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1 Malgrupp

Detta memorandum vénder sig till ldsaren som har intresse av en fordjupad populédrvetenskaplig
beskrivning av den forskning och de tekniker som ligger till grund for modifiering och syntes av virus.
Formagan att syntetisera virus har utvecklats for att bedriva legitim forskning som exempelvis for att
utveckla vaccin mot Covid-19. Det finns dock farhagor om att teknikerna och kunskapen kan
missbrukas med antagonistiskt syfte; exempelvis for att dterskapa det utrotade smittkoppsviruset.
Fokus ligger darfor pd molekylirbiologiska metoder som har utvecklas inom forskningen pé tre
grupper av virus som anses utgora en speciell risk for anvéandning i bioterrorism eller som biologiska
vapen. De inledande kapitlen ger en vetenskaplig dversikt dver de viktigaste forskningsomrédena och
vinder sig till ldsare med en grundldggande naturvetenskaplig kunskap. Det avslutande kapitlet,
Mojliggorande tekniker, vander sig till lasare med kunskap om molekylarbiologiska metoder eller som
har ett intresse av hotbedomning; det har en hogre teknisk nivd och syftar till att ge perspektiv pé
forskningsfaltets komplexitet samt att ge uppslag for vidare ldsning i de vetenskapliga originalartiklar
som refereras.
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2 Sammanfattning

Pé ett 6vergripande plan motiveras modifiering eller syntetisering av virus i behovet av grundlaggande
biologisk forskning, av medicinska fragestéllningar eller for att nyttja virusens speciella formaga att
biara genetisk information (vektor) och till bioteknologiska applikationer. Generella
molekyldrbiologiska metoder for att bedriva sadan
forskning har funnits tillgéngliga sedan borjan av 1980-
talet. Konstruktion av syntetiska virus ar ett viktigt
verktyg som mdjliggér nya sitt att ytterligare forsta en
organisms egenskaper och gor det ocksd mojligt att
ateruppliva virus som inte lédngre existerar i naturen.
Idag &r det sannolikt mojligt att pa helt syntetisk vig
framstiélla eller modifiera de flesta av de virus som
utpekats som ténkbara for anvindning vid bioterrorism
eller som biologiska stridsmedel. Detta memorandum
ger en Oversikt av ndgra av de molekyldrbiologiska
metoder som anvinds for att genetiskt modifiera eller
syntetisera virus och visar pa flera praktiskt krdvande
moment, behov av speciell infrastruktur och detaljerad
kunskap om virusets genom samt en generell kunskap om virologiska och molekylédrbiologiska
metoder. Vetenskapens bristande kunskap om virusens mycket unika biologi utgdr ytterligare en
utmaning vid modifiering och syntes av virus. Samtidigt kar betydelsen av tekniker som mdjliggor
syntetisering eller modifiering av virus inom forskning, medicin och inte minst inom bioteknologiska
applikationer. Ett bra exempel dr Covid-19 pandemin dér svensk och internationell krisberedskap é&r
direkt beroende av kunskap kring coronavirus och en forméga att bedriva avancerad forskning kring
coronavirus.

En vektor anvénds for att overfora
genetisk information mellan olika
celler och ér ett centralt verktyg inom
molekylédrbiologin. Férutom virus kan
bland annat plasmider, fager,
cosmider eller artificiella kromosomer
anvéndas som vektorer

Ett genom, eller arvsmassa &r en
organisms samtliga gener. En gen ir en
avgransad del av arvsmassan som
innehaller instruktioner for att t.ex.
tillverka ett protein




FOIl MEMO Datum/Date Sidnr/Page no
2021-02-04 4 (20)

Titel/Title Memo nummer/Number

de novo syntes av virus FOI Memo 7548

3 Varfor bedrivs forskning med forandrade

eller syntetiserade virus?

