) .

* Messenger-RNA. Dette er "kopi" av et avsnitt av den
genberende del av DNA. Dette messenger-RNA assosieres med
en eller flere ribosomer. Forekomsten av messenger-RNA ble
ferst pavist av Jacob og Monod i bakterier, 1961 (Nobelpris
1965), men er senere funnet i h¢gre organismer.
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De 4 baser kan om en betrakter 3 og 3 av dem, leses pa til-
sammen 64 ulike mater. Nirenberg og Khorona var i sine arbeid-
er i stand til & analysere resultatet av hver enkelt av alle
disse 64 ulike koder.

Den slutning de kunne trekke av disse arbeider var i fgrste
rekke:

° DNA kontrollerer med sikkerhet aminosyresekvensen i
de ulike proteiner og denne kontroll formidles gjennom
RNA. (Dette var f@grste gang en paviste korrelasjon mellom
nukleotidsekvensen i DNA og aminosyresekvensen i polypep-
tider).

° Disse undersgkelser har gitt definitivt bevis for at den
genetiske kode er en trippelkode.

® Det har 1lykkes & vise hvilken informasjon hver av de 64
ulike trippelkoder gir.

Detaljene vedrgrende denne definering er gjengitt i Figur 14.

Som det gir fram av denne figuren)kan ulike koder gi samme
animosyrese. Sekvensen for aminosyren Alanin er altsd gitt ved
4 ulike koder GCU, GCC, GCA og GCG. Disse reservekodene har
sannsynligvis betydning ved & minske frekvensen av feillesning
(mutasjoner). Det er ellers et par-tre ordrer av disse 64 som
fgrst i de senere ar er klarlagt. Det gjelder UAA, UAG og UGA,
en vet nd at disse angir begynnelsen, henholdsvis slutten, av
de basesekvenser som angir vedkommende gen.

Vi ser ellers at det i vesentlig grad er de to fg¢rste bokstav-
er i koden som bestemmer hvilken aminosyre som skal kobles til
peptidkjeden..
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Den genetiske kode bestar av 64 ulike kombinasjoner av sett pé
3 og 3 nukleotider som bestemmer aminosyresekvensen i polypep-
tider/proteiner.
koder som leder til samme resultat

forhold med

4. Verksted for proteinsyntesen,

"reservekoder"
for begrensning av virkningen av "lesefeil", dvs. mutasjoner.

Som en ser er det i de fleste tilfeller flere
(aminosyresekvens).
har sannsynligvis stor betydning

Dette

Fgr vi avslutter denne oversikten skal vi gi en sterkt forenk-

let framstilling av selve proteinsyntesen.
forenkelt til det skjema som er vist i Fig. 15.

Denne omtalen er
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v ATE-CAA-CGT-TAT-GAA-CTB-ACC-TTT-GCA -TC6-TAC-GCC-ALT-GTT-TCY-ATT-GLA...
DA{A w0 JAC=GTT=-GCA-ATA-CTT-GAC-TCG-AAA-CGT ~AGC-ATB-CGG-TEA-CAA-ABA-T/A-CET..e

Transkripsjon

MeSsenger . aue-cAA-COU-UAU-GAA-GUB-AGC-UUU-GEA-UCG-UAC-GCC-ACU...
RNA ca

Ribosom

Oppbygging av
peptidhjede

Skjematisk illustrasjon av proteinsyntesen.

Genetisk informasjon er transkriptert (overfgrt) fra DNA-mole-
kylet til en enkel trdd i budbazrer-RNA (mRNA). RNA-traden
bringes i kontakt med ribosomer. Aminosyremolekylet transplan-
teres til ribosomet av transfer-RNA (tRNA). Disse tRNA-legemer
har en negativ kode som svarer til de tre kodetegn vi finner i
et kodon pd& mRNA-traden. Det aminosyremolekyl som er festet
til vedkommende tRNA-legeme heftes n& til enden av den poly-
peptidkjede som er i ferd med i bygges opp.

Som en ser starter syntesen med AUG som koder for methionin,
det ble vist av Fr.Sanger at alle peptidkjeder starter med
denne aminosyre. Nar en saledes vet start-codon for et gen,
kan en bare sjekke baserekkefglgen til en finner et codon som
ikke koder noen aminosyre, og det kodon er fglgelig stopp-
orderen (UAA). (Etter Hapwood 1981).

Kodene pa& DNA er overfgrt til "bldpapiret " RNA og som vi ser
har kode A i DNA resultert i kode U i RNA.

RNA representerer na arbeidstegningen til selve proteinsyn-
tesen. Selve syntesen skjer ved at budbringer-RNA bringes i
kontakt med ribosomer, - hjelpemolekyler som tjener som
verksted for syntesen.
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Det neste som skjer er at ulike transfer-RNA*, som ut fra sin
kode er koblet til sine spesifikke aminosyrer, sgker til det
sted pa budbringer-RNA der kodetegnet passer sammen. P&
tegningen er det vist at transfer-RNA nettopp har plassert
aminosryren (leucin) i sekvensen, mens et annet transfer-RNA
med aminosyren (serin) holder p& & kobles til sekvensen p& den
plass pd ribosomet som motsvarer koden. MERK! Transfer-RNA med
kode AUU passer bare pd en plass pd budbringer-RNA der en

finner koden UAA.

5. Biokjemiske arsaker til mutasjoner.

Det er nad ifglge Crick vist at mutasjoner vanligvis er av
fglgende to typer:
° de som skyldes basesubstitusjoner (Pum it wcfos; vinte )

e de som'skyldes "faseforskyvning"

I det fgrste tilfellet er en base byttet ut med en annen, men
det totale antall baser er uendret.

I tilfeller med faseforskyvning er en eller flere baser addert
til DNA eller tatt bort fra denne "bldkopi". Fig.16.

En kjenner nd spesielt fra undersgkelser av humant hemoglobu-
lin en rekke mutasjoner som skyldes basesubstitusjon. Over-
raskende er det at med unntak av ett tilfelle skyldes alle
mutasjonene endring av en enkelt base i DNA (altsd basesubsti-
tusjon).

Den fgrste av slike mutasjoner i hemoglobulin var en endring
av aminosyrerekkefglgen, slik at en pad en plass hadde f&tt
aminosyren valin istendenfor glutaminsyre. Ser vi p& kartet
over den genetiske kode, Fig.14, finner en at denne mutasjonen
kan skyldes at en har fatt endret koden GAA eller GAG til GUG.

* Transfer-RNA overfgrer spesifikke aminosyrer til bestemte
plasser pa budbringer-RNA,.
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I begge tilfeller er det spgrsmdl om endring av bare en enkelt
av de mange hundre baser som er ngdvendig for koding av en av
de to kjeder som hemoglobulinet er bygd opp av.

Det eneste unntaket hvor det altsd er substitusjon av mer enn
en base dreier seg om en endring av to baser.

Ut fra Fig.l4 kan en rekne seg fram til at det bare er i ca.
40% av de tilfeller hvor en har endring av aminosyrerekkefglg-
en at dette kan realiseres ved endring av bare en base. Det er
imidlertid nesten bare slike tilfeller som er observert i
forsgkene.

Fordi flere sett av tre og tre koder resulterer i samme
aminosyre, er det vanskelig ut fra endring i aminosyresekvens-
en eksakt & si hvilken basesubstitusjon det er tale om i hvert
enkelt tilfelle.._

Den biokjemiske genetikk har 1likevel gitt oss en logisk
forklaring pd mulige arsaker for genmutasjoner. Ellers er en
nd kommet s& langt i & fremstille syntetiske gener at en
snakker om dirigerte mutasjoner. Se kapittel VII.

. I WILD TYPE
AMINO ACID SEQUENCE , , , Lys | Ser Pro Ser Leu AspN Ala
BASE SEQUENCE s (AA?2IAG UIC C AU C AjCU UlA A Ul c 2
| f VAV ANV A AR Ay Ay VAV A A A
) R ; 'L // // // /’/ // // // // // // // // // // ///
BASE SEQUENCE ... 1A A 216 U clc awu !c A ClU U AJA U 6G6l6 Cc 2
AMINO ACID SEQUENCE . . . Lys Val His His Leu Met Ala
DOUBLE MUTANT T
Figur 16.
Mutasjon pad grunn av faseforskyvning. Et eksempel pd en
basesekvens hos et virus (T4). Normalt produserer denne

sekvens et protein av typen lysozym. Hos mutanten er det en
faseforskyvning slik at A-basen ikke er fgrste symbol i det
sett av 3 symboler som leses samtidig (et kodon), 15 baser
senere blir det 1lest riktig igjen. Som en ser har denne
faseforskyvningen resultert i en helt annen aminosyresekvens
hos mutanter enn hos utgangstypen (Crieck 1966).

Ala, . .

Ala, , .,



88

6. Bestemmelse av baserekkefglgen - antall gener.

Ved isotopteknikk og elektrophorese i kombinasjon med restrik-
sjonsenzymer er det blitt mulig & kartlegge base-rekkefglgen
pd DNA-molekylet (Kronberg 1968). Resultatet av et slikt
mgysommelig kartleggingsarbeide er vist i Fig.17, som viser
den genetiske kode hos viruset @K 174. Lengden av dette DNA er
0.0018 mm og tilsammen 5375 baser er plassert langs denne
tréaden.

Figur 17. (se neste side)

Den genetiske kode for en ekstremt liten virus @X 174. Bok-
stavene angir rekkefglgen for de fire basene cytosin, guanin,
adenin og thymin, som danner broer mellom de to spiralene som
utgjgr DNA-molekylet. Den genetiske kode er bestemt av rekke-
fplgen av disse 4 basene, og hos 9X 174-viruset er det tilsam-
men 5375 nukleotider hver med en bestemt base.

Nukleotidene er hos dette virus gruppert i 9 kjente gener som
hver enkelt koder aminosyresekvensen for de 9 ulike proteiner
en finner hos denne virus. Det mgrke feltet i figuren repre-
senterer basesekvensene for genet J, det "korteste" genet hos
@X 174-viruset.

Et tilsvarende kart over basesekvensene hos en bakterie ville
kreve ca. 2000 sider, meg\s det ville kreve 1 million sider
for & skrive den genetisk ode hos et pattedyr. Denne deschi-
frering av den genetiske kode ble utfgrt av Fr. Sanger og
medarbeidere ved British Medical Research Council Laboratory
of Molecular Biology, Cambridge (Grobstein 1977).%*

Et stykke av DNA eller RNA-molekylet som inneholder informa-
sjon om et polypeptid er det en i molekylargenetikken kaller

et cistron, men som er det samme som et gen, - et arveanlegg.

Hos de minste virus er det si lite som 9 gener som hver koder
aminosyresekvensen i en spesiell polypeptidkjede (et protein).
Hos bakterier inneholder DNA-tridene ca. 3 tusen gener som
hver enkelt inneholder koden for aminosyresekvensen til et
protein. Hos hggrestdende organismer mener en at antallet
arveanlegg er i ste¢rrelsesorden 10 eller 100 ganger det en
finner hos bakterier. I cellene hos hggrestdende organismer
mener en at det er 10 tusener av ulike enzymer.

* I Scientific American, Desember 1977 har John C. Fiddes
beskrevet de metoder som er utviklet for en rask
identifikasjon av basesekvensene. Se ogsd Gingeras og
Roberts i Science 1980, s. 116.
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GAGTTTTATCGCTTCCS TGACGCAGAAGTTAACACTTTCGGATATI TCTGATGAGTCGAAASAT TATCT TGATAAACGAGGAATTACTACTGCTTGTTTA
TCAACTACCGCTi TCCAGCATTTCATICTCGAAGAGRCTCGACGCGTTCUTAICCAGCTTAAAAGAGTAAAAGGCGGTCGTCAGGTGAAGCTAAAT TAAGS
AACGATTCTGTCAAAAACTGACGCGTTGGATGAGHAGAAGTGGCTTAATATGCTITGGCACGTTCGTCAAGGACTGG TT TAGATATGAGTCACATTTIGTT
TGAACTGAGTACTAAAGAATGGATAATCACCAACTTGICGTAGCCTGAGTCTATCATIAGGTGCG, GAAAATTTTACAGTTGTTCTCTTAGAGATGGTA
TACTGAACAATCCGTACGTTTCCAGACCGUTTTGGCCTCTATTAAGCTCATTICAGGCTTCTGCCGTTTTGGATTTAACCCAAGATGATTICGATITTLTG
TCGCTCCCATAGGATGTTTCAGGTCOCATGGTATTTGCGT TCGGAGTTGCGTCGUTGCTCGTGCTCTCGCCAGTCATCGTTAGG Y TTGAAACA AaTGAGCA
TICCIGC™CCTIGTICACTTITATIGLTIGCCGTCATTGUTTATTATGTTCATCCCGTCAACATTICAAALGLCCTIGTCTCATCATGGAAGGCGLTGAATTTAS
CAGTCATICTTGCAGTCACAALGGACCCGUATGTGCCTTCCATTTIGLGCTTULTTAAGTCGLCGAAATTGGSCTLCGAGCTGCGGTA ATTATTACAAAAGG
GCAGAAGAAAACG T GUGTCAAAAATTACG TGCGGAAGGAGTGATGTMEJQWWWWMEUM
TTAAATAGGAG TTCATTCCCCGGCTTCGGGGACTT TAATm*Immmmmgrmmmﬁ#‘
ATGTCTAATATTCAAAC i GGCGCCGAGCGTATGLU GCATGACCT T TCCCATCTTGGST TCCT TGLTGRTCAGAT TGCTCGICT TATTACCAT TTCAARCTA
TACAGATCTCATCTICAGT TATCGTTCCGGTGCTIGCGTTACCTCTTTCTSCCTCTCGCGGTTGCCGLAGGTAGAGCT TCCTCAGCGGTCGCTATTGGCCTC

u . . TTTTACTITITATGTCCCTCATCGTCACGTTTATGGTGAACAG TIGGATTAAGTTCATGAAGGATGGTIGTTAATGCCACTCCICTCCCGACTGT TAACCAA -

: GATATCTATAGTTTATTGGGACTTTGTTTACGAATCCCTAAAATAACCATAGTCCCAATTAGCACGGTICTITTCGCCGTACCAGT TATATTGGTCATCA

“ CGTATTTTAAAGCGCCGTGS-—-ATGCCTGACU G TACCGAGGCTAACCCTAATGAGELT TAATCA AGATGATGCTCGTTATGGTTTCCGITGCIGCCATCT

TCGTCGAACGTCTGGG TATTACAGTTATCTACACCATCTTCAGCAGTAAACCGCTCTTTCGACTCAGAGTCCTCCTTCGSCTCGTCAGGTTTACAAAAAC

i

TATGCTAATTTGCATACTGACCAAGAACGTGATTACTTCATGCAGCGT TACCATCGA-GTTATTTCTTCAT TIGGAGGTAARACCTCATATGACGLTGACA
o ACTTGTGCTGGTCTTTIGACCGGATTECTGCAAACCAGTCAAGGTAGT TGTAGTATCGGTCTACGGGTCTCTAATCTCGCGTACTGTTCATTTCCTGCCA
B ACAGACCTATAAACATTCTGYGCCGCGTTTCTTIGTTCCTGAGCATGGCACTATGTTTACTCTTGCGCTGCTTCGTTTTCCGCCTACTGOGACTAAAGAG
GGAAGTATCTT "AAAGTGCGCCGCCGTTCAACGGTATGTTTIGTCCCAGUGGTCGTIATAGCCATATTCAGTITCGTGGAAATCGCAATTCCATGACTTA -
ATGTTTTICCGTTCTGGTGATTCGYCTAAGAAGTTTAAGATTGCIGAGGGTCAGTGGTATCGTTATGCGCCTTCGTATSGTTTCYCCTGSTTATCACCTTCT -
TR TTGACTTGCTGAC?TTGTGACCAG‘.[ATTAGTACCAACGCTTATTCATGCGCAAGAACGTTTAGTGGTCTTCCGCCAAGGACTTACT TACCCTTCGGAAGT
: GTTGCAGTGGATAGTCTTACCTCATGTGACGTTTATCGCAAT CTGCCGALCACTCSCGATTCAATCATGACTTCGTGATAAAAGAT TGAGTGTGAGGTTA
f . TITCAGACTITGTACTAATTTGAGGATTCGTCTTTIGGATGGCGCGAAGCGAACCAGTTGGGGAGTCGCCGTT TTTAAT TTTAAAAATGGCGAASCCAAT
TATTTCTCGCCACAATTCAAACT TTTTTTCTGATAAGCTGGTTCICALTTCTGT TACTCCAGCTTCTTCGGCACCTGT T TTACAGACACCTAAAGCTACA
:; . GGACTAATCGCCGLAACTGTCTACATAGGTAGACTTACGTTACTICT TTTGGTGGTAATGGTCGTAATIGGCAGTITGATAGTTTTATATTGCAASTGCT
: TTGTITCAGTTGGTGC TGATATTGCTTTTGATGUCGACCCTARATTTITIGCOTGTTITGGTICGLTTTGAGTCTICTTCGGTITCCGACTACCCTCCCGAC
~ TAACGGCCCGCATGCCCCTTCCTGCAGTTATCAGT GTGTCAGGAACTGCCATATTATTGGTGGTAGTACCGCTGG TAGGTTTCCTATTTGTAGTATSCGT
AACGTCTACGTTGSTITCATGGTTTGGTCTAACTTTACCGCTACTAAAIGCCGCGGATTGG T TTCECTGAATCAGGTTA Y TAAAGAGATTATTTGTCTCS
. ‘AACTGGCGGAGGT ITGTTAAATCTGTACCGCGGTGGTCGTTCTCGTCTTICGTTATGCCGGTCGTTATCGTGGTTTGTATTTAGTGGAGTGAATTCACCGA
1 AAAGCCGCCTCCGGTGGCATTCAAGGTGATGTGCT TGCTACCGATAACAATACTGTAGGCATGGGTGAIGCTGGTAT TAAATCTGCCATTZAAGGCTICTA
CTTCACGGTCGGACGTTGCATGGAAGTTC TTCAGGAAATGGTCGAAATCGTTATCGTGTGLTTIGTTTTGATCCCLGCCBGAGTAGTCCCAATCCTTC A
TGCCGTTTCTGATAACTTGCTTGATTTGGTTGGACT TGGTGGCAAGTCTGCCGCTGATAAAGGAAAGGATACTCGTGA TTATCTTSCTGC IGCAT TTCCT
GGTTAACGTAAAATCAT TCGAGAAAAACTAAGAGT TTAGGCCGCAGTTGGTATGGTCGTCTCCTTCGTAGTCGTGGTCGTSGCGAGGGTTCGTAAT TCSAS
' . ACAATCAGAAAGAGATTGCCGAGATGCAAAATGAGACTCAAAAAGAGATTGC TGGCATTCAGTCGGCGACTTCACGCCAGAATACGA AAGACCAGGTATA
CCTTTGGACGACAACGAACCTTTCTAACCACAAAAGGTATTATCTGCGTTGCGTCGTCATCTGAGGAAGAZA-CTTATTCGTTCGTAGAGTAAAACACST

ki L

GAGATTATGCGCCAAATGCTTACTCAAGCTCAAACGGCTGGTCAGTAT TT TACCAATGACCAAATCAAAGAAATGACTCGCAAGG TTAGTGCTGAGGTTG
.~ GGTCTTCGTCGTAG TCACTSC TGTAATCT TTATAGGA AACGTCATCGCGGT TATACTCTTCTCGGTATGGCGACTAAGACGT SAACGACTACTTGATTCA
S TGTGGTTGATATTTITCATGGTATTGATARAGCTGTTGCCGATACTTGGAACAATTTC IGEAAAGACGG TAAAGC TGATGG TATTGGCTCTAAT T (G TCT

