Generell strategi for riktade genforandringar i moss

Steg 1 Riktad genforandring i ES-celler

1. Odling av ES-celler
Embryonala stamceller
(ES-celler) odlas fran tidigt
musembryo (blastocyst).
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2. Konstruktion av malsékande DNA (vektor)
Vektorn bestar av DNA-bitar med homologi till malgenen
samt insatt DNA som férandrar malgenen och medger
positiv-negativ selektion.
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4. Forokning av
genférandrad ES-cell
Selektion for nérvaro av neo’
och franvaro av HSV-tk under
odlingen anrikar ES-celler
som genomgatt homolog
rekombination.

Ren population av
genférandrade ES-celler

3. Transfektion av ES-celler
Det cellulara maskineriet f6r homolog rekombination
gor att vektorn finner och rekombinerar med malgenen.
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Steg 2 Fran genforandrade ES-celler till genférandrade moss

5. Injektion av ES-celler i blastocyster

Genférandrade ES-celler
injiceras i blastocyster...

...dar de blandar sig till en mosaik
med den inre cellmassan fran
vilken embryot utvecklas.
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Injicerade blastocyster
fors in i surrogatmodrar
och utvecklas till mosaik-
embryon.
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6. Fodsel och avel av mosaikmaoss
Mosaikmdss korsas med normala mdéss
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och ger upphov till bade genetiskt féréandrad
och normal avkomma.
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