Utvecklingen av de generella molekyldrbiologiska metoder som anvinds for att modifiera eller
syntetisera virus sker inom den akademiska grundforskningen for att undersoka fragestéllningar kring
virusens biologi. Som forskningsobjekt ar virus unika eftersom de &r beroende av sin vérdcell, ndgot
som medfor att néstan all virologisk forskning innefattar infektionsstudier och studier av patogenes

eller virulens. Konsekvensen av detta ar att virologisk
forskning till sin natur &r applicerad. 1 takt med
lakemedelsindustrins  framvdxt och intresse for
infektioner orsakade av virus har metoderna for att
modifiera eller syntetisera virus ocksd fatt en
anviandning inom ldkemedelsindustrin t.ex. vid
utveckling av antivirala substanser for behandling av
sjukdomar som AIDS och Hepatit C. Virus och metoder
for att manipulera virus utvecklas ocksa for medicinska
och bioteknologiska applikationer. Ett aktuellt exempel
ar Covid-19 vaccinkandidaten ChAdOx1 nCoV-19 dér
produktionen av en komponent (antigen) hos SARS-
COV?2 sker i patientens celler efter de infekterats av ett
ofarligt adenovirus som bér arvsmassa for det specifika
antigenet (/, 2). Vaccinet &r resultatet av gain-of-
function ' (GOF)-forskning dir ett adenovirus
modifierats sa att det fatt en ny egenskap och kan agera
vektor for produktion av ett antigen specifikt for SARS-
CoV2 virus. Ur ett dual use-perspektiv har GOF-studier

Modifiering av virus avser begransade
fordndringar av arvsmassan medan de
novo syntes syftar pa nytillverkning av
virus fran de enkla byggstenar
(nukleotider) som  bygger upp
arvsmassan. [ dagsldget anvinds
arvsmassa/genom frdn  existerande
virus som forlaga vid de novo syntes.

Ett antiviralt likemedel hidmmar
virusets tillvixt genom att stdra
funktionen av proteiner som &r viktiga
for viruset livscykel.

Ett antigen ir en del av en organism
som aktiverar ménniskans
immunsystem, nagot som ar centralt
for vaccins funktion.

utpekats som potentiellt problematiska eftersom de kan resultera i ett virus med helt nya och potentiellt
farliga egenskaper (3). Virus som har véxter som vérd (vixtpatogener) orsakar betydande skador inom
jordbruket och eftersom véxter dessutom beddms ha en stor potential inom bioteknologin bedrivs en
omfattande forskning som innefattar modifiering och syntes av virus dven inom detta omrade (4).

! Forvirvad egenskap.
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4 Baltimore-schemat - en klassificering av

virus

Virus har en exceptionell mangfald och endast en brakdel av alla virus har studerats av vetenskapen.
En aktuell uppskattning kom till slutsatsen att det finns minst 320 000 oké&nda virus som har ett

ddggdjur som vird (3), och varje ar rapporteras om nya
virus som infekterar ménniskor (6). En metod for att
systematisera och klassificera virus baserat pa deras
genetiska material presenterades i borjan av 70-talet av
virologen Prof. David Baltimore (7). Till skillnad mot
traditionell taxonomi utgdr det sd kallade Baltimore-
schemat frdn det genetiska materialets kemiska
sammanséttning. Beroende pad om virusets genom
bestar av DNA eller RNA, om det adr enkel eller
dubbelstrangat och om det har en positiv eller negativ
polaritet klassificeras virus in i sju olika grupper (se
figur 1).

DNA utgdér arvsmassa 1 ndstan alla
organismer utom vissa virus och fager
som i stdllet har en arvsmassa som
bestar av RNA.

RNA idr néra besldktat med DNA och
finns 1 alla levande organismer. RNA
har en ligre stabilitet &n DNA och
anvinds bland annat som templat vid
proteinsyntes (mRNA).

Sidnr/Page no
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Figur 1. Baltimore-schemat delar in virus i sju olika grupper efter arvsmassans egenskaper.

Centralt i Baltimore-schemat 4r enkelstringat RNA
med positiv polaritet, ocksd kdnt som budbédrar-RNA
(mRNA). For att en enskild viruspartikel ska kunna
fortplanta sig behdver den dels tillgang till véirdcellens
system for att tillverka RNA eller DNA, men ocksa
tillgang till vdrdens maskineri for att tillverka de
proteiner (proteinsyntes) som viruset behover.
Eftersom mRNA fungerar som ett templat till
proteinsyntesen maste samtliga virus, oavsett vilken
grupp de tillhor 1 Baltimore-schemat, transformera sin
arvsmassa till mRNA for att kunna producera protein i
vérdcellen och replikera sig. Beroende pé vilken grupp
viruset tillhor involverar transformationen till mRNA
ett eller flera olika steg (se figur 2).

Proteinsyntes eller translation, ér den
process som utgaende frdn genetisk

information (mRNA) och enkla
kemiska foreningar (peptider)
tillverkar proteiner.