EE RPN
W at

. < TAAGTCTTCCCATTATTCTTCCTTGGTATTI T T IZGSAGCTTCTAAACCICCGTACTITTGTATGT TAACCCTCCCACAGT TAGGAC TGCCAATAAAGGA

kS

t +GTCACGCTGATTATTTTGACTTTGAGCGTAT.GAGGCTCTITAAACCTGCTATTGAGGCTIGTGGCATT TCTACTCTTTCTCAATCCCCAATGCTTGGSTY
S TCGGCAGTTGTATGTATAGTGGTAATAGCTTGAGTTGCGGUACGTATGCTTTICTGTCTTAGACAAGGT TCTCGAACTACGCCAATAGGTAGACGAATASC
¢ < CATAAGGCTGCTTCTGACGTTCGTGATGAGTTTGTATC IGTTACTGAGAAGT TAATGGATGAAT TOGCACAATGCTACAATGTGCTCCCCCAACTTGATA

-

S

" CCCGCAAGTCGTCGGTCGAACGTTTTGACGCATTGGCAGAAGAGCAAGAGAT TTTTGGTAAAAAGCAGGGGAAGCCCCGCCACCAGATATCACAATAATT
TCTTAAGGATATTCGCGATGAGTATAATTACCCCAAAAAGAAAGGTAT TAAGGATGAGTGTTCAAGAT TGCTGGAGGCCTCCACTAAGATATCGCGTAGA
ABATTAGCCAGCAGTCGGTTGCACTCTCACAGT TTTTGCTATTTGG T GGTAGTCGTACTCGGACAGCGTAACGTAAGTAGTTTGCGACTTATCGT " TCGG

Royy s

) T ASGCGTTITTATGATAATCCCAATGCTTTGCGTGACTAT TTTCGTGATATTGGTCGTATGGTTCT TGCTIGCCGAGGGTCGCAAGGCTAATGATTCACACGE
1 . COATGGACATCCTTCACAGGCGTATITCACGTGGCGTACCTTTACTTCTGCCGG TAATCGACATGGTATEAGTCCGTGTGT T T ITATGACTATCGTCAGS

-

" -GTTGACCCTAATTTTGGTCGTCGGG TACGCAATCGCCGCTAGTTAAA TAGC TTGCAAAATACGTGECCTTA TGGTTACAGTATGCCCATCICAGTTOGCT
TGTATCTITGGTIGTCGGTATATTGACCATCGAAATTCGCLCCAGTGGAAATCSTAGTTGTCCGGTGTTGG ITGGTCTTGCACT T TY TCGCAGGACGCACA

. » GGCTAAATACGTTAACAAAAAGTCAGATATCGACCTIGCTGCTAAAGG TCTAGGAGC TAAL GAATUGAACAACTCACTAAAAACCAAGCTGTCGCTACTT
CGAACCATTCAACCTAATTCGTGAGGCACCTGTCTAAACAGTAACACT CGTAAAAGTAGGGLU TTCAACGCCCGACTAAGACTAAGACT TGTCGAAGAACSC
TGGGTTACGATGCOACGTCG TTCAACCAGATATTGAAGTAGAACGCAA AAAGAGAGATGAGAT : GAGGCTSUGAAAAGTTACTGTAGCCSACGTTTTGRC

ToLIWTWET T L LT L 2AL . ACGTCCAACCTATGCGGTTAG TAAAAATAGCTTCGCGCGTATTTAAACTCGTCTAAACAGCAGTGTCCAACTCGS

Figur 17. (se tekst s.88).
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All stoffomsetning i cellene utfgres som kjent av sitt be-
stemte enzym. Enzymene bestdr av ett eller flere peptider som
er foldet pd en bestemt mate, og denne foldingen er med og gir
molekylet dets spesielle funksjon. Det stoffet enzymet
arbeider med kalles substratet. Enzymets virksomhet er knyttet
til et bestemt sted, det aktive sted i molekylet der substrat-
et ved god tilpassing skaper muligheter for svake bindinger og
derigjennom fremmer den spesifike prosess (katalyserer de
kjemiske prosesser i cellene). l

Amerikanerne Beadle og Tatum viste i begynnelsen av 50-&rene
at genets primere funksjon var & kontrollere oppbyggingen av
enzymene. Til hvert gen svarer det et enzym, mente Beadle og

Tatum.

Det er vist at selve strukturen (foldingene) av enzymene
innvirker pa& deres funksjoner. Det er bl.a. vist av Stein og
Moore (1961) at den svovelholdige aminosyren cystin danner
broer mellom ulike deler av peptidkjedene (enzymet). En
endring av aminosyresekvensen i polypeptidkjeden vil fglgelig
kunne endre enzymvirksomheten.

Ved at den genetiske kode styrer aminosyresekvensen ved ~
oppbygging av polypeptidkjeder styrer alts& genet oppbyggingen
av bade proteinene og de spesielle enzymer som har ansvaret
for stoffomsetningen i cellene.

7. Informasjonsveier - "Det sentrale Dogme" innen molekylar-

biologien.

Francis Crick, - en av oppdagerne av strukturen i DNA-molekyl-
et, formulerte tesen om at genetisk informasjon innenfor en

organisme bare kan overfgres fra:

1) DNA til DNA (ved replikasjon)
2) DNA til RNA (ved transkripsjon)
3) RNA til protein (ved translering)
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Informasjon kan derimot ikke ga fra protein til protein eller
fra protein til RNA eller fra protein til DNA. Fig. 18. Disse
slutninger har senere fatt betegnelsen "Det sentrale dogme".

DNA
Lo v et ivele ey shleeirielotololotaloto e Yoty

TRANSCRIPTIOT‘/ \REPLICATION

RNA BKEEENSY EERRORS N O R NN OO S OO S e
DNA
TRANSLATION
L | L 4
PROTEIN

Figur 18.

Illustrasjon av genetiske informasjonsveier innen organisme
(etter Temin 1972).

I de senere ar er det imidlertid vist (Temin 1972) at det hos
virus virkelig er en informasjonsvei fra RNA til DNA. (Denne
oppdagelsen kan f& betydning i samband med bekjempelse av
virustyper som gir sykelige svultser).

Forskerne er imidlertid enige om at det er lite sannsynlig at
det er informasjonsveier fra protein til protein eller fra

protein til DNA.

8. Regulering av genfunksjonene

P4 samme mate som vi finner stor variasjon mellom arter finner
vi, som vi vet, stor forskjell mellom celler fra ulike vevs-

typer.

Etter det vi vet)inneholder de ulike typer av somatiske celler
et fullstendig sett av individets gener. Hvordan kan s&
cellene oppvise en slik stor fenotypisk variasjon?
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Dette spgrsmidlet har en ennd ikke noe skikkelig svar pa, det
som imidlertid er klart er at ikke alle de gener som er
representert i cellekjernen er i funksjon pd samme tid. En vet
imidlertid at det hos differensierte celler hos hg¢grestdende
dyr bare er en liten del, - mindre enn 10% av genene som er i

funksjon.

Enkelte gener, slik som de som er ansvarlig for syntesen av
ribosomalt protein, de som er ansvarlige for tRNA (transfer
RNA) osv. md ngdvendigvis vere i funksjon i praktisk talt alle
celler. Mange andre gener er derimot i funksjon i en kort
periode, og bare i et spesielt utviklingstrinn. Dette sier oss

at funksjonen til generle md vere regqulert. Vi antar sialedes at

genenes virkning kontinuerlig blir "slatt pa" og "slatt av" i
de enkelte celler.

Omfattende underé¢kelser tyder pa at genenes funksjon er

regulert gjennom nivaet av transkripsjon, - altsd omfanget av

overfgring av genetisk informasjon fra DNA til budbringer RNA.
(se Fig. 23). Denne erkjennelse sier imidlertid ikke at det
ikke ogsd pa andre mater skjer en regulering av genaktivitet-
en.

Det er imidlertid enighet om at den reguleringsmekanisme med
stgrst effekt pé& fenotypen, er den som styrer omfanget av
transkripsjonen og dermed utviklinga av mRNA (budbringer RNA).

SAMMENFATNING

Med denne, 1 hg¢g grad selektive, summariske oversikt over
enkelte oppdagelser innenfor den molekylzre genetikk, hiper en
at det i noen grad er blitt lettere & forstd enkelte av de
biologiske mekanismer som populasjonsgenetikken bygger p4.
Dette kan summeres opp i f@lgende punkter:
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° DNA-molekylet gir plass for et enormt stort antall

arveanlegq.

De g¢gkonomisk viktige egenskaper innen husdyravlen er svart
ofte kvantitative. En antar at slike egenskaper beror pd mange
arveanlegg, og populasjonsgenetikken er derfor i stor grad
beskjeftiget med en endring (forbedring) av karakterer som
antas a4 bero pa et stort antall gener.

De oppdagelser som er gjort innen molekylarbiologien viser at
DNA-molekylet hos hggrestéende arter virkelig har plass for et
meget stort antall arveanlegq.

Disse studier kan imidlertid ikke eksakt fortelle oss hvor
mange arveanlegg det er spgrsmdl om, men det molekylare
grunnlag er 1likevel tilstede for et enormt stort antall

arveanlegq.

[ Det biokjemiske grunnlag for gen-mutasjoner.

Den sannsynligvis mest vanlige mutasjon er det vi kaller en
gen-mutasjon. Omfattende studier av blant annet humant hemo-
globulin, men ogsd studier av virus og bakterier, viser at
langt de fleste mutasjoner skyldes ombytting av en enkelt base
pd DNA.

En slik ombytting vil automatisk lede til en endring av
aminosyresekvensen og dermed resultere i en endret egenskap
ved det aktuelle polypeptid (enzym/protein). Disse oppdagelser
har i hgg grad bidratt til & "avmystifisere" problematikken
omkring genmutasjoner.

) Dominanseffekt, - additiv geneffekt.

I arvelzren har vi lart at arveanleggene opptrer parvise og at
vi har dominante og recessive gener.

Vi har videre lart at heterozygoten (Aa) kan ha en verdi som
ligger midt mellom de to homozygotene (aa og AA), - altsa
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intermedi®zr nedarving, men heterozygoten kan i mange tilfeller
ha samme verdi som den dominante homozygot AA, - altsd full-

stendig dominans.

Innen populasjonsgenetikken snakker vi i tillegg om ikke-addi-

tiv arv, hvilket i realiteten betyr at heterozygoten Aa kan
vere plassert hvor som helst p& verdiskalaen mellom ytter-
punktene aa-AA.

I de to DNA-molekyler som utgjgr et kromosompar ma det, for at

vi i det hele tatt skal registrere et arveanlegg i et gitt

1ocus)vare,ulike ordrer, altsd en forskjell i basesekvensen.
Etter det vi vet fra studier av genmutasjoner er det for &
oppna forskjell mellom alleler tilstrekkelig at en base er

byttet ut med en av de andre tre mulige baser.

Hvis vi har en slik forskjell vil de to DNA-molekylene gi
opphav til ulike ordrer ndr det gjelder aminosyresekvensen.
Avhengig av genotypen for det aktuelle locus vil vi ha fg¢lg-
ende muligheter.

- Individet har genotypen AA.

Det produseres polypeptidkjeder med lik aminosyre-
sekvens, vi kan kalle denne for A.

- Individet har genotypen aa.
Det aktuelle gen resulterer i at det produseres et
polypeptid der aminosyresekvensen er den samme for
begge alleler, men forskjellig fra A. Vi kan kalle
denne aminosyresekvensen for a.

- Individet er heterozygot, genotypen Aa.
Med utgangspunkt i den genetiske kode som er plas-
sert i det aktuelle locus finnes det her to ulike
ordrer. Allel A resulterer i polypeptid med amino-
syresekvens A, mens allel a leder til et polypeptid
med aminosyresekvens a.

Med dette som utgangspunkt kan en tenke seg:

a) - at effekten av den ene kode leder til et resultat
som overskygger virkningen av den andre aminosyre-
sekvens. En slik effekt wville vi kunne kalle domi-
nanseffekt.

v
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b) - at virkningen av de to typer av polypeptider leder
til en mellomting mellom de to ytterpunktene aa og
AA. Vi kan sdledes forestille oss additiv geneffekt.

c) - at syntesen av to wulike polypeptider, - en med
aminosyrefrekvens a og den andre med sekvens A, gir
en virkning som kan ligge hvor som helst innenfor
intervallet aa og AA, - med andre ord en ikke-addi-
tiv geneffekt.

d) - at effekten av den genetiske kode i det aktuelle
locus kan vzre avhengig av de aminosyresekvenser som
blir resultatet av de koder som er plassert i et
annet locus, f.eks. locus B. Vi har med andre ord en
samspilleffekt mellom loci, - altsd epistasi.

e) - at en ved endring av basesekvensen i det andre allel
kan fa flere forskjellige koder som leder til en

lang rekke ulike aminosyresekvenser. En kan sdledes

lett tenke seg det molekyl®re grunnlag for multiple
alleler.
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VI. MULTIPLE KOPIER (GJENTATTE SEGMENTER) AV DNA

Det er innen molekyl®rgenetikken i de senere Aar gjort
epokegjerende oppdagelser. Disse oppdagelser har tilsam-
men skapt grunnlaget for genteknikken, - altsd program-
mert transplantering av gener.

For forstdelsen av denne teknikk kan det synes ¢nskelig
med et lite innblikk i hvordan genene egentlig er "pak-
ket" innenfor DNA-molekylet. Denne enkle oversikten gir
oss en idé om at det er betydelige deler av DNA-molekylet
som ikke er gener 1 vanlig forstand, men videre larer vi
at det er basesekvenser som har som oppgave & regulere
funksjonene av de enkelte gener (Fig. 23).

Oppdagelsene nar det gjelder DNA-strukturen indikerer at vi
som grunnlag for de enkelte gener har presise, men ogsd unike
basesekvenser. Det var derfor en stor overraskelse da en i

1964 oppdaget at mye av DNA i celler hos mus besto av multiple

kopier av de samme basesekvenser.

Slike multiple kopier er senere blitt pavist hos en rekke
hggrestdende dyrearter. Disse kopier varierer i mengde fra 20%
og opp til s& mye som 80% av DNA-innholdet.

Presisjonen av selve gjentakene kan variere noe, slik at en
ofte snakker om multigene familier av gjentatte DNA-sekvenser
heller enn identiske sekvenser. Antallet av baser i slike
multiple kopier kan variere fra s& lite som 50 baser og opp
til s& lange sekvenser som 2 millioner stk.

Vanligvis blir ikke multiple sekvenser transkripert, men det
faktum at i det minste noen fd av disse gjentatte sekvenser er
transskripert til RNA, indikerer at disse kopier muligens har
en funksjon i cellene. Det er imidlertid fremdeles ukjent
hvilken rolle disse kopier spiller, - muligens har disse
multiple sekvenser en regulerende cellefunksjon. (Det forhold
at kopiene vanligvis ikke transkriperes far konsekvenser ved
transplantering av gener, se senere under punkt 3 i dette
kapittel).
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Det er nd& kjent at en har 3 ulike grupper av slike overskyt-
ende DNA, nemlig:

a. Introns, - mindre regioner av DNA uten genetisk kode,
plassert mellom gener.

b. Satelitt-DNA, enkle gjentatte DNA-sekvenser uten noen
kode-funksjon.

c. Multigen-familier, multiple gjentak av like eller ident-
iske gener,

1. Hvordan estimere omfanget av multiple kopier?

I et vanlig DNA-molekyl er enhver base paret med den komple-
mentzre base (adenin - thymin og guanin - cytosin) og denne
dobbeltspiralen er forholdsvis stabil.

De band en har mellom de to spiralene kan imidlertid lett
brytes ved oppheting slik at de to spiralkoder kan bli helt
skilt fra hverandre. Denne dissosiasjon kan en ganske enkelt

fa4 ved 4 koke DNA-innholdet i noen minutter.

Hvis en overlater en slik disossiert DNA til seg selv i noen
minutter, vil vi, hvis forholdene ligger tilrette for det, fa
en forening av enkelttrdder slik at vi igjen f&r komplette
dobbelt-tréider.

Forutsetningene for & f4 til en slik reassosiasjon er:

- saltkonsentrasjonen ma vare forholdsvis hgg

- temperaturen mi& vere ca. 25°C under dissosisasjonstemp-
eraturen,

- en mad ha tilstrekkelig tid til at de komplementzre baser

kan forenes.

Graden av reassosiasjon viser seg &4 vere et avgjgrende kri-
terium i de eksperimenter der en vil analysere omfanget av
gjentatte DNA-kopier.