Proteiner ar komplexa molekyler som
har en viktig roll i1 nédstan alla
biologiska processer.

Replikation ar den process som oOkar
antalet kopior av virusets arvsmassa.

Transkription ar den process dér
mRNA (transkript) produceras fran
virusets genom.
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Figur 2. Beroende pa den kemiska sammansattningen av virusets arvsmassa kravs olika typer av transformationer
for att generera mRNA.

Baltimore-schemat har ingen direkt koppling till virusens evolutionira historia utan baseras enbart pa
sdttet som transkriptionen av virusets arvsmassa sker pa. Virus som tillhér samma grupp har ofta
samma typ av mekanismer dven for att replikera genomet. Darfor ger schemat en insikt i bade
transkription och replikation, tva processer som &r av central betydelse vid modifiering eller de novo-
syntes av virus.
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5 Virus med potential for antagonistisk

anvandning

Den amerikanska myndigheten Centre for Disease Control (CDC) inventerar fortlopande
mikroorganismer och toxiner som har potential att utgora ett allvarligt hot mot folkhélsa och sédkerhet,
djur och véxthélsa eller produkter framstéllda fran djur eller viaxer. Inventeringen ligger till grund for
en lista Over valda &mnen (eng. select agents) som bland annat innehaller bakterier, virus och toxiner
som historiskt vapenforts i offensiva B-program i USA och Sovjetunionen. Den globala forskningen
kring dessa d&mnen syftar till att skydda mot naturliga utbrott och antagonistisk anvidndning genom att
utveckla diagnostik, skyddsmaterial, vacciner, ldkemedel och behandlingsstrategier. Vissa &mnen pa
listan dr viktiga verktyg inom grundliggande biologisk forskning eller har viktiga medicinska
applikationer som t.ex. Clostridium botulinum neurotoxin (BoNT). Listade virus aterfinns i Baltimore-
schemats grupp I, IV och V (se figur 3). Modifierade eller syntetiserade varianter av bland annat
alfavirus frdn grupp IV, anvidnds inom cancerterapin (§), ndgot som bidragit till att
molekylédrbiologiska verktyg utvecklats for dessa virus. Samtliga tre grupper omfattar virus som har
visats mdjliga att de novo syntetiseras.

Apkoppor
Smittkoppor (Variola major)
Alastrim (Variola minon)

NN~

+ DNA Grupp Il

!

/\/\/\/\/’ — — W\/W
+/- DNA med RNA intermediat Grupp VII

+ RNA grupp VI - DNA +/- DNA Grupp |

/\/\/\/\/" - g /\/\/\/\/' . l/\/ N, /\s/,\\/"

+ RNA grupp IV -RNA + RNA (mRNA) +/- RNA Grupp llI

Ostlig hastencefalit virus (EEEV)

Vistlig hastencefalit virus (VEEV) - RNA Grupp V
SARS Coronavirus

Ostligt fastingburet encefalit virus
Sibriskt fastingburet encefalit virus
Kyasanur forest virus

Omsk blédarfeber virus

Chapare virus Lujo virus

Guanarito virus  Machupo virus

Ebola virus Marburg virus
Hendra virus Nipah virus

Junin virus Rift Valley feber virus
Krim-Kongo virus Sabia virus

Lassa virus 1918 Influensa virus

Figur 3. Virus som utpekats for méjlig anvandning inom bioterrorism eller som biologiska stridsmedel tillhér grupp
I, IV och V i Baltimore-schemat.
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6 Dubbelstrangade DNA virus (grupp I)