Omfanget av reassosiasjon kan mdles pd flere mAter. Da Britten
og Kohne i 1964 paviste forekomsten av multiple kopier brukte
de et filter for a skille fra hverandre de doble og de
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enkle spindeltriddene. Filteret besto av krystalinsk kalsium-
fosfat. Som en ser av Fig.19 passerer de enkelte DNA-tradene

gjennom et slikt filter, mens dobbelt-trddene holdes tilbake.

Grunnleggende undersgkelser har vist at omfanget av reassosia-

sjon gker med gkende antall multiple kopier og at tempoet i

reassosiasjonsprossessen gker med ¢kende antall av multiple

DNA-kopier.

’ Fig.19.

Maling av omfanget av reassosia-
sjon av DNA-trader.

@pverst. Ved oppheting er det en
del trader som dissosieres
(skiller lag). Alle doble trdder
holdes tilbake i krystallfilter-

et (midterste figur), mens

enkelttriddene slippes igjennom. -
(Etter Britten bg Kohne 1970).

Nar DNA-tradene stammer fra forskjellige, men beslekta indi-
vider, vil ikke basene vare perfek%ﬂ komplementzre. Den beste
maten for A& kunne estimere forskjell mellom tilsvarende
DNA-sekvenser er ved & lage hybridmolekyler, assosiasjon
mellom enkelttréddene fra to individer for sd & mdle stabili-
teten av slike hybrid-dobbeltspiraler.
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Forekomsten av bare noen f& baser som ikke h@grer sammen
reduserer stabiliteten og resulterer i at dissasosiasjon skjer
ved en lavere grad av oppvarming.*

Undersgkelser har vist at cellene til hvirveldyr inneholder
mye mer DNA enn hva tilfellet er for bakterier. Det var ventet
at dette ville lede til at assosiasjonen av DNA-trader tok mye
lenger tid enn det en har hos bakterier.

Forskerne ble imidlertid overrasket ndr de s& hvor raskt
assosiasjonen skjedde hos DNA isolat fra celler hos mus. Den
(eneste) mulige &arsak til dette ble antatt & vere multiple
kopier. Det ble senere pavist at 10% av DNA-mengden hos mus
bestdr av omkr. en million kopier av en sekvens som inneholder

ca. 300 basepar.

Som allerede nevnt antok en at reassosiasjonen, pa grunn av
den store DNA-mehgde pr. celle, matte ta mye lengre tid hos
pattedyr enn f.eks. hos bakterier.

La oss se litt narmere pd dette spgrsmilet:

Hvis alle basesekvenser i DNA hos et pattedyr var forskjel-
lige, ville under reassosiasjonen hver enkelt basesekvens bli
"fortynnet"” med alle de andre sekvenser. Denne fortynning
skulle en anta ville resultere i en minsking i farten av
selve reassosiasjonen, og denne minskingen skulle vere propor-
sjonal med selve genomstgrrelsen for de enkelte dyrearter
(Fig.20).

Dette viste seg & stemme,vel & merke, hvis en korrigerer for

omfanget av multiple kopier.

* Undersgkelser har vist at ved en gkning av feil-matching p&

1,5% reduseres dissosiasjonstemperaturen med 1°c.
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2. DNA-molekylet hos storfe

Storfeet er den av de hggrestdende dyr som er mest undersgkt
nar det gjelder DNA-molekylet.

Selve forlgpet av reassisiasjonen er et helt annet hos storfe
enn f.eks. hos bakterier (coli). Som det gar fram av Fig. 21
starter reassosiasjons-prosessen mye raskere hos storfe-DNA,
mens det i selve midtfasen skjer lite. Ved slutten av proses-

sen er det igjen en sterk intensitet i reassosiasjonen.

Det er blitt fastslatt at det i den senere del av denne kurve

skjer en assosiasjon av de basesekvenser det finnes bare ett

eksemplar av.

I den fgrste del av kurven reassosieres DNA ca. 100.000 ganger
sd fort som 1 sluttfasen, hvilket indikerer at for hvert

segment som reassosierer i den innledende fase ma det vere ca.

100.000 flere segmenter i vedkommende genom som er like nok

til & kunne danne komplementere par pad selve DNA-traden.

PATTEDYR - ’ ! Fig.20
Lol | Genomstgrrelsen, - altsa
KRYPDYR l N mengden av DNA pr. celle
FISK R . gker etter hvert som en
beveger seg fra de primi-
ALGER : L . tive til de hg¢grestéende
TTTTTTYTTTTYT * dyr. Variasjonen i antall
BAKTERIER b _L . nuklotide-par pr. haploid
celle er angitt for ulike
VIRUS eeadeee arter. Hos pattedyr viser
genomstgrrelsen liten
10 1% 10* 10? g 10° L LB T U T

variasjon, antallet nukleo-
ANTALL ("TRINN") NUKLEOTIDPAR PR. cerg tidpar "trinn" ligger pd
noen milliarder stk.

Mer inngdende studier av storfe-DNA viser at det er to store
familier av slike multiple kopier. Den ene gruppen bestar av
ca. 1 million kopier, men utgjg¢r likevel bare ca. 3 prosent av

DNA-mengden. Den andre familien av kopier utgjgr derimot hele
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40% av det totale storfe-DNA. Den bestar av ca. 66.000 kopier,
men ikke alle disse kopier er like. Fordi disse forholdsvis
forskjellige kopier utgjgr en sd stor del av DNA-innholdet, er
fplgelig antallet basepar i hver kopi meget stort.

[

0}

o} BAKTERIE
& xf Fig.21
gw— -———\\sf“E Tidsforlgpet ved reassosiasjon
(=]
%M av DNA hos henholdsvis coli og
- o storfe. X-aksen angir DNA-kon-
<
g r sentrasjonen.
&

ok

0 ! i ! ] 1 1

10-? 10-2 10~ 1 0 10¢ 1w 0 10*

DNA-KONSENTRASJON

3. Hvilken rolle spiller sa& disse multiple kopier?

Fg¢r en diskuterer noe narmere dette ulgste problem skal vi se
litt nermere pd omfanget av slike kopier hos andre arter, og

diskuterer hva en eventuelt evolusjonsmessig kan slutte ut fra

disse undersgkelser.

I de senere ar er det foretatt slike DNA-studier av et meget
stort antall plante- o0g dyrearter. Signifikante mengder av
multiple DNA-kopier er funnet hos mennesker og hos andre
pattedyr, hos fugler, krypdyr, fisker, innsekter, protozoer,

men ogsd hos planter innenfor utviklingsomradet alger til

kveite.

Hos bakterier og sopp er det derimot pavist forholdsvis 1lite
av slike multiple kopier,og nettopp denne forskjellen i
DNA-molekylet hos mikrober og he¢grestdende dyr har som vi
senere skal se innvirkning p4& valg av metoder for kunstig

overfgring av arveanlegq.
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Figur 22.

Mikrober som har svert 1lite av introns har en 1lengde pa
mRNA-kjeden som er omtrent av samme stgrrelse som DNA-mole-
kylet. Hos hggrestédende dyr blir mRNA-kjeden forholdsvis
kortere fordi de multiple kopier ikke transkriperes.

Som det gar fram av fig. 22 transkriperes vanligvis ikke slike
basesekvenser som ikke koder aminosyrer (f.eks. introns).

Som fgplge av dette blir 1lengden av budbringer-RNA-kjeden
kortere enn selve DNA-molekylet. Na har en wvidere som vist i
Fig. 23 det forhold at det er ngdvendig med to "kontrollor-
ganer" for & regulere transkripsjonen. En av disse kalles
promotorer, - det er korte DNA-sekvenser som starter selve
transkripsjonen, mens det andre kontrollorganet er en sekvens
som stopper transkripsjonen nar er kommet s& langt i base-
sekvensen at genet er slutt.

Hvis en transplanterer DNA fra pattedyr til mikrober, kan det
pd grunn av multipple sekvenser bli vanskelig & oppnd normal
transkripsjon, - dette antagelig fordi en ikke i umiddelbar
nerhet av genet finner sekvensen som starter og som stopper

transkripsjonen.

Etter at dette ble kjent)har en i mange tilfeller unngatt
dette problemet ved isteden for & transplantere DNA overfgrer
mRNA til mikrobene.
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Figur 24 viser en jevnfgring mellom ulike arter nar det
gjelder type og omfang av multiple DNA-kopier. Disse spektra
av DNA-kopier viser liten likhet over arter. Storfeet har som
vi ser f& eller ingen familier av kopier med fra 10 og opp til
10 tusen kopier, mens f.eks. snegle ikke har noen
kopi-familier som bestdar av si& mye som 10 tusen kopier.
Britten og Kohne (1970) antar at det bare er hos pattedyrene
en finner sd mye som 100 tusen til 1 million kopier i en

familie.

Hos DNA fra mus er det funnet "familier" p& ca. 100 kopier og
slike grupper av kopier er funnet p& mange av kromosomene. Det
sezregne ved disse kopier er en svart kort sekvens som er

gjentatt mange ganger.

Omfattende undersgkelser indikerer at slike kopier er fordelt
over store deler av DNA-molekylet. Hvis en deler opp DNA i 20
tusen basepar "trinn", vil en i nesten alle slike fragmenter

finne kopier.

Hos storfe har en forholdsvis godt kjennskap til plasseringen
av slike kopier. Her er det vist at en pa DNA-segmenter av en

lengde pa 4 tusen basepar finner kopier i 75% av segmentene.

Alle gener som er representert i et genom antas & vere repre-
sentert i alle individets celler selv om ikke alle genene har
noen funksjon i vedkommende vevstype. Det er med andre ord
selve differensieringen som avgjgr om de respektive gener skal
komme til uttrykk eller ikke.

Funksjonen til mange av genene er som kjent & kode protein-
syntesen og vi kjenner na mekanismen for koding av aminosyre-

sekvensen.

Det f¢rste trinn i denne prosessen er som kjent transkrip-
sjonen av DNA-basesekvensen til "budbringer" - RNA. N&r s& RNA
griper inn i proteinsyntesen)vi%;pasesekvensen gi informasjon-

er om aminosyre-rekkefglgen.
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V&r interesse i denne sammenheng er konsentrert om syntesen av

RNA ut fra kodene til DNA, - altsad geneffekten.

! _ | | | | |
BAKTERIER Eﬁ;g L | l
SJPPINNSVIN E1 4] Y T
'52 2 I 2 B
SNEGLER BT h
|‘° 2 2
PADDER EC I X
’55 10 2 I
MUS m | I
|°° 15 0 I
STORFE o
i -
MENNESKER v S ] T
lm I 3 | "{ 10 ' )
IKKE~ 10 100 £.000 10.000 105 €
DUBLERTE
KODER (GENER) ANTALL KOPIER
Fig. 24

Illustrasjon av omfanget av multiple og av ikke-multiple

sekvenser (kopier) i DNA-molekylet hos ulike arter.

Hos bakterier f.eks. er det bare 0,3% av DNA-volumet som
bestdr av multiple kopier.

Hos storfe er det hele 45% av DNA-mengden som bestdr av
multiple kopier. De multiple kopier bestdr av to familier, i
den minste av disse familier er det ca. 10 tusen kopier.

N& kan vi si at et gen kommer til uttrykk s&fremt det skjer en

syntese av RNA pd grunnlag av den basesekvens vi finner i DNA.

Det er derfor en god test pa genetisk aktivitet & sgke etter
mengden av RNA som er komplementar til DNA.

Slike undersgkelser ville vare vanskelig om de konsentreres om
ikke-multiple sekvenser, mens problemet er forholdsvis enkelt
ndr det gjelder multiple sekvenser som lettere lar seg identi-

fisere,

Ved hjelp av spesiell isotopmetodikk er det nad blitt mulig &
estimere omfanget av RNA produsert fra slike multiple sekvens-
er. Undersgkelsene viser at de virkelig transkriberer RNA og



105

det beviser at disse sekvensene m& ha en eller annen misjon

selv om de ikke deltar i kodingen av aminosyresekvensen.

Hvis vi hadde hatt 2,3 eller noen fa& kopier av spesielle
sekvenser, kunne det ha indikert en slags form for "assuranse"
for den kode det gjelder. Etter som det her imidlertid er
snakk om tusenvis av kopier)synes ikke "assuranse-argumentet"
& ha noe for seg.

Molekyl®rgenetikerne heller derimot til den oppfatning at
slike kopier har oppstdtt ved en spesiell form for mutasjoner
©0g at denne RNA-mengden ikke uten videre har noen genetisk
funksjon.

Typen og omfanget av multiple kopier brukes ni i evolusjons-
studier pa linje med de studier som er basert p& likhet i

aminosyresekvens mellom arter.

Det er sarlig evolusjonen av hemoglohiin som i de senere &r er
7
tatt i bruk for datering av spesiell utvikling.

Hos hvirveldyrene finner vi hemoglobinmolekyler med 4 kjeder,
- to identiske oa-kjeder og to identiske B-kjeder.

Hos pattedyr er det funnet at det skjer en utbytting pr. 7
millioner &r i a-kjeden som bestdr av 141 aminosyrer. Dette
tilsvarer en substitusjon i 1lgpet av en milliard ar pr.
aminosyre-plass.

Bade o- og B-kjedene har i pPrinsippet samme struktur, de er av
omtrent samme lengde og har omtrent samme frekvens av substi-
tusjon av aminosyrer over tid.

De kjedene oppsto for ca. 450 millioner &r siden og differen-
siering skyldes mutasjoner som har ledet til slik endring av
aminosyresekvensen.
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Alfa-kjeden hos mennesker og hos karpefisk skiller seg fra
hverandre i omtrent halvparten av aminosyresekvensene, dette
sannsynligvis fordi det er akkumulert mutasjoner over ca. 4900

millioner ar.

En lignende evolusjon av hemoglobulinkjedene finner vi hos
andre dyrearter, og disse kunnskaper kan nyttes til & sette
opp en oversikt over slektskap mellom ulike dyrearter. Et
slikt stamtre er illustrert i Fig. 25. Dette er laget av
Kimura 1979.

PERMAN | TASSFG ,, JURRSNC CRETACEOUS l

DEVONIAN CARBONIFEROUS
| omovcmn | s | | o = 130 135 n

0 “0 0
WHLLIONS OF YEARS AGO
e PALEOZOIC >

e

\ 3|4~ CENOZOIC —>|

Fig. 25.

Et stamtre satt opp pd grunnlag av molekylazrgenetiske studier
av a- og B-globulin. Til hggre i denne figuren finner vi hvor
mange av de 141 aminosyresekvensene er forskjellige nar en
betrakter 2 og 2 arter. I jevnfgring mellom mennesker og hest
finner vi 20 ulike plasseringer nar det gjelder aminosyre-
rekkefglgen i globulinet. Slik ulikhet finner en i 22 plasser-
inger av aminosyrene nar en jevnfgrer hest og mus osv. (etter
Kimura 1979).

Graden av likhet nar det gjelder slike multiple kopier er
utvilsomt et uttrykk for slektskapen mellom arter.

Med utgangspunkt i denne datering av artene har en kunnet
danne seg en mening om hvor langt tilbake i tiden de multiple
DNA-kopier oppsto.

Konklusjonen er at slike multiple koder oppsto meget tidlig i
utviklingsprossessen.

Litteratur: Se s. 94.
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VII. GENTEKNIKK

"It would be foolhardy to try to predict specific out-
comes of Recombinant DNA., We can be certain only that
they will be unexpected and astonishing".

M.Singer, Science, Sept. 1980.

I samband med reproduksjonen skjer det som kjent en overfgring
av arveanlegg fra foreldre til avkom. Vi har imidlertid bare

begrensede muligheter til & selektere hvilke gener som i hvert
enkelt tilfelle gnskes overfegrt.

Arvelighetsforskerne har naturlig nok lenge vart opptatt av

mulighetene for i st@¢rre grad & kunne kontrollere hvilke gener

en gnsker & kombinere i nye individer.

Innenfor molekylergenetikken har en siden begynnelsen av
70-arene vert opptatt av denne problematikken, og siden
1976/77 har det her vart en n@rmest eksplosiv utvikling. Vi
har f4tt presentert helt nye arbeidsmetoder som gar under

betegnelsen genetic engineering. *)

Dette er et begrep som vanskelig lar seg oversette direkte,
men vi kaller denne arbeidsmetode i fortsettingen for gentek-

nikk.
En har n& kommet sa langt at det synes mulig & overfgre
selekterte gener, og etterpd kunne registrere hvorvidt ved-

kommende DNA-deler blitt en bestanddel av genotypen.

En kan dele denne forskningsaktiviteten i to retninger.

*) I faglitteraturen finner vi ogsd andre benevnelser slik
som: Gene manipulation, molecular cloning eller gene
cloning. MRK! Kloning er her brukt i en annen betydning enn
den definisjon som er gitt s. 33.
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1. Utvikling av metoder for ovég¢ring av arveanlegg for

hormon/enzymproduksjon fra dyr og mennesker til bakteri-
er.
Ved hjelp av bakteriekulturer er det nd mulig med indu-
striell produksjon av ‘vikige hormoner og enzymer. Det er
allerede et stort antall amerikanske firmaer som er igang
med slik industri. En kan sdledes nevne at det amerikan-
ske selskapet Genenteck i ar (1982)er kommet p& markedet
med bovint veksthormon.

2. Genteknikken har ogsd et helt annet aspekt, - nemlig

overfgring av arveanlegg fra en dyregruppe til en annen.

Det er s®rlig denne siden ved genteknikken vi skal bergre

noe n&rmere.

Ennd er det forholdsvis fa forskningsgrupper i aktivitet nar
det gjelder den foredlingsmessige side ved genteknikken. Se
bilag 3.

Det er imidlertid hos disse forskerene stor optimisme med
hensyn til de muligheter denne teknikken innebzrer. Det er
videre understreket at denne metodikk sannsynligvis vil
supplere, men ikke erstatte tradisjonelle mgtoder i husdyr-

foredlingen. Schuman og Shaffner (1982) sier i denne sammen-
heng: "It should be emphazised that conventional breeding
methods will be visualized as extensions of current practice.
As such the greatest gain will most likely occur when modifi-
cation can be made in previously established well characteri-
zed stocks".