Av speciellt intresse inom denna grupp ar poxvirus (familjen Poxviridae), som bland annat omfattar
smittkoppor. Dessa virus ér komplexa och utmérks bland annat genom deras stora genom (ca 200 kbp)
och att deras replikation sker i cytoplasman av infekterade celler vilket gor att de forutom genomet
ocksa behover proteiner som packas i virionen (9). Trots att smittkoppor forklarades utrotade av WHO
1980 finns farhagor att ett smittkoppsvirus, rekonstruerat frdn den publikt tillgéngliga DNA-sekvensen
och kemiskt syntetiserat DNA, kan anvdndas for
bioterrorism eller som ett biologiskt stridsmedel. I en
kontroversiell —artikel som publicerades 2018,
demonstrerade ett kanadensiskt forskarlag de novo
syntes av det ndrbesléktade héstkoppsviruset (/0),
ndgot som visar att de tekniska utmaningarna &r
hanterbara for erfarna forskare med tillgdng till
nodvéndig infrastruktur. Forskarna rekonstruerade
histkoppsviruset genom att ersitta vissa delar av
genomet med sekvens fran nérbesldktade virus, sedan
syntetiserade forskargruppen genomet i 10 fragment
och anvinde enzymer fréan ett hjalpvirus (Shope fibroma
virus, SFV), for att generera infektiosa virioner (/0).
Studien visar att aktorer med en hog formaga kan de
novo syntetisera virus fran Poxviridae med nuvarande
kunskap och teknologi (10).

Storleken péa ett virus arvsmassa mats
ofta 1 kbp, kilobaspar (tusen baspar).
Smaé virus har ett genom om ca 7-12
kbp medan stora virus kan ha en
arvsmassa som ar storre an 300 kbp.

En cells cytoplasma ar det material
som finns innanfor cellviggen med
undantag av kdrnan (som innehaller
arvsmassan).

En virion ir den infekterande delen av
ett virus som innehaller arvsmassa i
form av RNA eller DNA och omges av
ett skyddande holje.
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7 Positivt strangade RNA-virus (grupp IV)

Till gruppen hér manga virus som orsakar sjukdom i ménniska, bland annat Coronavirus, Picornavirus
(orsakar t.ex. forkylning, kriaksjuka och polio), Flavivirus (orsakar t.ex. hepatit C) och Togavirus
(orsakar t.ex. Ockelbosjukan). Dessa virus har ett genom som ar infektiost nir det introduceras till

vérdcellen eftersom virdcellens ribosomer direkt kan
translatera det virala RNA:t (mRNA) till proteiner. De
flesta reverse genetics > systemen for dessa virus
baseras pa transfektion av antingen en plasmid eller av
RNA transkriberat fran plasmid till mottagliga celler.

Av speciellt intresse &r alfavirus, en grupp 1 Togavirus
familjen som bestar av ett trettital virus inklusive nagra
som ingick i USA:s och Sovjetunionens offensiva B-
vapenprogram. Dessa virus har ett litet genom (ca 12
kbp) och den omfattande forskningen kring dessa virus
har resulterat i vil etablerade metoder for deras syntes
och modifiering. Alfavirus har egenskaper som gor
dem till [ampliga vektorer for att introducera gener i en
rad olika celltyper och de har bland annat anvénts for

Reverse genetics definieras (inom
virologin) som skapande av RNA-
virus helt fran klonat DNA. Det kan
daven ses som en molekyldrbiologisk
princip som syftar till att introducera
en fordndring i arvsmassan och studera
hur den paverkar organismen.

Transfektion ar en metod dir DNA
eller RNA fors in i en cell.

Kapsid ér det yttre skal (kapsel) av
proteiner som skyddar virusets
arvsmassa.

att uttrycka cytokiner, toxiska proteiner och himmare
av angiogenes i cancerceller (/7). Picornavirus 4r RNA-virus med mycket sma genom (7-9 kb) som
ar kapsid-skyddade (tex Poliovirus och Rhinovirus). Forskningen kring Poliovirus har varit
framgéngsrik vad géller utveckling av och strategier for exempelvis vaccin och ér ett flitigt anvént
modellsystem for att forstd RNA-virus patogenes och biologi. Den teknik som Racaniello och
Baltimore utvecklade och anvinde for att skapa den forsta infektiosa cDNA-klonen av poliovirus 1981
(12), har anpassas till flera andra picornavirus déribland Coxsackie B virus och Rhinovirus.
Coronavirus ér hdljebarande virus med det storsta nu kdnda RNA-virusgenomet (26-32 kb). Storleken
pa genomet utgdr en utmaning vid de novo syntes av coronavirus och flera strategier for syntes har
utvecklats (13, 14). Flavivirus ar sma (10-12 kb genom) hdljebiarande virus som orsakar sjukdomar
som exempelvis denguefeber och gula febern. Framsteg 1 produktionen av rekombinanta flavivirus har
varit viktigt for design av nya vaccin mot dessa sjukdomar.

2 Omvind genetik.
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8 Negativt strangade RNA-virus (grupp V)

Den minimala infektiosa partikeln for negativt stringade RNA-virus bestdr av ett
ribonukleoproteinkomplex av viralt RNA, virala nukleoproteiner och RNA-beroende RNA-
polymeraser. I motsats till positivt stringade RNA-virus (grupp IV), kan negativt stringat RNA inte
direkt initiera infektion ndr det uttrycks eller transfekteras till en mottaglig cellinje. Detta medfor att
det generellt dr svarare att rekonstruera negativt stringade RNA-virus &n positivt straingade RNA-virus
(15). Gruppen innehaller virus som orsakar allvarliga sjukdomar som exempelvis Ebola, 1918 ars
influensa (Spanska sjukan), missling och rabies. Redan 1994 rapporterades det om en metod for att
generera infektiost rabies virus (RV) utan ndgot hjélpvirus (/6). RV har ett férhallandevis litet genom
om ca 12 kbp som bestér av ett enda segment. Redan tva &r senare anvindes en liknande strategi for
att rekonstruera ett genom bestéende av tre segment (/7). Aven system for att rekonstruera influensa
A viruset (/8) och maéssling viruset (/9) etablerades tidigt genom att overfora kritiska gener till
hjélpplasmider, en strategi som for vissa negativt strangade virus helt eliminerar behovet av hjalpvirus.
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9 Mojliggorande tekniker

Med begreppet mdjliggorande teknik avses tekniker, metoder eller strategier som anvénds for
modifiering eller de novo syntes av virus. I det hér kapitlet diskuteras nagra av de viktigaste
mojliggérande tekniker som bidragit till forskningens utveckling. Syftet med avsnittet &r att ge en bild
over dessa teknikers komplexitet och att ge uppslag till fortsatt 1asning. Fokus ligger pa Baltimore-
schemats grupp I, IV och V och det forekommer ett visst dverlapp med foregéende stycken.

9.1 Syntetiska metoders historik

I borjan av 80-talet visades for forsta gangen att

cDNA frén det positivt stringade RNA-viruset,
polioviruset, kunde producera infektidsa virus i
celler direkt efter transfektion (/2). Genomet
klonades 1 tre separata segment och sedan
producerades en komplett DNA-kopia 1 en
bakteriell plasmid som sedan transfekterades in i
celler (se figur 4A). Nér polymerase chain reaction
(PCR)-tekniken utvecklades 1986 forenklades
kloningsmetodiken markant d4 man inte lédngre

Komplementiart DNA (¢cDNA) bildas nér
enzymet omvéant transkriptas anvéinds for
att producera en DNA-kopia av RNA.

En promotor ér den sekvens som reglerar
en gens uttryck (produktion).

Ligering nir ett speciellt protein anvénds
for att sammanfoga tva bitar av DNA eller

RNA. Ligering dr en mycket viktig teknik

behdvde extrahera stora médngder virus-RNA fran . 275 .
inom molekylédrbiologin.

infekterade cellkulturer utan kunde amplifiera
sekvensen med PCR (20). Tillsammans med
utvecklingen av in vitro transkriptionssystem och
bakteriofag-promotorer blev det mojligt att in vitro
syntetisera  viralt fullingds-RNA med hog
effektivitet. Ett annat exempel ar den f6rsta reverse
genetics-systemet for flavivirus som utvecklades i slutet av attiotalet (27). I detta fall var det inte
mojligt att klona hela genomet i en bakteriell plasmid och darfor fordelades genomet pa tvé separata
plasmider. Delarna kopplades sedan samman med in vitro ligering och efter amplifiering med in vitro
transkription kunde genomet transfekteras till celler (/8). Metoden kriver manga tidskridvande steg
sdsom subkloning och korrigering av fel som introducerats av DNA-polymeraset. Forbéttring av PCR-
tekniken och utveckling av reverse transcription PCR (RT-PCR, sve. omvénd transkriptions-PCR)
skapade nya mojligheter att undgé dessa problem (22—25). Metoderna for att tillverka rekombinanta
virus forbattrades ytterligare 1995 da Gritsun och Gould skapade en metod for att producera tva langa
overlappande PCR-produkter med RT-PCR, ligera produkterna och transkribera till viralt fullingds-
RNA (24). Metoden Oppnade for infektiosa fullingds-RNA-transkript dven 1 situationer nér
virusgenomet inte kan klonas i bakterier (se figur 4B).