Det var i de fgrste ar en betydelig frykt for at genteknikken
kunne resultere 1 uoversiktelige negative f@glger. Frykten
gjaldt i fgrste rekke risikoen for & kunne overfgre til
mikrober arveanlegg som gjorde de farligere for sdvel planter
som dyr.

Konsekvensen av genteknikken ble gjenstand for omfattende
utredninger, og det ble satt opp strenge sikkerhetsregler for
slik forskning.

L
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P4 grunnlag av de erfaringer en etter hvert har fatt er
frykten for negative bivirkninger blitt svert mye mindre. I en
omfattende oversikt over denne problematikken publisert i New
Scientist, 26.aug.1982, er det konkludert med at frykten for
uheldige bivirkninger heldigvis var ubegrunnet (se side 126).

Genteknikken apner for narmest uanede muligheter innenfor
sdvel planteforedling som husdyravl.

Selv om vi ikke skulle ha noen planer om & nytte genteknikk
som et hjelpemiddel i husdyrforedlingen, har vi sannsynligvis
behov for & skaffe oss en oversikt over selve metodikken. Uten
slik kunnskap vil vi vanskelig kunne ha et reelt standpunkt
til saken nar den sannsynligvis i n@r framtid virkelig blir
aktuell.

Vi skal her gi eﬂ enkel oversikt over en del av de mange sider
ved genteknikken., Oversikten kan bare bli overfladisk, og
fordi vi her har en slik eksplosjonsartet utvikling)vil en
oversikt lett bli foreldet.

Illustregnde for takten i utviklingen innenfor genteknikken er
at 4 av de 5 store problemer forskerne i 1980. mente ville vare
lgst innen Arhundreskiftet var 1lgst allerede i mars 1982,

(Professor Kevin Ward, Sydney Universitet 1982).

I den etterfglgende oversikt er de metoder som ventes & f&
minst praktisk betydning bare omtalt med stikkord.

A. TILFELDIGE OG DELVIS KONTROLLERTE GENOVERF@RINGER.

1. Hybridisering av somatiske celler.

Det er her laget en fusjon mellom celler fra forskjellige dyr
(arter). Resultatet av fusjonen er celler som inneholder
kjerner fra begge foreldrepopulasjoner, men en tilfeldig andel
av andre cellulzre komponenter hos foreldrene.
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Slike hybridceller vil 1 samband med celledelingen blande
massen i de to cellekjerner, og vi far en somatisk celle-hy-

brid med en cellekjerne der en finner igjen en tilfeldig andel
av kromosomer fra hver av de to foreldrene. Slike hybrider er
ustabile, og vil etter noen celledelinger kunne ha endret sin
genotype.

a. Fusjon av hele celler.

Hybridisering av somatiske celler har allerede fatt stor

betydning innen immunogenetikken. Ved & fusjonere celler

fra milt som er immunisert overfor bestemte antigener med
andre kroppsceller hos mus, har de fatt hybrider som i

senere generasjoner produserer veldefinerte antistoffer.

Dette har i stor grad gkt mulighetene for diagnostisering
av immunsvar(se fig. 26) (For utfgrlig beskrivelse av
metoden se Bernstein og medarb. 1980 eller Schlom og
medarb. 1980).

b. Nukleoplast, - cytoplast og celle-rekonstruksjon.

I kreftterapien er det nyttet en cellegift Cytochalasin B

som har til virkning at den muliggjgr deling av celle-
kjerner, men hindrer selve celledelingen. Ved & tilsette
dette stoffet til en cellekultur, kan en f& en opphoping
av cellekjerner. )

Ved en sentrifugering f&r en som resultat to komponenter,
nemlig:

- miniceller som bestdr av cellekjerne omgitt av en
cellemembran. Slike miniceller kalles nukleoplast.

- den gjenvarende del av cellene, altsa cellemembranen og
cytoplasma, inneholder altsd ikke cellekjerner. Slike
"celler" kalles for cytoplast.

Etter som begge disse komponenter er omgitt av membran,

er de funksjonsdyktige en kort tid og kan fusjonere med

andre celler.

Nuckleoplast fra en type celler kan sdledes fusjonere med

cytoplast fra en annen gruppe celler. P4 denne mdten er

det blitt mulig & studere effekten av cytoplasma p& en

(forts., side 112)
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Figur 26.

Det er na utviklet teknikk slik
at en kan fremstille hybrider
mellom somatiske celler. P&
denne maten kan en overfgre
gener fra en celle til en annen.
Celler fra to forskjellige arter
kan fusjonere ved at de bringes
sammen 1 et substrat der en har
polyethylen, glycol eller annet
AL vekstmiddel som fremmer fusjon-
Helero- — Celle en, mest brukt er inaktivert
haryon (€3 fra substrat av et bestemt virus
) T mus (Sendai).
) Fusjonen mellom de to celler
Hybrid resulterer fg¢rst i en celle som
celle bestdr av begge cellekjerner og

“ med et cytoplasma som er en
,,Hhi{. ///’f;;“\\\ blanding av cytoplasma i de to
um
:

> celler. Etter celledelinga
v, Hybrid dannes det bare en kjerne, den
celle inneholder kromosomene fra begge
’// } \\‘ foreldrecellene.
— ,. s En skiller ut de celler som har
): :(@&): D) fusjonert ved & inkubere de i et
spesielt medium HAT * der bare
hybridceller overlever og
formerer seq.

I det aktuelle tilfellet (fig. 26) vil ikke-fusjonerte celler
fra mus mangle gener for enzymet thymidin kinase (TK) og
derfor g& til grunne i substratet, mens rene humane fibro-
blastceller** vil skille seg ut ved at de vil vokse svart
sakte.

Denne metodikken nyttes i humanmedisinen for & teste tilstede-
verelsen eller ikke for spesielle gener. Ved & endre substrat-
et kan det selekteres for en lang rekke forskjellige gener
(etter Anderson og Diacumakos American Scientist 1982).

* Dette er et selektivt medium som inneholder hypoxanthin,
aminopetrin og thymin.

** Fibroblast = morceller for utvikling av bindevevsceller.

*** Karyon = noe med cellekjerner & gjgre.
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gitt fenotypisk karakter, og sdledes fa& et begrep om den
rolle cytoplasma har ndr det gjelder styringen av de
gener som er plassert i cellekjernen.

Slik hybridisering gir ikke muligheten til en styrt
fusjon av spesielle gener. (For nzrmere beskrivesle av
slik hybridisering se Ege og medarb. 1974 eller Bossart
og medarb. 1975.).

2. Kromosomoverfgring

Ved hjelp av ulike kjemiske midler er det mulig & "arrestere"

celler som er i mitose, slik at en kan fiksere kromosomene.

Cellene blir sa behandlet med Cytochalasin B og sentrifugert
slik at en, som i foregdende metode, f&r produsert mikroceller
som hver enkelt inneholder bare et fatall av kromosomer, en

liten porsjon cytoplasma samt en plasmamembran.

Slike mikroceller kan sd fusjonere med andre celler, slik det
ble beskrevet i Kapittel II.

Det har ogsd vart forsgkt & overfgre til andre celler isolerte
kromosomer eller konsentrert DNA. Slik metodikk er beskrevet
av Deisseroth og Handrick (1979) og av Wiegler og medarbeidere
(1980).

De metoder som er beskrevet hittil gir mulighet for en selek-
sjon i retning av & "skyve ut" det fremmede genmateriale. Det
er derfor bare i de tilfeller hvor det tilfg¢rte genmateriale
er ngdvendig for i det hele tatt & oppnd fortsatt utvikling av
cellene at vi har sikkert bevis for hybridisering.
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Ved hjelp av et instrument utviklet for mikrokirurgi (Mikro-
manupulator) er det mulig & transplantere "nakent" DNA inn i
kjernen til et befrukta egg. (Etter Bracket og medarb. 1981).

Det fgres inn i cellekjernen til =zygoten en pipette som
inneholder DNA som er oppformert i plasmider og kuttet i de
gnskede basesekvenser.

Mikropipetten har en apning p& 0,5 my, - altsd 5/10000 mm.

B SRS AR E . FAL I .
Injecting DNA into the pronucleus of a fertilized mouse egg

Catary o T
4 PR ‘62

Overfgring av nakent DNA. I 1981 viste Bending at det lot seg
gjere a transformere DNA direkte inn i cellekjernen til
befrukta egg, og senere er det vist at dette DNA er innkorpo-

rert og fungerer.
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B. DIRIGERT GENOVERF@RING.

1. Overfgring av gener fra pattedyr til bakterier.

En forutsetning for & kunne overfgre en bestemt gen fra en

organisme til en annen er at vedkommende gen m& kunne identi-
[

fiseres og at vedkommende DNA er oppformert til ngdvendig

kvantum,

Disse problemer har fort&net seg som nzrmest ulgselige inntil
for noen ar siden, da det ble utviklet ny og forbausende enkel
teknikk for dette formélet e
\ Ve

De viktigste skritt i den teknologl som ligger bak/rekombl-
nant-DNA teknikken er 1lluStrert i Fig. 27 (Foy’ detaljert
beskrivelse se Wu (1979), Gréﬁmman og Moldave (;§80) Abelson
og Butz (1980) eller 0ld og Pri \ose (1982). /

\ ,
2. Overfgring av gener fra ett dyr til et annet

.
Mens rekombinant-DNA teknikk alt har fatt stor praktisk betyd-
ning i samband med hormon- og enzyﬁppoduksjon))er det bare
sdvidt en er kommet igang med overf¢ring\av DNA fra et dyr til

et annet.

Gjennombruddet kom ved en. ny teknikk nar éet gjelder selve
\
overfgringen av DNA, nemlig s&kalt nakent RBNA. Se fotnote

foregdende side.

Denne metoden ble f@grste beskrevet av Bendig (1\981) som ved

hjelp av injeksjon deponerte DNA i cellekjernen til befrukta

froskeegg. Det  epokegjg¢rende ved dette forsceket\ var at de

transplanterte. gener viste seqg & vere stabile og funksjonerte

med hgg grad av effektivitet.
/

Kanskie eqda mer oppl¢ftende er de forsgk som Constantini og
Lacy (1981) gjennomfgrte. De injiserte nakent DNA i hefrukta
egg av mus. Det nye DNA som stammet fra kanin og represépterte

arveanleggene for B8-globulin ble integrert i arvemassen hos
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mottakeren, og det har senere vist seg at avkommet til indi-

videt som fikk tilfgrt DNA fra kanin virkelig produserer

B-globulin av den typen som er karakteristisk for Kkanin.

Videre er det fastslatt at det injiserte gen bare kommer til
uttrykk i slikt kroppsvev der en venter produksjon av vedkom-

mende protein.

Etter som en idag behersker teknikken nar det gjelder kultur,
vekst og "handtering" av oocyter fra de fleste husdyrarter,

antar en at slik gen-overfgring nd lar seg praktisere i stgrre

omfang.

Fig. 27

Genteknikken er aller-
ede tatt i bruk i pro-
duksjonen av viktige
hormoner.

Plasmid (ODNA)

Baklerie
Bakterie-
hromosom
(DNA)
DNA fra en Isolering av
Arertel dyrkes t plasmid
cellehultur.
SINN owa O
PRestrihsjonsenzym o
som Aulfer DNVA Restriksjons
( biter enzym
AN (hutter DNA
77N ¢ biter)
Isolasjon av et
bestem! fragment
N )
2§\ q@p

DNA  fragment fra storfe
o9 fra plasmd blandes

Tilsetles enzymet ligose
som .[ltmer” sammen

Storfe - DNA N

%:2‘\/vbswub’zv%4.
Baklerier som

Z:f%;:;f?ﬁ;:”i nye arveanlegy.

dlme tysi —

PRODUKSION AV

STORFEVEKSTHORMON

DNA biter il en ny plasmid.

Bakteriecelle med

Figuren illustrerer
produksjonen av bovin-
veksthormon. Teknikken
kan i korthet beskriv-
es slik:

Celler fra det aktu-
elle kroppsvev blir
oppformert i cellekul-
tur, slik at en far
tilstrekkelige mengder
av DNA.

Ved hjelp av spesifike
restriksjonsenzymer
(Fig.28) kutter en
DNA-molekylet slik at
en far isolert det
aktuelle segment.

Det mRNA som tilsvarer
det aktuelle DNA-seg-
ment blandes med
plasmidfragmenter av
coli-bakterier. Etter
at en har tilsatt
enzymet ligase "limes"
fragmenter av coli-DNA
sammen med DNA fra
storfe, slik at en far
en hybrid-plasmid.
Bakterier som mangler
plasmid tar opp slike
hybridplasmider og
bakteriene er blitt
istand til & produsere
det aktuelle hormon.
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Denne oversikten over situasjonen nidr det gjelder isolering og
overfgring av gener fra en dyreart til en annen, reiser
spprsméalet om hvilken rolle denne teknikk kan tenkes & fa

innenfor husdyravlen.

Mulighetene for anvendelse i praktisk husdyrforedling er
sannsynligvis mest n@rliggende for egenskaper som beror pa
ett, - eller et fatall av arveanlegg, - dette bl.a. fordi det
vil bli langt vanskeligere & kunne lokalisere arveanleggene
bak kvantitative egenskaper.

En av de 1ledende forskere innenfor dette omridde, K. Ward
(1982), antyder at han fortrinnsvis vil konsentrere seg om
enkle gener som har med proteinsyntesen & gje¢re.

Det kan gjelde de proteiner som er basis for produksjonen av
tekstilfibre (uli), men gjelder ogsd gener for muskelprotein
(eks. actin og myosin) og for mjglkeprotein (kasein og lakto-
globulin). Kanskje enda mer narliggende er egenskaper som har
med sykdomsresistens (immunsvar) a gjgre.

Ward og medarb. (1982) har funnet fram til aminosyresekvensen
for to viktige keratinkomponenter (se fig.28). Med dette som
utgangspunkt har de kunnet fastsld baserekkefglgen for de

gener som bestemmer syntesen av hver av disse ull-proteiner.

De arbeider n& med & fa lokalisert dette segmentet p& DNA-

molekylet og vil s& forsgke & overfgre disse gener fra merino-
sau til befrukta egg fra engelske kjgttraser.

Mer komplekse egenskaper. De typiske avdrdttsegenskaper synes

savidt kompliserte at de vanskelig kan bli gjenstand for
genteknikk. Ward (1982) drgfter denne problematikken og
konkluderer med at det meget vel kan tenkes & endre kompo-
nenter av slike sammensatte egenskaper som f.eks. mjplkeav-

dratten. Ward antyder at det muligens kan la seg gjgre &

Er du klona?

by "

4@%%%@5
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addere til gener som styrer kaseinsyntesen og dermed g¢gke
proteininnholdet. P& lignende mite kan en tenke seg & tilfgre

gener som styrer syntesen av karbohydrater, syntesen av

lipider osv,

Figur 28.

Arveanleggene for to lyper av ullproteinet Keratin

(Ward og medarb. 1932)

AT6 6£C TC T6T TCC ACC ABC TTC TGT GRA TTT CCC ATC TET TCC ACT SGT GRC ALC TET @8 TCC AGT CCC TGC CAS CCE ACC T6C T6C
ot ola oys oye sar thr ser phu ays gly phe pre {ls oys ser thr Gly #ly the oy gly ser sor pre oys gln pro thr oyo oys
CAG ACC ABC TOC TEC CAG CCA ACC TCC ATC CAG ACG ASC TRC TGL ZAA CC6 ATC TCC ATC CAG ACC AGC T8C TGC CAG CCA ACC TTC ATC
gin the ser oys ays gin pre thr ser {ls gln tar ser aye oys jln pre iiy cor {le gin thr eor oye eys gin pro thr ser {le

CAS ACC ASC TGC TEC CAG CCA ATC T6C CTC CAG ACC AGT GGC TETIGAG ACS S6C TET GSC ATT GGT GGC AGL ATT €6C TAT 66C CAS GTS
gin the ser oys oys gln pre Shr aus lex gla shr ser gly :‘;%ﬂrchmlwihlhahnﬂhﬂv tyr gly ¢in Wil

G6T ASC AGC GRA 6T 6T6 AGC C6C ACC AGR TGS TGL CHC CCT GAC T8C CAC 678 GAS GGC ACC AGC CT6 CCT CCC Ter TBY 616 6T¢
. gl oer ser gly ola val se wmmgmqlqu-pwlﬂ'-l'u'ht)n'urlnpnmqlaylnlul

ASC T6C ACA CCC CCB TCC Yol T6C CAG CTG TAC TAT 6CC €A GCC TCC TRC YL CRC CCA TCC TAC T6T GGA CAG TCC T6C TAC CAC CCA
ser ayo the pre pre ser ays oys gin leu tyr tyr ala gin ala ser oys oye @y pro ser tyr eys ¢gly gin se= oy» oys &y pro

&CC TSC 160 T6C CAB CCC ACC T6C ATT GAG CCC ATC TGT 646 CCC AGC TGC TET 8AS CCT ACC TGC TGA AACCAAGECTECTEATTRCTTMGMT
ale oys oy cys (ln pro the eye ile glu ;o ils eys glu pre 297 @3 o8 gly Pre Lhr oy STOP

QANGEGEEA SCAMACAMACC TGLECTGATCTCTRAAGPIALCATTCAATTTTTC nrﬁmr AL TATCATRAACTTTC TAAGCT GCTCAGAMTGAME TC TTAGGACACTTTTGA
ATCTTCTAAMTAGCACGCTGAMAMCAGGLLTCABCCACSRTCT cxwmccwf TRCTTGASCACAGTACY ASACTCOALTAGCTCTTCATT TCAGTRACATCTCTGATCTCTY

G 2 ——h
TCCTCTCTCTYRTTCCEATATATTTTCAGACCT GLTTTCTCCTTLATATCCTETTANTTTCAPATAAMIATITAAACTTRC & , . . . muﬂ@vmvmscﬁy

ETATAIAGRLCTCACACAGMARTCACCACCCAMATCCTCCAMGEAT TACARTTC TUAGCCCARCTE TEACACE ATG 6CC T6T T8C Tee ACC AGE TTC 16T G6A TIT
et ala eye oye eer thr ser phe uys gly pwe

€CC ACT T4 TCC ACT 867 @5 ACC TGT 67 TCC MAC TIT TC CAG €7A ACC TOC TOC FAS 4CC ABC T6C TEL CAG CCA ACC TCC ATT €A%
P Shr oye ser the gly gly the oys gly wgr aem phe oye gln pre SAr o8 aye gin AP or eye ayo ¢in pre thr ser (Lo gin

ACC AGC TGC TGC CAS CO6 ACC TCT ATC CAG ra§ “6C TGC TEC CAG CCA ACT TCC ATL CAA ACC ARL TEC TRC CAA CCG ATC TCC ATC CAG
e ser oye eys yln pro ﬂnrth.mthnrqaql'hpnwur(la‘lnﬁrurqaqu'hpmtuurﬂa'ln

ACC AGC TGC TEC CAS COF T6C CTC CAG AZC AST GGC TSI GAE ACE 650 TET B6C ATT GRT €6C ASC ATT GAC TAT G6C CAA 676 66T
the ser Mqt‘" pro thr ope tf.'.'pi‘l; the ser gly ml.hwmmm {le gly gly sar tls gly tyr gly 9ln wal gin

ASC ASC S5A GCT WIS ASC ASC CGC ACC AAG TG6 TGL CGL CCY GAC TAC CGC €76 GAS GGC ALC ASC CT6 CEY CCC TGC TET 6YG 678 AGC
mmg!ynhulneurmtb}p_ﬁpqa-vyrv-pq--vml.lu.lyt»urla,nchqnnlulm-

T6C ACA TCC CC6 TCC T0C TC CAG CTG TAC TAT GCC CAA 6CC TCC 160 TEC €L CCA TCC YAC 16T GGA CAG TCC YGC TGC CGC CCA &CC
qcW&mnrqlql'hluquyrnh'lnnlanrqlqlwmnrqrql'h'hurqaq‘qm-h

160 T6C TOC CAG CCC ACC TEC ATT GAG CCC €TC TET GAG CLC ACC T6C TE&I &4 CLC ACC TGL TGA AARCAAGCTTGLCTCATTTAAMATTGCCCANG
oye ays oye gln pro the wys {le glu pro val eys glu pro thr oye o ¢ ¢lu pro thr eys STOP

ACACAGTATCTCTRAATAATTTAT CALCTCAACCACCLATGRACAGC TAACANGL TCTTAGCTCCCATTI GRGT TTTTGTTATGRGCECTACAGAGTATATRAGTTC TATC TRATTTCA
nf.‘m:n‘wwc‘mmcwmvmemxwmm@w.mccrnmcmncmggmnnamnwun&wﬂm
TOGAAT TYATCCTTTTEAACTGCGCACAASCCTATTTCTCCTSCT TTCTGATCT S (YT TABCT TYCnTITRTCCCCANGDT T TTACAACGTCAMGGCACCTGAG TATAGATASTATA
TCTTCAGATETCACCAATGAGAATAGAAGCTCTTCACCCAATETTUAGCT TCYAAGAAGRAGAC T-GACT TT [CCATATTTCAACATCTRATTCCATCCTCCTCTYTOCC TS TTRACTA

Arveanlegg for to
typer av ullprotetn:

> Meratin
type SCM KB-2A

seratin
g Zype SCMKB-2A (var)

TYT CAATTATATCTETGATTCAGTGTCTTCTGTAATTTITTAATAAATELTACATATSGEGL o

Det leses 3 og 3 Lokstaver ,frinn" og hombinasjonen avgpr
rekkefplgen av de wimnosvrer som keralinlraden bestar av —
Undersirefingen veser forstyell ¢ amenosyresekvensen for de
lo prolewntyper, - allsa forskiell ¢ den geneliske hode ¢

fo arveanrlegg.

N )%

3.Identifisering av lange basesekvenser.

Det er fgrst etter at en i slutten av 70-ara tok EDB-teknikken

i bruk at en er blitt istand til & bestemme riktig lange

basesekvenser. Med den nye teknikk er

det n&rmest ingen
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begrensning for hvor lange basesekvenser som kan identifiseres
(Gingeras og Roberts 1980).

Ved hjelp av datateknikk er det blitt mulig & kartlegge
plasseringen av de mange segmenter som restriksjonsenzymene
deler opp DNA-molekylet i.* Vanskene med kartleggingen (plas-
seringen) av segmentene g¢gker selvsagt med g¢kende antall
segmenter. Ved & nytte ulike restriksjonsenzymer i mange
forskjellige kombinasjoner greier en n& ved EDB-teknikk &
rekonstruere DNA-molekylet (Stefik 1978).

Neste del av oppgaven er a bestemme basesekvensen i de ulike
segmenter, og dette skjer som nevnt (s.88) ved hjelp av
32P. Ved
slik elektroforese skiller en ikke bare pad molekylvekt, men
ogsd pa molekylstruktur.

L] ’DL\
! ! Figur <249,
- &
‘_ = Foto av utskriften over base-
| —

rekkefplgen i et DNA-segment. De
— mgrke feltene, f.eks. fgrste
stapel angir plasseringen av

elektroforese i kombinasjon med isotopmerking med

1

i !

G-baser, p& neste stapel ser en
! - 0P plasseringen av A-basene osv.
— — For a ¢ke sikkerhetenger, det
— - _ gjentak pa de ulike kolZonner

- (etter Gingeros og Robérts

: 1980) .Selve avlesingen av
L -p baserekkefglgen er styrt ved
bruk av elektronikk.

- Etter som DNA-traden er dobbel,
kan en ved & registrere base-
rekkefplgen pa begge trader
uavhengig av hverandre fi et
estimat pad sikkerheten.

Endelig kan en ved & simulere
bruk av de samme restrik{sjons-
enzymer pd den DNA-trad ‘som v
datamaskinen har angitt, f4 en

— viktig sjekk pad om en kommer ut

— med de samme segmenter som de en
startet med.
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Restriksjonsenzymene er blitt et uvurderlig verktgy i samband
med genteknikken. Disse restriksjonsenzymene er enzymer som
reagerer med bestemte basesekvenser i DNA-molekylet. Enzymene
kutter opp DNA-trddene slik at skjgten utgjgr flere baser som
har mistet sin partner som henger fast p4 den andre enden av
DNA-trdden. Disse baseendene er kalt "sticky ends®- de er
komplementere. .

Figuren illustrerer DNA fra to ulike arter som er behandlet
med et restriksjonsenzym med betegnelsen BAM HI. Som vi ser er
DNA-tr&dene kappet ved samme basesekvens.

Blander vi to slike splitta fraksjoner av DNA og setter til
DNA-ligase jkan det like godt skje sammmensmelting mellom to
ulike DNA-typer som en forening av DNA-biter innenfor samme
DNA-type (etter Hapwood 1981 se s. 94).

I oppslagsbgker er det tabeller med detaljerte oversikter over
flere hundre forskjellige restriksjonsenzymer. Se f.eks. bilag
1.

Enzymkatalogene forteller oss ved hvilke basesekvenser vedkom-
mende enzym er virksomt, men videre er det angitt optimal
temperatur, samt i hvor mange stykker en deler opp et gitt
DNA-molekyl ved bruk av vedkommende enzym.

Splitting av DNA p& definerte steder ble fgrst mulig i begyn-
nelsen av 1970.
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4. Genoverfgring til organer.

Innenfor humanmedisinen er det en omfattende forskning med
sikte pd & utvikle metoder for overfgring av gener til syke

organer med sikte pd & kunne oppnd helbredelse.
Denne forskning er savidt spesiell at den faller utenfor det

som eventuelt matte vere av interesse i husdyrbruket. Vi
utelater derfor denne problematikken.

C. SYNTETISKE GENER

Gar vi 20 ar tilbake i tida fortonet det seg som usannynlig at
det skulle bli mulig & lage syntetiske gener.

N& ble det etter hvert klart at hvis en i det hele tatt skulle
bli istand til & knekke den genetiske kode, matte en fgrst
greie & lage syntetisk DNA,

At dette lykkes skyldes i fgrste rekke H.G. Khorana og hans
forskergurppe (Madison, Wisconsin).

Arbeidet med & "montere" nukleotider til en DNA-kjede gikk
bare sakte framover, men da en i 1965 fikk kjennskap til
nukleotidsekvensen for transfer-RNA (tRNA[jgikk det forholds-
vis raskt a syntetisere de 77 basepar slike tRNA-molekyler
bestar av. En var sdledes i 1970 i stand til & lage det
transfer-RNA som ved proteinsyntesen transporterer aminosyre-
molekylet alanin.

Fra midten av 70-arene har en greidd 4 syntetisere DNA i

betydelig omfang, og nettopp dette har hatt stor betydning ved
utviklingen av Recombinant-DNA-teknikken.

For molekyler kl#ning kreves det bare noen mikrogram av DNA,
og sd snart en hér greidd a klone et gen kan; oppformering som
kjent skje i stor stil ved hjelp av bakteriekulturer.
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I nederste del av figuren er syntesen illustrert. Nukleotidene
bestar, som nevnt side 78, av en base + sukker (se Fig. 12).
Et stort antall nukleotider med thymin-base (T) er festet til
det tg¢rre medium som nyttes, og en A-nukleotid skal ifglge
programmet hefte seg til T-sekvensen. Nukleotidene m& vere
"orientert" slik at de fester seg til 5'-siden av molekylet.

Mikropumpene transporterer et stort antall av neste nukleotid
(A) med 5'-enden beskyttet mot reaksjoner som ikke er tilsikt-
et. A-nukleotider fester seg sd til tilsvarende T-nukleotider
og vi har fatt en lang rekke kopier med sekvensen TA. Slik
fortsetter syntesen til en har fullfgrt programmet.
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Hormonproduksjon basert pad syntetiske gener.

I 1976 hadde en kommet s& langt at en kunne klone et syntetisk
gen. Det var det gen som styrer syntesen av tyroxin. Dette gen
ble laget som en kopi av et naturlig gen, og etter kloningen
viste det seg at det fungerte.

Den fg¢rste virkelige hormonproduksjon basert p& syntetisk

arvestoff var produksjonen av somatostatin *), et hormon en

finner hos pattedyr. Dette gen ble laget av Itakura i 1977 og
bestdr av 57 basepar. P4 det tidspunkt kjente en egentlig ikke
nevnte gen, men fordi en kjente aminosyrerekkefglgen for
vedkommende hormon, var en istand til & lage dette gen syntet-
isk f@¢r en hadde péavist dette arveanlegget. Dette gen produ-
serte over 10 tusen somatostatin-molekyler pr. bakteriecelle,

- en produksjon forskerene var svert tilfreds med.

Senere ble det pa& samme midte laget et syntetisk gen for
produksjon av human-insulin. En forskergruppe under ledelse av
Crea (California) syntetiserte dette gen som bestdr av 181
basepar. De brukte 3 mndr. p& denne jobben, men Itakura, som
var med pa dette, sier at en i dag vil greie dette pad noen fé&
dager. Idag er det mye av den fabrikkmessige hormonproduksjon

som skjer p& basis av syntetiske arveanlegg. (Fig.31)

"Redigering av basesekvensene". Molekylargenetikerne mener

ifglge Itakura (1980) at "de naturlige hormoner og enzymer i
det lange l¢p ngdvendigvis ikke behgver & vere de beste". Det
er sannsynlig at en vil fjerne ugnskede sekvenser, og det kan
endog bli aktuelt & addere til noen basesekvenser.

* Hormon som hemmer funksjonen av veksthormonet.
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P4 noe sikt mener Itakura at molekylazrgenetikerne vil bidra
med "dirigerte mutasjoner". Itakura (1980) sier det slik: "It

is now clear that almost any well-defined simple change can be

made by directed mutation techniques".

Som det gir fram av det foregdende har det innenfor denne del
av genteknikken haxr—def- i de senere ar vert fundamentale
gjennombrudd. En nevner her:

° Det er nad utviklet metoder for identifikasjon og isoler-
ing av bestemte gener.

) Ved overfgring av selekterte gener til nye individer har
det vist seg at det nye genet er blitt underlagt mot-
takerdyrets kontroll, dvs. de nye arveanlegg fungerer.

° Det ser ut til at det kan bli mulig & isolere og &
overfgre endog koordinerte sett av gener,- gener som
styrer kvantitative egenskaper.

° Det kan bli aktuelt & addere ekstra sett av gener for
derigjennom & kunne gke det stofflige innhold av enkelte
komponenter.

° Molekyl®rgenetikerne mener at de snart kjenner den

teknikk som bir de muligheter til & "redigere" de bases-
ekvenser som utgjgr et arveanlegg. De snakker allerede om
dirigerte mutasjoner.
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VIII. MULIG ANVENDELSE I HUSDYRAVLEN.

Det er her gitt en enkel oversikt over den utvikling som skjer

innenfor bioteknologien.

I dette streiftoget har en hatt siktepunktet rettet mot mulige
anvendelser av forskningsresultatene innenfor praktisk husdyr-

avl.

Allerede i forordet ble det gitt en begrunnelse for at vi ikke
omtaler KS 1 denne oversikt over bioteknikk i samband med
husdyravlen. Denne bioteknikk har som vi vet bidratt til en
sterkt effektivisering av storfeavlen, og er i ferd med &
omskape svineavlen. Ja, KS har fatt en slik sentral plass
innen husdyravlen at vi ikke helt kan tenke oss hvordan vi
skulle vere dette hjelpemiddel foruten.

I moderne husdyravl basert pa testing, avkomsgransking, selek-
sjon, KS, dzgfrzsing av sa&d osv, har vi for lengst passert
grensene for det som etisk sett er forenlig med anvendt

humangenetikk.

Vi har imidlertid i alle befolkningslag aksépt for selektiv
avl med kulturplanter og husdyr. Det er da ogséd sjelden vi
mgter innvendinger mot selektiv husdyravl med den begrunnelse
at forskning og praksis innenfor husdyravlen kan lede til
misbruk i retning av selektiv avl pa& mennesker.

Nar en tar i bruk nye biotekniske hjelpemidler, md en forvente
en diskusjon om hvorvidt slike metoder kan aksepteres. Slik

diskusjon bgr vi fa i samband med innf@gring av teknikk som har
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dyrevernmessige aspekter (eks. fostertransplantering ved hjelp
av kirurgiske inngrep). Vi md p& samme mate forvente diskusjon
om bruk av helt nye metoder slik som fysisk kloning (splitting
av embryo) og kanskje spesielt ndr det gjelder transplantering
av gener fra en dyreart til en annen.

Vi skulle vel egentlig ikke vente motstand mot evetuell ny
bioteknikk med den begrunnelse at metoden kan missbrukes innen
humanmedisinen. Vi har jo tross alt allerede gitt myé lengre

innen husdyravlen enn det som kan tolereres hos mennesker.

Hvis vi i husdyravlen skulle komme til 4 ta i bruk mer avan-
sert bioteknikk enn hittil, distanserer vi oss vel egentlig

enda 1lengre fra det som skulle kunne tolereres innenfor
humangenetikken.

Debatten omkring transplantering av gener.

Samtidig med at en innenfor mikrobiologien i 1972 startet
systematiske forsgk med transplantering av gener, ble det, som

nevnt s. 108-109 en diskusjon om mulige farer ved denne
teknikk.

Det var professor Paul Berg ved Stanford-universitetet i
California som f@rst reiste problematikken omkring mulige
risker ved genteknikken. Han drgftet mulighetene for at en ved

genoverfgring kunne risikere nye farlige mikrober.

Det er imidlertid ikke lenger den samme hete diskusjon omkring
dette spgrsmalet, - dette bl.a. fordi en anser det svart lite

sannsynlig at en ad denne vei kan frembringe spesielt farlige
mikrober. *

* For en oversikt over litteratur i samband med denne disku-
sjon og omkring de offentlige utredninger som ble foretatt,
viser en til boka: Biotechnology: a review and annotated
bibliography redigert av Rothman, Stanley, Thomson og
Towelski 1980. Frances Pinter Ltd. London.
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Er det aktuelt i praksis?

Eggtransplanteringen er teknisk sett kommet s& langt at

metoden gir tilfredsstillende drektighetsresultater. Etter som
dypfrysingen ogsd ser ut til & fungere, kunne om ngdvendig
denne teknikk tas i bruk i praksis.

Under forhold med en godt utbygd husdyrkontroll (stor test-
ingskapasitet) ser det imidlertid ikke ut til at metoden byr

pad nevneverdige avlsmessige fordeler.

Metoden er i tillegg savidt kostbar i bruk at den nermest er

uaktuell i tilknytning til en organisert samvirkeavl.

P4 lengre sikt kan en for praksis se 3 mulige anvendelsesom-
radder for eggtransplantering, nemlig:

* - for gkning av tvillingfrekvensen hos storfe i den
hensikt & kunne:
~ gke spekalvtallet (storfekjgttproduksjon)
- produsere kjgttfekalver (hybrider).

* - i kombinasjon med splitting av embryo (kloning)
* - ved spesiell import av gener
- i avl med sportshest

- i tilfeller hvor import av dyr av helsemessige
arsaker er vanskelig, mens embryoimport
representerer mindre risiko.

De to sistnevnte anvendelsesomrdder representerer sannsynlig-
vis et helt minimalt omfang. Embryotransplantering vil derfor
sannsynligvis ikke f& noe nevneverdig omfang, med mindre vi i
framtida f&r mangel pé& spekalv. Fordi reproduksjonsevnen er
sdvidt stor hos bade sm&fe og hos svin, er metoden heller

mindre aktuell for disse arter enn for storfe.

Kloning. Som nevnt i kapittel II er det flere teknikker som
kommer inn under dette begrep. Selv pd noe lengre sikt er det
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imidlertid i betydningen splitting av embryo at kloning synes

spesielt interessant.

Det tekniske resultat ved splitting av embryo er vel ikke helt
tilfredsstillende. Hvis det imidlertid lar seg gjgre & splitte
igjen og igjen embryo som selv er et resultat av splitting/ L/
stdr en sannsynligvis ovenfor et virkelig gjennombrudd innen-

for husdyrforedlingen.

Denne teknikk i kombinasjon med:
l:—fransplantering av embryo ‘
2.—§§¢nnsbestemmelse pa embryo 2
3:'§ypfrysing av embryo

gir muligheter til en meget rask avlsframgang (se f.eks. fig.

10).

Et slikt avlsopplegg ser ut til & kunne bli svert effektivt
selv med et lite omfang av husdyrkontrollen. I tilknytning til

spesielle foredlingsstasjoner vil ngdvendig omfang av bade

transplanteringen og av splitting av embryo bli relativt

beskjedent NAletodece Giv 3z, cfles €08 SI2es denii s Av pase oo ae bofr 1077 et) D

- . . bl Eor Ko boaed o e sy csu )
e ok sth‘;/,g (o:’ [(IA/Z)C&/(('/. S is //‘ or .

Denne kombinasjon av fostertransplantering og kloning vil
muligens komme til & fortone seg atrakti%t spesielt for
private avlskompanier. Etter som en ved denne teknikk, pd det
nzrmeste kan maksimere heterosiseffekten, synes systemet
"skreddersydd" for hybridfirmaer.

Faren ved en slik "avlsmodell", hvis den lar seg gjennomfgre i
praksis, er at den i "gale hender" kan komme til & undergrave
en konstruktiv nasjonal samvirkeavl.

In vitro-teknikk. Rent fysiologisk sett er det meget interes-
sante resultater som er oppnadd ved befruktning og ved ovula-
sjon utenfor hunndyrene. Slik teknikk synes imidlertid ikke &
by pa noen nevneverdige fordeler i samband med spesielle
avlsopplegqg.
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Endring av kjgnnsproporsjonen. Dette ville representere store
pkonomiske fordeler i tilfelle det lot seg gjennomfgre. Det er

imidlertid ikke rapportert noen nevneverdig framgang innenfor
denne forskning i lgpet -av siste mannsalder. Det er heller

ikke noe som tyder pa en lgsning av dette problemet i de
nermeste tiar.

Genteknikk. En del av forsknignsaktiviteten innenfor gentek-
nikken omfatter tilfeldige, - eller delvis kontrollerte
genoverfgringer. Hit hé¢rer hybridisering av somatiske celler
og transplantering av kromosomer.

Denne forskning bidrar bl.a. vesentlig i samband med kartleg-
ging av gener, men en ser ikke i denne metodikk noen umiddel-

bar anvendelse i tilknytning til husdyravlen.

Det er de metoder som tilsikter en dirigert genoverfgring som

muligens har de riktig store konsekvenser.
t/’c[[t‘)’?”"’ V""U“{
Transplanteringen av gener Xkan, soﬁV/skje etter ulike prin-

sipper, nemlig:

o Overfgring av gener fra en type mikrober til en annen.

Mye av den genetiske industri er nettopp‘opptatt av denne
problematikken. Det er ved hjelp av gentransplantering
allerede gjort Dbetydelig foredlingsarbeide nar det
gjelder: (Bilag 2)

- forbedring av ulike typer gjarsopp for industrielle
form4l slik som:
- vinproduksjon

- singel cell produksjon osv.

- forbedring av muggsopp for osteproduksjon

- forbedring av bakterier for en lang rekke industrielle
formal.

Men har denne genoverfgring fra en mikrobetype til en
annen noen interesse innenfor husdyrbruket?
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Den australske molekylzrgenetiker Kewin Ward (1982) (som
er referert flere ganger tidligere) sier at en av de mest
nezrliggende oppgaver nar det gjelder genteknikk pa
drgvtyggere synes & vare vomfloraen.

Det har ikke vart ansett som noe farbar vei & implantere
"mer effektive" bakterietyper fra en dyreart til en
annen. Derimot synes det interessant & forsgke & trans-
plantere gener fra "effektive" til "mindre effektive"

kulturer. Clallero< Lg )4

Det finnes drgvtygger-arter med en vomflora som synes &

ha stgrre evne til & bryte ned trevlerikt £f&6r enn andre.
Hvis det var mulig med en "avlsmessig forbedring" av
storfeets vomflora ville det kunne ha betydelige konse-

kvenser.

Overfgring av gener fra pattedyr til mikrober.

Dette er arbeidsmetoder som 1ligger til grunn for det

meste av den industrielle genteknikk. (Bilag 2) Hit hgrer:

- produksjonen av en lang rekke humane hormoner basert
pa transplantering av humane gener £il coli-bakteri-
er.

- produksjon av en lang rekke andre artsspesifik-
ke hormoner. Grunnlaget for produksjonen er trans-
plantering av dyriske gener til coli.
Legemiddelindustrien er ved hjelp av genteknikk
blitt istand til & produsere hormoner det tidligere
var mangel péa. Mest kjent nar det gjelder dyriske
hormoner er sannsynligvis produksjonen av Bovin-
veksthormon, som det amerikanske firma Genenteck
Inc. markedsfg¢grte i 1981. (Det tilsvarende humane
veksthormon (til bruk mot dvergvekst) produseres n&
pé lisens fra Genenteck Inc. av det svenske medisin-
firma Cabivitrum)).
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- produksjon av et stort antall emzymer (Bilag 2)
- produksjon av mange forskjellige vaksiner (Bilag 2)

Denne form for gentransplantering har bare indirekte
kommet husdyrbruket tilgode, men spesielt synes vaksine-
produksjonen & kunne bli interessant. En kan nevne at det
ad denne vei ifjor 1lykkes & produsere vaksine mot Munn-
og klauvsjuke (Kleid og medarb. 1981, se Science Vol.
214..

° Overfgring av gener fra en dyreart til en annen.

Dette er det siste utviklingstrinn innenfor genteknikken.
Som nevnt s. 113{£E§)er det ennd bare f& eksempler pd at
dette har lar seg gjgre. Problemene i samband med slik

transplantering kan grupperes 1i:

* Vanskene ved & kunne identifisere de gener som er
aktuelle for transplantering.

* Problemene ved selve overfgringen av DNA

* Nermere kjennskap til reguleringsmekanismen, slik at

transplanterte gener har muligheter til & fungere.

Identifisering av gener.

Selv om en ogsa hos pattedyr er istand til & bestemme base-
sekvensen for DNA-molekylet gjenstdr det uendelig mye forsk-

ning fgr en har noe i retning av komplette "genkart".

I de <orholdswis—f£& tilfeller hvor en hittil har overfgrt
cleloid
arveanlegg fra en dyreart til en annen, har enﬁbé en indirekte

maéte greidd & identifisere de aktuelle arveanlegq.

Som nevnt i kapittel V er det vist at det er aminosyrerekke-
fglgen i peptidkjedene som avgjgr proteintypen. Videre har vi
sett at det er basesekvensene i mRNA-trddene som bestemmer
aminosyrerekkefglgen.
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For egenskaper som direkte har med proteintype & gje¢re kan vi
altsd, hvis vi kjenner aminosyresekvensen, slutte oss til
basesekvensen for det aktuelle gen.

Ved de fleste transplanteringer som er utfgrt hittil har en
altsd ikke hatt noe virkelig problem med & finne fram til den
aktuelle basesekvens. &/ g cltos (la proternes puos fositscres §oo

. f:’.?ﬂ,““‘“m-

- ‘( i 3Soffee

- s ¢S
Selv om det er mange eged%kaper som stdr direkte i samband med
proteintype, er de fleste egenskaper likevel savidt kompli-
serte at en ikke indirekte kan finne fram til den aktuelle

basesekvens/gen).

Transplanteringen., Det ser ut til at det er flere metoder som
er brukbare nar det gjelder overfgring av gener. De forsgk som
er gjort med sé&kalt "nakent" DNA haé?&ggywzverraskende gode 1%
resultater og maﬁge forskere mener at dette kan bli en brukbar i

teknikk.

Reguleringsmekanismen. Som nevnt tidligere (bl.a. i fig. 23)
er det fastslatt at det i samband med et gen er en rekke

basesekvenser som har en kontrollfunksjon ved transkripering

og ved selve proteinsyntesen. Dette tilsier iflg. Ward (1982)

at en sammen med selve gensekvensen ogsd m& transplantere de

ca. 30 basepar som ligger foran genet, - altsd "kongrollor-
ganet".
2o /-l‘V“/‘,} U
i}de forsgk som e{”gffent}lggjort med transplantering av gener
L —_ O

for 8 -globulin-hoskanin-til mus—zygoter {(Bending-1981), ser
det ut til at de transplanterte kopier er blitt underlagt

vertsdyrets kontroll, slik at dyrene selv, men ogs& deres

avkom, produserer det "nye" globmtin. §4. v
Arpn 05T S Jorictes €0l XA ‘“"’h’df’&f;

I forsgket til Constantini og Léa§/fant de at det hos verts-

dyrene var akseptert et varierende antall av de genkopier som

var transplantert. Antall genkopier som funksjonerte varierte ,aqé

4E&&em—}—kepiq@g4quLJ:Lme&;eaﬁ—ee—kep*er De fant videre at
A c) ;) it 36— 7@4«7/{‘4/«/&,

o

Fa)
w@Q\’\\,\T\ &
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disse genkopier var fullstendig integrert i kromosomet, og at
de nye kopier i de fleste tilfeller var integrert i et bestemt

kromosom.

Hvilke egenskaper?

Egenskaper som representerer sluttproduktet av en komplisert
biologisk prosess, slik tilfellet er med de fleste awvdratts-
egenskaper, er neppe noe objekt for genteknikk. Det samme
gjelder trolig egenskaper i tilknytning til dyras reproduk-

sjon.

A plErs
Det er imidlertid forskere som mener (Ward 1982) at en ved &

addere til flere kopier av gener som koder for f.eks. kasein,
albumin og globulin, muligens kan bli istand til & g¢ke inn-
holdet av disse kbmponenter.

Med utgangspunkt i samme resonement, antyder han muligheten
for & ¢ke enzymer som er sentrale i lipid, - og i karbohydrat-
syntesen.

b Y
Na er mjglkesekresjonen en komplisert prosess som sannsynlig-
vis beror pd et meget stort antall arveanlegg. Det gjenstir
derfor & vise at en ved genteknikk i det hele tatt kan endre
det stofflige innhold i mjglk. Mjpglkeproteinet er imidlertid
allerede klonet. Se bilag 2 og 3.

Det er imidlertid narliggende 4 anta at det er for egenskaper

som beror pa ett enkelt, - eller noen f&, arveanlegg at
R . s ol C )

genteknikken eézgtueit-kgg f4 noen betydning.

Av slike egenskaper har vi i fgrste rekke de som har med
immunsvar (sjukdomsresistens) & gjgre. For slike egenskaper
lar det seg muligens gjgre & finne fram til de aktuelle koder,
og dermed er en kommet et stykke pd vei. Her kjenner vi
allerede, ifglge Almlid, flere veldefinerte genregioner som
har dominerende betydning i immunrespons og transplantat-for-
kastelse, nemlig Histacompabilitets-regionene.
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Det er ellers en rekke kvalitative egenskaper som trolig har
en forholdsvis enkel nedarving, men hvis egenskapene ikke
samtidig er av "proteinnatur" slik at en rent logisk kan
slutte seg til basesekvensen i det akteulle gen, kan det blir
umulig eller svert vanskelig & fa identifisert det aktuelle

gen.

En oversikt oer de gener som allerede er klonet er gitt i
bilag 2.

Det er som kjent vanskelig & spa, og det gjelder i hg¢g grad

ndr en sgker & forutsi utviklingen innenfor genteknikken.

Jeg overlater dette til professor Ward som skulle vare en
kvalifisert spamann. Han avslutter (1982) en oversikt over
genteknikken med & si fglgende:

"In conclusion, it would seem that the new techniques
available in the field of molecular genetics are going to
play a revolutionary role in animal breeding and select-
ion in the future. We now have available to us procedures
for the identification and isolation of individual genes,
the transfer of these genes between the genomes of
animals and the growth of new animals containing the
modified genomes. As our knowledge increases in the area
of gene function and control, it should be possible to
isolate and transfer co-ordinated sets of genes which
control or influence such complicated physiological
processes as reproduction or nutrition. It will be
possible to manipulate the genetics of the rumen bacteri-
al microflora as desired and to detect the presence of
specific genes or gene sets in herds of domestic animals.
Finally, it will be possible to grow large numbers of
genetically identical animals of a desired phenotype by
isolation of desired nuclei and their introduction into
ennucleated oocytes. When this 1is achieved, animal
production techniques will bear very little resemblance
to those currently in operation today."

Utviklingen av bioteknologien i retning anvendt husdyravl
kommer utvilsomt til & vekke diskusjon, ikke alene ut fra
etiske aspekter, men ogsd fordi enkelte sider ved denne
teknologi muligens kan komme i veien for kollektive avlsopp-
legg.
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Det vil ikke ve®re noen overrsakelse om det er amerikansk
biokjemisk industri som f¢rst presenterer for husdyravlen
"praktiéke modeller" fra genteknikken. Svert mye av molekylaer-
genetiskeé forskning er som kjent konsentrert til USA og det er
ogsd nettopp amerikansk industri som har satset mest innenfor
genteknikken.*

Vi blir sannsynligvis ikke holdt l¢pende orientert om. eventu-
elle framskritt innenfor et slikt utviklingsarbeide. Vi har
fglgelig ikke de beste muligheter til & kunne forutsi nar vi
eventuelt stdr ovenfor genetisk kloning av husdyr. Det kan ta
decenier, men kan kanskje ogsa komme s& tidlig som i slutten-
av 80-ara.

Ventetida bgr vi bl.a. nytte til & sette oss skikkelig inn i
de ulike aspekter innenfor denne nye gren av biologien,

eller

bgr vi gjgre som strutsen?

* I 1980 var det i USA i alt 66 industribedrifter engasjert
innenfor bioteknologi. Rothman og medarbeidere (1980).

Biotechnology, a review and annotated bibliography
Frances Pinter Ltd., London.



Bilag 1
RESTRIKSJONSENSYMER

Fgrste side av en tabellarisk oversikt av Malcolrp (1982) over
restriksjonsensymer. Gjengitt i Genetic Engeneering 2, Acade-

mic Press, London.

All enzymes for which either the recognition sequence is known or for
which a published reference work exists (see also Roberts, 1981, for other
unpublished work).

Commercially

Enzyme Sequence Reference available
Aacl GGATCC -
Accl GT'ASAC - Yes
Accll CGCG - Yes
Atu BI CC{GG Roizes et al. (1977)
AtnBVI - Roizes et ¢l. (1979)
Atull CCRGG Lebon et al. (1978)
Atu CI TGATCA -
Acy] GPy*CGPyC DeWaard et al. (1978)
Aos| TGC'GCA DeWuard et al. (1979)
Acsl] GPu!CGPyC DelVaard ct al. (1979)
AstWI GPu'CGPyC =
Asul G'GNCC Hughes et al. (1980)
Asull TT'CGAA -
AsuIIT GPu'CGPyC -
Aval CPyCGPuG Muiray et al. (1976) Yes
Avall G'G2ce Murray et 6l. (1976) Yes
Avalll ATGCAT Roizns (1979)
Avrl CPyCGPuG -
AvrIl CCTAGG - Yes
Al AG'CT Roberts et al. (1976) Yes
Apyl CCHAGG -
Bacl CCGCGG -
Ram FI GGATCC Shibata et al. (1976)
Bam HI G*GATCC Wilson and Young (1980) Yes
Bam N G'Gacc Shibata and Ando (1975)
Rbv1 GCAGC Vanyushin and Dobritsa Yes
(1975)
Bell T'GATCA Bingham et al. (1978) Yes
Beel 70 CTGCAG Shibata et al. (1976)
Bee R CGCG Shibata et al, (1976)
Bgl I GCCNNNN*NGGC  Duncan et ¢l. (1978) Yes
Bal Il A'GATCT Durican ct al. (1978) Yes
Bpul - Ikawa et ol (1976)
Bsp 1286 - Shibata et al. (1976)
Bsp RI GGCC Kiss et al. (1877)
Bst1 G'GATCC Catterall and Welker
(1980)
Bst EIl G'GTNACC - Yes
Bst EII1 GATC -
Est PI G'GTNACC Pugatsch and Weber (1979)
PstN1 cclca - Yes
RITY GGCC -
Bse 1T GTTAAC -
Bsu RI GG'cC Bron and Iiérz (1980)



Bilag 2
OVERSIKT OVER GENER SOM ER KLONET

Gener fra dyr (og planter)

Oversikten stammer fra Davies (1982): Genetic Engeneering 3
Academic Press, London, ’

Det er tatt med referanse til kilder for de ulike kloninger,
dette for at en far et begrep om hvor mange som er engasjert i
denne type forskning. For identifisering av de ulike publika-
sjoner, se Genetic Engeneering 3, s. 148-173.

I tabellen skilles det mellom:

Genomic clone, dvs. kloning av DNA.

cDNA~-clone, dette er kloning med utgangspunkt i mRNA. En md d
] ! _ : . a
forst® fa tak i kodene i DNA-form. Dette skjer ved & lage en

sadkalt komplementer kopi (cDNA) av mRNA. For & oppna det,

brukes et enzym som kalles revers transkriptase, det er en
form for DNA-polymerase.

Reference number

- Genomic ¢DNA
Gene product clone clone
ACTH g-LPH 1
Actin 2,3,4,5, 179, 180, 181, 182,
6 183, 184, 185, 283

Atbumin 7,8 186, 187, 188
Ajcohol dehydrogenase 9,10
Alpha.-fetoprotein 11,12,13 188, 189
Amvylase 14,15
Antifreeze peptide 190
Apoprotein 191
Aprt (adenine phosphoribosyl

transfersse) 16
Arginosuccinate lyase (Arg H) - 17
Calmodulin 192
Casein 193
CDC10 gene 18
Celi cycle gene 19
Choricn 20, 21 154, 165, 196, 197
Coliagen 22,23,24 198, 199, 200, 201
Coniplemeat (C3) 202
Coualbumin 25, 26 203
Corticotropin 204
Crystallin 27 205
Cuticle genes 28
Cytochroine ¢ 29, 30, 31, 32
Cyto~hrome oxidase 33
D¢liydroguinase 34
Nihydrofolate reductase 35 201
Discoidin-1 36
5-Endorphin 204
Fibroin 38, 39

Fuot 2nd mouth virus antigen 208

[

I/l



b)

Reference number

Genomic cDNA
Gene product clone clone
Galactokinase 40
B-Galactosidase 41
Globin 42,43, 44, 209, 210, 211,
45,46, 47, 212, 213, 214,
48, 49, 50, 215, 216, 217,
51 218
a2u-globulin 219, 220, 221
Glycero-3-phosphate
dehydrogenase 52
Gonadotropin 222,223
Growth hormone 53, 54,124 224, 225, 226, 2217,
Heat shock protein 57, 68, 59, 229
60, 61
His 3 63, 80
His B 64
Histocompatibility antigen 65 230, 231, 232
Histone 66, 67, 68,
69, 70, 71,
72,13, 14,
75,76, 11,
78, 79,132
Imidazole-glycerol
phospliate dehydratase 63, 80
Intmuncglobulin 81, 82, 83, 233, 234, 235, 236,
84, 85, 86, 2317, 228, 239
87, 8, 89,
00, 91, 92,
93, 94
Insulin 35, 96, 97, 210, 241, 242, 243
8 £
Interferon 99, 100, 244, 215, 246, 247,
101 248, 249, 250
Intracisternal
A particle genes 102
Lactalbumin 193, 251
Larval serum protein 252
Leghaemoglobin 103, 104 253
Leu 2 105
Lipoprotein 254
Lysozyme 106, 107 255, 262
Metallothionen-I 108
$-2 microglobulin 256
Mitochondrial genes 109,110, 111,
112,113
.Milk proteins 257
Myosin 114,115 179, 258, 259
Nitrogen fixation genes 116, 117



c)

Reference number

Genomic cDNA
Gene product clone clone
Ovalbumin 118,119 260, 261
Ovomucoid 120 262, 263
Parathyroid hormone 264, 265
Phaseolin St 121
3-Phospholglycerokinase (PGK) 122
Prolactin 123 266, 267, 268
Pro-opiomelanccortin peptide 124
Protamine 269, 270
Pelaxin 271
Ribosomal protein 128, 129 272,273
Ribosomal RNA, § 8§ 130, 131, 132,
133, 134, 135,
136 -
Ribosomal RNA 137,138, 139,
140, 141, 142,
143, 144, 145,
146
Ribulose-1,5-biphosphate
carboxylase 147, 148
Seminal vesicle secretory
proteins IV and V 274
Somatcmammotropin 275,276
Sucrose syittihetase 277
Thrombin 279
Thymidine kinase 149, 150
Thyrnslobulin 280
Transfer RNA 151, 152, 154, -
155, 156, 157,
158, 159, 160,
161
Transfer RNA synthetase 153
Transferrin 162
Transplantation genes 281
a-Tropomysin 282
Tubulin 164 283, 284
Uteroglobulin 285
U5 RNA 165
Ul RNA 166
Ura-1 167
Viral genes 55, 56,62, 228
176,178
Vitellogenin 168, 169, 286, 287, 288,
170,171 289
Yolk proteins 172
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Star vi foran en avismessig revolusjon?

Vi kan ommgblere

et dyrs arvestoff

fleste av dem, nar det gjelder arve-
stoffets oppbygging og virkemite.
Det vil bli mulig & bytte ut gener vi
ikke er forneyd med, og erstatte dem
med andre og bedre.

Norsk svineavl har nidd impone-
rende resultater — ogsa malt med in-
ternasjonale mal. Men avlsarbeidet
og framgangen fortsetter. Professor
Harald Skjervold slo fast at det fort-
satt er mulig & na lenger pa den ve-

@.@ Bendik Bendiksen

Det har skjedd mye innen
norsk svineavl de siste tidrene.
Dagens gris er pi s godt som
alle felter sine forfedre langt
overlegen. Men vi har pa ingen
maite niddd toppen.

— Ved systematisk svineavl er
det fortsatt mulig & opprettholde
en betydelig avlsframgang over
et lengere tidsrom, sa professor
Harald Skjervold i sitt foredrag
pd  Svineavlslagets Arsmote.
Skjervold har stdtt helt sentralt i
den imponerende avlsutvikling vi
har hatt i svineholdet i de 25 &r
Svineavlslaget har bestitt. Pa
arsmetet hadde han fatt i opp-
drag 4 snakke om svineavlen de
neste 25 ar.

Eventyrlige, men ogsa
skremmende

muligheter

Det er fortsatt mye 4 hente in-
nen den tradisjonelle svineavlen,
men i dette foredraget tok Skjer-
vold spesielt for seg den nye
kunnskap vi nd har fitt om arve-
stoffet og dets oppbygging. Det
er blitt mulig & skifte ut og «om-
meblere» genene i et kromosom.
Den sakalte genetikken vil kunne
komme til helt & revolusjonere
husdyravlen innen fa &r.

Skjervold la ikke skjul pd at
det her ogsi er etiske spersmal
som det ma tas stilling til. — Men
vi ma skaffe oss viten om dette
nye, slik at vi vet hva vi eventuelt
sier ja eller nei til, sa han.

Kunnskapen om arvestoffets

gen man na gar i avisarbeidet.

Men de perspektiver den nye ge-
neteknikken gir for husdyravlen de
neste 25 ar, er bade ufattelige og
skremmende. Man har fravristet na-
turen dens hemmeligheter, eller de

oppbygging og virkemdte har ekt
enormt de siste drene. Det kom-
mer na 5 nye beker pr. dag innen
dette fagomradet. De siste drene
er det delt ut 18 Nobelpriser til
forskere innen molekyle®r gene-
tikk. Forelepig er ikke noe av
disse kunnskapsmengdene tatt i
praktisk bruk i husdyravlen.
Skjervold mener at vi her har
en demning som n er i ferd med
4 briste. I USA er det en betyde-
lig industri som har engasjert seg
innen denne sektoren. Innen kort
tid kan det som i dag er pa forsk-
nings- og forseksstadiet, komme i
praktisk bruk — og da vil det std
sterke krefter bak markedsferin-
gen. — Vi kan komme til & finne
verdifulle arvefaktorer som «hyl-
levare» om ikke si alt for lenge,
sa Skjervold. Egenskaper som gir

immunitet mot ulike sykdom-
mer, regner Skjervold som kan-
skje de ferste praktiske resulta-
ter husdyrbrukerne vil mete av
geneteknikken.

Darlige gener
byttes ut

I dagens husdyravl jobber
man med en «arvelighetspakke».
De dyra man bruker i avlen har
mange gode egenskaper, men
selv de beste dyrene har noen
egenskaper vi skulle ensket an-
nerledes. Den nye geneteknikken
vil om ikke lenge gjere det mulig
4 plukke ut disse dirlige delene
av arvestoffet og sette inn nye og
mer verdifulle egenskaper i ste-
det.

Kanskje kan vi f4 merinoull pd
var hjemlige dalasau?

Det er allerede overfert gener
fra et dyreslag til et annet. Dette

Det var ny og helt revolusjo-
nerende viten professor Ha-
rald Skjervold presenterte
for svineprodusentene.

er gjort ved sdkalt «nakengen»-
overfering. Det vil si at det nye
genet spraytes inn i kjernen til et
befruktet egg.

Den nye kunnskapen innen ar-
velighetsforskningen er sammen-
lignet med oppdagelsen av atom-
energien og de halvlederne som
er grunnlaget for datateknolo-
gien. Skjervold sa seg enig i
dette, og ba om at norsk husdyr-
av] felger med i det nye som
kommer. Vi mi ogsi delta i den
debatt som ma og ber komme om
bade de etiske og de praktiske si-
der av dette nye. — Ressursmes-
sig er det en overkommelig inn-
sats som er ngdvendig for at vi
selv ska! bli i stand til 4 styre ut-
viklingen, sa Skjerevold.



Bilag 3
OVERSIKT OVER DE DYR OG PLANTER DET ER KLONET GENER FRA.

Etter Davies (1982). Henvisninger til referanser, se bilag 2.

Origin Reference number
Carp 242
Cow 227, 264, 265, 268, 279, 280
Chicken 22, 24, 2"),2" 27,70, 11, 98, 106, 107, 118,

Dictyostelium discoideum
Drosophila melanoguster

119,120, 149, 161, 162, 105, 166, 183, 184,
166, 191, 198, 100, 201, 203, 205, 269, 215,
254, 255, 238, 259. 260, 261, 262 1265, 282,
283, 286, 287, 290, 294

36, 138, 180, 292, 296

2.6,9, 28, 37, 57, 58, 52, 60, 61, 7A. 130,
133,136, 140, 141, 143, 145, 151, 152, 154,
155, 164, 168, 172, 114, 175, 194, 196, 520,

252, 284, 290

Eel 192

" Hamster 16, 207

Human 42 44, 16, 49, 50, 51, 53, 67, 72, 88, 935, 99,
100, 101, 109, 111 121 165 166 ?UO ‘713
217, 222 9”3,224 220,..-.:... 24 0,241 245,
246, 247, 248, 249, 250, 251, 265, 275, 276

Mouse 11,12, 13 35,43, 4o 6) 81 82 83

Neurospora crassa

84, 85, SG 817, 89, 90, 91, 92, 93 94, 102,
108 ]10 ]96 137 182, ]8‘3 202, 01 206,
210, 2i0, 231, 2"3 235, 236, 237, 236, 239,
256,273, 281

34

Nematade 114 -

Newts 76

Plants 103,104, 121, 139, 112, 147, 148, 253, 277

Rabbit 47 48,~11 216 218 ‘774 285

Rat 1, 7 8, 14, 30, 51 96,97, 11:> 123, 159,
160 165 173, 1{9 189 187 189 193,
219, 28 0 221, 226, 241, 243 257, 267
271, 274, 493 295

Sea urchin 5, 66, 68, 69, 73 717, 181

Sheep 23 :

Silk moth 20, 21, 38, 39, 195, 197

Tetrahymena pyroformis 146

Trout 269, 270

Viruses 55, 56 62, 150, 173, 176, 178, 208, 228

Winter flounder
Xenopus laeuvis

Yeast

190

75,79, 127,131, 132,131, 135, 169. 170,
171 211, 21" 234 ‘71 , 288,289, 221
3,4,10,17, 18 19, 23, -.)1 3" 33,40, 41,
52 63, 64, 78 80 10) 11" ;3 122, 1"5
126 129 144 133, 156, 157, 153, 163 167
177




Gunnar Vada:

Bioteknologi
Mulig anvendelse i
framtidig husdyr-
avl

Av professor Harald Skjervold

Den norske bonde kjenner forfatteren
av denne boka ferst og fremst som hoved-
arkitekten bak de avlsplaner vi i dag
arbeider etter for de fleste husdyrslag.
Dette hans arbeid har gjort ham ver-
densberemt, og han er i dag en hoyt
skattet foreleser og konsulent i ulike ver-
densdeler og pa begge sider av «jerntep-
pet».

Denne boka han nd har gitt ut ved
Landbruksbokhandelen pa As, er forst og
fremst beregnet pd studenter ved NLH,
De emner som tas opp vil om ikke altfor
lenge vare av sd stor betydning ogsa
innen norsk husdyravl at boka ber leses
av dyktige husdyrinteresserte bonder.

Det har de senere 4r veart en rask
utvikling innenfor den delen av biologisk
forskning som kalles bioteknologi. Dette
gjelder:

Fosteroverfering

Kloning

Genetikk

— overfering av gener fra dyr til mikro-
ber

— overfering av gener fra ett dyr til et
annet

— syntetisk framstilte gener

Det er neppe uenighet om at cn skal ta
1 bruk de nye hjelpemidler innen norsk
husdyravl. Var husdyrforedling gar ut
pd 4 produsere hver enhet av melk eller
kjott for mindre fér, i det hele en stadig
forbedring bade av produksjonsegenska-
per og bruksegenskaper.

I debatten om hvor raskt og pd hvilken
mate de nye landevinninger ber tas i
bruk, ma den norske husdyrbruker vaere
beredt til & delta. Dennc boka av profes-
sor Skjervold vil gi et godt grunnlag for
& kunne delta i denne debatten. Jeg har
konstatert at boka er meget interessant,
og den vil veere nyttig for alle samfunn-
sengasjerte mennesker ogsi utenfor
landbruket.

Forfatteren har forsekt 4 unngid de
vanskeligste ord og uttrykk i dcnne
framstillingen. Da dette er ukjent stoff
ogsa for studentene ved NLH, vil en dyk-
tig bonde vare omtrent like godt rustet
til & trenge inn i denne problematikken.

Biotcknologi

Mulig anvendelsc i framtidig husdyrav!
Harald Skjervold

1983, 145 sider 90 kr. + porto
Landbruksbokhandelen, Boks 99,

1432 As-NLH =

340



Bilag 4

FORKLARINGER TIL ENKELTE FAGUTTRYKK

Adenin, en av de 4 nitrogenholdige basene som utgjgr binding-
ene av de to tradene i DNA-molekylet.

Additiv arv, hvis heterozygotene har en verdi lik middelver-
dien av de to homozygotene, og hvis vi samtidig ikke har
samspill mellom loci, kaller vi det additiv arv.

Allel.Et gen har sin bestemte plass i kromosomet, dette stedet
kalles genlocus. I et locus kan vi finne ulike utgaver av
genet. Disse kalles alleler. Vanligvis finnes det to
varianter i et locus (A og a), men enkelte ganger finnes

det mer enn to allele gener, vi kaller dem multiple
alleler.

Androgene hormoner, hormoner som stimulerer utviklingen av
mannlige kjgnnskarakterer.

Antigen, stoff som fremkaller produksjon av antistoffer i
kroppen. Se antistoffer.

Anti-codon, en triplett pa et tRNA-molekyl som svarer til et
codon pa mRNA, Se codon.

Antistoffer, stoffer som dannes i organismen og som forbinder
seg med fremmede stoffer som fgres inn i organismen

Autosom, kromosom som ikke er kjgnnskromosom.-

Bakteriofag, virus som angriper og g¢delegger bakterier.

Basepar, de to og to baser som utgje¢r "trinnene" i den "vin-
deltrapp" som DNA-molekylet utgjgr.

Blastula, et tidtig._stadium i utviklingen av et embryo.
Blastula er stadiet morula.

Chimer, individ som er sammensatt av cellegrupper med ulike
arveanlegqg.

Codon, et sett av 3 nukleotide baser som koder for en amino-
syre.

Cytoplasma, det levende celleinnhold utenom selve cellekjern-
en,

Cytosin, en av de 4 basene som binder sammen tradene i DNA-
molekylet.

Dizygotiske tvillinger, stammer fra to frgdde egq.







DNA, en nukleinsyre som hos nesten alle organismer utgjgr
selve arvestoffet.

Dominans, er samspill innen loci, at heterozygoten ligger
nermere den dominante homozygoten enn den recessive
homozygot.

Embryo, et foster pd et tidlig utviklingsstadium (se morula og
blastula).

Eneggede tvillinger, stammer fra klgyving av en zygote.

Enzym, proteinstoffer som virker som katalysatorer i de
kjemiske prosesser som foregdr i cellene.

Epistasi, en form for samspill mellom loci slik at virkningen
av et genpar er avhengig av de gener en har i andre loci.
Epistasieffekt og dominanseffekt er tilsammen det vi
kaller ikke-additiv geneffekt.

Eukaryote, er organismer som bestdr av flere celler med
cellekjerner. Slike organismer har meiosis (reduksjons-
deling).

Gamet, er kj¢nnscélle (egg eller sperm).

Gen, er funksjonelt sett den del av DNA-molekylet som koder et
peptid. Hele den basesekvens som utgjgr koden for det
aktuelle peptid er den funksjonelle enhet til genet og
denne delen av et DNA-molekyl kalles cistron. I muta-
sjonssammenheng brukes begrepet gen om den minste del av
arvestoffet som er ansvarlig for en endring av egen-
skapen. Det vil i de fleste tilfeller wvare et enkelt
basepar. )

Genfrekvens, den relative andel et gen utgjgr av det samlede
antall allele utgaver av vedkommende genlocus i en
populasjon. Summen av frekvensen av de ulike alleler =
1,0.

Genetisk drift, endring av genfrekvensen p& grunn av tilfeld-
ige arsaker, f.eks. fordi populasjonen er svert liten.

Genetisk load, (belastning) er forekomsten innenfor en kryss-
befruktende populasjon av tallrike recessive gener som i
homozygotisk tilstand er letale eller skadelige. Uttryk-
ket forekommer ofte innen evolusjonsleren.

Genom, et komplett sett av kromosomer som nedarves som en
enhet (kromosomene som overfgres gjennom en gamet), .

Guanin, en av de 4 baser som binder sammen tridene i DNA-mole~-
kylet.

Haploid, en organisme der hvert kromosom foreligger bare i ett
eksemplar.
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Utvecklingen dr rasande snabb inom biotekniken. En
realitet inom djurniringen 1 flera ldnder. Inte bara
framtidsvisioner utan praktisk konsekvens for oss? —
Bengt Lindhé, VD for Seminavel ger nagra glimtar i
amnet, som ocksa behandlas i aktuell bok av Harald

Skjervold.

Harald Skjervold:
Bioteknik i husdjursaveln

For att fa en overblick over situationen ar
det nodvandigt att ndgon sitter sig ner,
gar igenom litteraturen och sammanfattar
nulaget. Det &r ingen tillfallighet att pro-
fessor Harald Skjervold var forst pd plan

dven i det har avseendet. I ett hafte pa 145
sidor med rubriken: »Bioteknologi. Mulig
anvendelse i framtidig husdyravl» har han
grundligt, men trots det overskadligt, be-
skrivit transplantation av embryon (agg-
overforing), kloning (produktion av
ménga individer med samma genuppsatt-
ning), befruktning i provror, samt mojlig-
heterna att pa konstgjord vdg paverka
konskvoten.

Tre kapitel i slutet pa haftet diskuterar
mdojligheterna att pd Konstgjord vag for-
andra djurens arvsmassa antingen rent ke-
miskt eller genom att overfora enskilda
anlag fran en art till en annan.

Forsta kapitlet ger en bakgrund om det
molekylara underlaget. Andra kapitlet be-
handlar multipta DNA-kopior och det
tredje olika tekniker vid genoverforing.
Hiftet avslutas med exempel pa praktiska
tillimpningr i husdjursforidlingen.

Haftet ar littlast och ddrfor val dgnat
for sjalvstudier for personer som vill folja
med pd detta omrade. Aven som larobok
pé tillampliga utbildningsnivaer ar den vil
dgnad. |

FOTNOT:

»Bioteknologr Mulig anvendelse 1 framtidig hus-
dyravl.» Harald Skjervold, 1983, 145 sidor 90 kr
+ porto Landbruksbokhandelen, Boks 99, 1432
As-NLH, Norge.



Heterosis, er kjennetegnet for gkt fruktbarhet, veksthastighet
og konstitusjon hos kryssingsavkommet.

Homozygot, et individ er homozygot for et locus nar det er
representert med to .like utgaver av genet.

Heterozygot, et individ er heterozygot for et locus ndr det er
representert med to ulike utgaver av genet.

Histakompabilitet, betegner vevsuforlikelighet og brukes i
forbindelse med vevstyper.

Introns, mindre regioner (deler av DNA uten genetisk kode
(plassert mellom gener).

Hybrid, produkt av en kryssing mellom arvelig sett ulike
foreldre (hos kryssbefruktere er i realiteten alt avkom
hybrider).

Innavlsdepresjon, er den nedsatte fruktbarhet, vekst og
konstitusjon en far hos avkom etter sammenparing mellom
dyr som er beslektet.

In vitro under eksperimentelle forhold "i reagensglass".

In vivo, hos levende organismer.

Karotype, kromosomenes antall og form.

Kjgnnskromatin, et sterkt farget legeme i cellekjernen hos
hunnkjgnn, (ikke hos hannkjgnn) hos de dyrearter der en

har X og Y kromosom. Brukes ved kjgnnsbestemmelse av
embryoer,

Klon, en samling individer (eller celler) som er genetisk like
(vegetativ, ukjgnnet formering). Brukes ogsa i samband
med transplantering av gener "gene cloning" se s. 107.

Kobling, gener som sitter i samme kromosom er koblet. Koblede
gener skiller lag ved overkryssing.

Kode, den genetiske kode angir sammenhengen mellom basese-
kvensen i DNA-molekylet og aminosyresekvensen i vedkom-
mende protein,

Kvantitative karakterer, kalles egenskaper som har med kvanti-
tet & gjgre. Bak de kvantitative egenskaper er det som
regel mange arveanlegg.

Locus, genlocus, det stykke av et kromosom som utgjgr et gen.

Manifestasjon, de virkninger av et gen som kan registreres.

Meiose, reduksjonsdeling.



Bioteknologi

T ENE

' — framtidig
husdyravl

Professor dr. Harald Skjer-
vold har nettopp gitt ut en
bok med tittelen: «Biotekno-
logi — mulig anvendelse i
framtidig husdyravl.» Boka er
pa 135 sider pluss 10 sider bi-
lag.

Vi som har kjent professor
Skjervolds arbeid siden han
overtok ledelsen av norsk hus-
dyravlsforskning, har vert
mektig imponert over hans
store evne til 4 holde seg ori-
entert i husdyrforskningen
rundt om i verden og utnytte
dette i norsk husdyravl. Han
har en egen evne til 4 ligge et
«hestehode» foran den gene-
relle utvikling nir det gjelder
avlsarbeidet.

Skjervolds nye bok under-
streker da ogsi bare dette.
Her tar han for seg den biolo-
giske grunnforskning fra alle
verdens kanter som maitte
vere av interesse for framti-
dig avisarbeid med husdyr.
Dette omfatter fosteroverfe-
ring, kloning, overforing av
gener fra et dyr til et annet
(eller via mikrober) og kun-
stig (syntetisk) framstilling av
gener.

Det store arbeid som de se-
nere irene er utfert innen mo-
lekyler genetikk, mener
Skjervold vil bidra til forsta-
else av populasjonsgenetik-
ken. Dette gjelder omfang av
arveanlegg som stir bak de
ulike egenskapene hos dyra,
mekanismen bak additiv arv,

til mutasjoner og mekanismen
bak kromosomdelingen.
Skjervold vurderer avlsopp-
legg basert pd denne nye vi-
ten. Ved & ta i bruk biotekno-
logien, vil en fi radikal om-
legging av vart avlsarbeid,
men det blir mer effektivt og
billigere enn naverende avls-

opplegg.

Det utfores for tida en
enorm forskning innen dette
omridet med mange viktige
oppdagelser, oppdagelser som
er av en slik rekkevidde at det
har vart brukt uttrykk som:
«En revolusjon innenfor biolo-
gien». (Science 1980). At
denne nye viten for eller siden
blir tatt i bruk i husdyravlen,
ma en ogsi her i landet ta til
etterretning.

Professor Harald Skjervold
har pi en utmerket mate gjort
det mulig for oss 4 fa innblikk
i bioteknologien og denne som
redskap i husdyravlen. Dette
har han gjort pa en lettfatte-
lig maite uten at det kreves
sarlig teoretisk bakgrunn.

Bioteknologi - mulig an-
vendelse i framtidig husdyr-
avl er en bok som derfor kan
anbefales si vel for bonden
som for forskeren, kort sagt
for alle som er interssert i
framtidig husdyrhold.

Boka er 4 fd kjopt i Land-
bruksbokhandelen,

Boks 99, 1432 As-NTH.
Pris kr. 90,- + porto.»
Harald Nebb

Lx:lulige biokjemiske &rsaker




Metabolisme, summen av alle kjemiske prosesser i cella hvor
det brukes eller frigjg¢res energi.

Messenger-RNA, en "kopi" av et avsnitt av DNA-molekylet. Dette
mRNA assosieres med ribosomene under selve justeringssyn-
tesen.

Migrasjon, innvandring av individer fra fremmede populasjoner
(fgrer som regel til endring av genfrekvensen).

Mitose, celledeling som gir opphav til to like datterceller.

Mosaik}(Blanding av vevstyper med ulik genotype - finnes hos
samme individ.

Mutasjon, en plutselig arvelig endring som ikke skyldes vanlig
rekombinasjon av gener.

Mutasjonstrykk, det forhold at genene innen en populasijon
spontant muterer med en viss frekvens. Mutasjonstrykket
for en viss gen sies & vare stort nadr mutasjonsfrekvensen
fra en dominant til en recessiv gen er stor.

Nukleinsyre, et stort molekyl bygd opp av nukleotider.

Nukleotid, byggesten for nukleinsyrer, nukleotidene bestdr av
et fosfat, en sukkerart (ribose eller deoksyribase) og en
nitrogenholdig base.

Ooczt?r’(egg—morcelle). Fgrste reduksjonsdeling skjer i de
primaere oocyttene, mens andre reduksjonsdeling skjer i de
sekundzre oocyttene.

Operator-gen, en gen som virker som en "strgmbryter" som slar
pa av av produksjonen av et bestemt enzym.

Overdominans, en dominanseffekt der heterozygoten har en verdi
som ligger over den beste av de to homozygotene.

Partenogenese, formering ved at eggcella utvikler seg til
embryo uten befruktning.

Peptid, et molekyl som bestar av lange rekker av aminosyrer.

Plasmider, er stabile DNA-molekyler som ligger utenfor celle-
kjernen. Alle kjente plasmider stammer fra bakterier og
de bestar av et sirkulart molekyl (en ring). De fleste
plasmider er barere av mange flere gener enn det minimum
som er ngdvendig for & opprettholde livsfunksjonen i en
bakteriecelle.

Polymenase, et enzym som katalyserer oppbyggingen av DNA og
RNA, emzymet som kobler sammen enkelte enheter til store
DNA-molekyler (store RNA-molekyler).
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Bioteknologi.

Eg syner til brev,og til det tilsende kompendiet. Fgrst m& eg
f& lov & takka for dei greie artiklane dine om emnet i "Bonde-
vennen" i fjor haust. Dette skulle eg sjglvsagt ha gjort fgr
- men det har berre ikkje vorte.

Du undrast vel kanskje pd kvifor ein tidlegare fylkesagronom i
planteavl interesserer seg for husdyr- og husdyravl. For meg
er begge fagomrdda like interessante. Eg skreiv forresten
hovudoppgava mi i husdyravl (1950), og har alltid prgvt & sja
samanhengen i planteproduksjon, husdyrhald og gkonomi. Elles
synest eg det er spennande & lesa all slags faglitteratur - s&
langt tida rekk.

Vedlagt fylgjer ein omtale av boka di til "Bondevennen". Dette
var s& fengslande lesnad at eg sette meg til med det same - og
eg vonar omtalen min kan gjera mange lesarar av "Bondevennen"
forvitne. Eg er sad hjartans enig med deg i at vi md fylgja med
i det som skjer pa omradet. Vi korkje treng, eller bgr kopiera
utalandske avlsopplegg som er baserte p& ny teknologi - utan at
vi har analysert, og har vurdert om det tener var husdyravl.
Men for & kunna dgma om det, m& vi veta litt om utviklinga. Og
her trur eg som du at ogsd konsulentar og husdyrbrukarar bgr ha
kjennskap til kva dei arbeider med i den "store verda".

Med desse f& orda - hjarteleg takk for eit flott arbeid. Eg
vonar det ikkje er det siste vi far frd di hand pd dette omradet.




Polymorfisme, betyr generelt at en gruppe organismer bestdr av
forskjellige typer. I genteknikken brukes uttrykket om et
gen nar det opptrer med flere varianter (alleler) i en
populasjon.

Polypeptid, et stormolekyl satt sammen av aminosyrer knyttet
til hverandre i en lange kjede (peptidkjeder). Et protein
bestar av en eller flere like eller ulike polypeptider.

Populasjon, en gruppe individer som tilhgrer samme "genpool".

Rekombinasjon, prosess som fgrer til at gener som tidligere
var adskilt kommer sammen igjen.

Replikasjon, kopiering, betegnelsen pd den ngyaktige fordob-
ling av arvestoffet. Hver av de to trddene i DNA-mole-
kylet fa&r bygd opp en ny "trad".

Ribosom, en aktiv enhet under proteinsyntesen. Ribosomene har

"heftet" til seg en aminosyre som tilsvarer det antikodon
som karakteriserer vedkommende aminosyre.

RNA-ribonukleinsyre, et stormolekyl bygd opp av nukleotider.

_é_

Sekunder oocytffse oocyt.

Somatisk, som har med kroppscellene A gjgre.

Spermatogenese, den prosess hos seksuelle organismer (dyr)
hvor spermiene dannes.

Translokasjon, flytting av kromosommateriale mellom to kromo-
somer.

Tymin, en av de 4 basene i DNA-molekylet.

Transfer-RNA, overfgrer spesifikke aminosyrer til bestemte
plasser i peptidkjeden.

Urasil, en base som i RNA-molekylet tar den plass thyamin-
basen hadde i DNA-molekylet.

Zygote, en celle som dannes ved forening av to kjgnnsceller.

Genteknikk og mikrobiologi apner uante fremtidsperspek-
tiver. Jeg tror mange vil vere enig med meg nir jeqg sier
at jeg tror at vi her har paralellen til oppdagelsen av
atomenergien 0g av halvlederne. Her har vi fundamentet
for ‘en viktig industriell, medisinsk og sosial utvikling
fremover mot og etter Arhundreskiftet.



Einar K. Time:

Kwa er bioteknologi?

Som lesarane av «Bondevennen» min-
nest, sa skreiv professor Skjervold tre
artiklar om bioteknologi i fjor haust i
tidsskriftet. N& har Skjevold gitt ut ei
~ szrskild bok omemnet, og titelen er:
BIOTEKNOLOGI
Mulig anvendelse i framtidig
husdyravl.

Boka er komen ut som eit kompen-
dium pa 145 sider i 1983.

La meg med ein gong fa sli fast:
Dette er bide spennande og fengslan-
de lesnad — av ein heilt annan kategori

~ enn vi finn i vanlege bgker. Etter gjen-
" nomlesing sit ein igjen med ei
* audmjuk kjensle av at noko meir fan-
. tastisk enn sjglve livsgdta finst ikkje —
og livet har neppe oppstatt tilfeldig.

Bioteknologi omfattar ei rekkje

faggreiner i samband med avls- og ar-
" velere. 1 boka drefter professor Skjer-
- vold m.a. eggtransplantasjon, kloning
| (som forresten kan vera ileire ting),
' frging in vitro (utafor dyrekroppen)
. og molekylergrunnlaget for arv og
. genteknikk. Dessutan omtalar han i
eit eige kapitel mogleg bruk av biotek-
| mologi i moderne husdyravl. I tillegg
"l er det etter kvart hovudavsnitt eit kort
_. samandrag — og enkle konklusjonar.
Det vil fora alt for langt & gi i deta-
ljar i det heile fra dette veldige emnet.
. Eg skal likevel gje eit par smakebitar.
1 innleiinga nemner forfattaren at ut-
viklinga gér fantastisk fort pd dette
~omradet. Litteraturen her ma karakte-
_ riserast som «gammal» nar han er eld-
re enn 3 ar! Derfor meiner professor
Skjervold at vi i alle fall bgr préva i
fylgja litt med 1 kva som hender ute i
. verda i denne forskningsgreina. boka
er eit ledd i dette arbeidet, og jamvel
om ho forst og fremst er etla hovud-
fagstudentar i husdyravi, vil framstil-
' linga ha langt vidare interesse. For vi-
"re aviskosulentar mitte t.d. avsnittet

72
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om spesielle avisopplegg basert pa
eggtransplantasjon vera szrleg forvit-
neleg. Han refererer og drgftar m.a.
eitt slikt opplegg, MOET-systemet,
etter forskarane Nicholas og Smith
(1983). Metoden har sjplvsagt fordelar
og ulemper. Den genetiske framgan-
gen for mjplkeavdratt vil t.d. auka,
men det same vil og skje med innavls-
koeffisienten.

Professor Skjervold har ofra temaet
kloning i pattedyr -- og mogleg bruk av
dette prinsippet i framtidig husdyravl
brei omtale. Han er litt reservert til &
drefta dette emnet, jfr. og artiklane i
«Bondevennen», av di enkelte kan ko-
ma til & nytta etiske normar i vurderin-
ga av metoden. Denne reservasjonen
er forstaeleg fra ein forskar, og det er
fint tenkt nér forskaren pa dette viset
ser ut over sin eigen bas. Men her trur
eg det kan vera rett & minna om kong
Olavs merknad da han vart intervjua
av Erik Bye i fjor haust. Bye spurde
kva kongen meinte om atomforsking -
som m.a. hadde fgrt til noko s vanvit-
tig som atombomba: Det er bruken av
forskingsresultatet som er feil — ikkje
forskinga. Eg vil og minna om utvikl-
ing og innfgring av KS i husdyravien
hjé oss, som var det store fagsp@rsma-
let sist i 40-ara. Mange var motstanda-
rar av etiske grunnar. Likevel vart KS
teken i bruk i systematisk avlsarbeid,
og Norge har vel vore eit faregangs-
land pa omradet.

Kloning har ei rekkje fordelar — og
ulemper i husdyravlen, s vidt vi kan
sjd i dag - utan at eg nemner meir frd
detle temaet. Professor Skjervold gir
ganske grundig gjennom det mole-
kylere grunnlaget for arv, og til sist i
boka drgfter han mogleg bruk av ny
teknologi i husdyravien. FEggtrans-
plantasjon er t.d. neppe aktuell i dug i
praktisk husdyravl, men pd sikt ken

metoden fa interesse pa spesielle om-

rade. Kloning kan fa ei viss interesse,

szrleg i samband med fosteroverfee-
ing, men ogsa her kan det reisast mas-
ge faglege innvendingar i samband
med avlsopplegg.

Det er berre smakebitar fra ei my-
kje spennande bok. Eg vil ra alle hus-

dyrkonsulentar til & skaffa seg henne. =

Svert mange interesserte husdyrbru- .
karar vil og utan tvil ha stort utbytte
av 4 lesa boka, jamvel om dei som eg
miitte ha den teoretiske arvelzra noko g
pa avstand. Ein del av stoffet er yans-"
keleg, og her er brukt mykje framande
ord og omgrep. Desse spesielle fagor-
da er forklarde i ei serskild ordliste
bak i boka. Men ein bzr nok kunna
noko teoretisk arvelzre for a greia fyl-
gja med — jamvel om forfattaren har
forenkla framstillinga noksa langt.

Boka er forsynt med ein del fotogra-
fi — og mikrofotografi ~ og desse er av
overraskaride god kvalitet til & vera i
eit kompendium. M.a. er her eit utru-
leg mikrofoto frd innfgring av reint
DNA i cellekjernen av muscegg! Mik-
ropipetten har ei opning pa 0,5 my -
eller %10 coo mm! Boka er elles rikt illu-
strert med figurar, teikningar og med
grafiske framstillingar og tabellar. For
dei som vil ga djupare inn i stoffet er
her og svart fyldige litteraturlister.

Dessverre finst det nokre f& skrive-
feil utan at det skjemmer framstillin-
ga. Manglande kommasetting enkelte
stader gjer derimot forstaing av teks-
ten vanskelegae enn ngdvendig.

Alle interesserte husdyrfolk ber
som nemnt skaffa seg boka - og lesa
og studera henne, gjerne fleire gon-
ger, jamvel om stoffet ikkje er direkte
«bradnyttig» i dag. Boka opnar innsy-
net til el utruieg spennande verd —, og
dette er vi professor Skjervold svart
takksame for. Vi vonar han framover
vil fi hove til & halda alle oss ikkje-
spesialistar oricntert om kva som vil
skje pa dette fascinerande fagom-
radet.

BIOTEKNOLOG!

Mulig anvendelse i framtidig hnsdyravl.
Harald Skjervold 1983, 145 sider. 90 kr. +
porto.

Landbruksbokhandelen, Roks 99, 1432 As-
NLH.
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