DNA polymeras ar ett protein som &r
kritiskt vid replikationen av cellernas
DNA dar det sammanfogar nukleotiderna
till DNA.
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Figur 4. En dversikt 6ver ett koncept som anvands for att genera infektiésa virus (A). Ett exempel pa en
vidareutveckling fran A som utgar fran en kdnd genomsekvens, som involverar de novo syntes och som kringgar

de begrasningar som propagering i bakterier medfor (B).

Den kommersiella utvecklingen av pélitliga reagens och utrustning har paskyndat utvecklingen inom
molekylédrbiologi och virologi. Andra viktiga forutséttningar for att generera reverse genetics-system
ar forbattrade sekvenseringsmetoder, automatiserade sekvenseringsmaskiner, databaser for genetiska
sekvenser (t.ex. GenBank (26)), program som snabbt kan gora detaljerade jimforelser av sekvenser
(t.ex. FASTA (27) och BLAST (28)) samt bioinformatiska metoder for att tolka stora mangder data.
De stora framstegen inom genomsekvenseringsteknologi och tekniker for DNA-syntes utgor basen for
konstruktion av syntetiska genom. Eftersom de novo genomsyntes inte dr beroende av tillgdngen till
ett naturligt templat tillater teknikerna modifieringar av virusgenomets struktur och funktion pé en
nivd som tidigare inte var mojlig. For en mer fullstindig beskrivning hénvisar vi till ndgon av de

utmérkta sammanfattande artiklar som behandlar &mnet (29, 30).
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9.2 Aktuella strategier for syntes och modifiering av

virus

Det finns nu flera verktyg for att modifiera de viktigaste grupperna av RNA- och DNA-virus och dven
om strategierna varierar nagot mellan de olika grupperna s& dr den gemensamma nidmnaren
tillgdngligheten av klonat komplementéart DNA (cDNA) som kodar for det virala genomet hos viruset
man vill studera (se figur 2). Med dagens utbud av kommersiella aktorer ar det forhdllandevis enkelt
och billigt att bestélla syntetiskt cDNA. Den enklaste gruppen att modifiera eller syntetisera &r positivt
enkelstrangade RNA-virus (grupp 1V i Baltimore-schemat). Dessa virus har ett genom som vardcellens
ribosomer direkt kan translatera till virala proteiner. Det finns ett stort urval av metoder for att
modifiera DNA, ndgot som man kan dra nytta av nir virusets genom Oversatts till DNA av proteinet
omvént transkriptas (se figur 4A). Det producerade DNA:t klonas sedan in i en vektor som amplifieras
i bakterien Escherichia coli for att producera ett stort

antal kopior av DNA-klonen. Sekvensen kan sedan
manipuleras genom rekombinant DNA-teknik for att
t.ex. introducera mutationer och sedan, beroende pa
vilket typ av promotor som vektorn har, antingen
direkt transfekteras in i celler eller forst omvandlas
till viralt RNA. Efter transfektion till en cell
genereras infektidsa virus.

Metoderna ovan involverar bakterier for att
amplifiera DNA, nigot som i vissa fall é&r
problematiskt och involverar flera steg for att skapa
stabila kloner. Virusproteinerna som uttrycks kan
dven vara toxiska for bakterierna. Flera strategier
har utvecklats for att undkomma problemet med

Ribosomen ar en organell sammansatt av
bade proteiner och nukleinsyra som
producerar proteiner fran ett mRNA
templat

Omvint transkriptas ir ett protein som
omvandlar RNA till motsvarande DNA

En klon &r en samling individer med ett
identiskt genom.

En plasmids kopietal anger hur manga
kopior av en plasmid som finns i en viss
cell.

instabila fullingds-cDNA sia som anvindning av
plasmider med lagt kopietal (37, 32), cosmider (32) och olika stammar av Escherichia coli (33, 34).
Utvecklingen av BAC (eng. Bacterial Artificial Chromosome), en vektor som trots stora exogena
DNA-fragment har en hog stabilitet 1 Escherichia coli, har varit framgangsrik bade for positivt och
negativt stringade virus. Genom att anvénda en kombination av de novo syntes och BAC-teknik
producerades exempelvis en infektios klon av MERS-Coronavirus (CoV) (35).

Ett alternativ till BAC é&r att genom in vitro cDNA assembly (sve. in vitro cDNA ihopséittning)
generera ett komplett DNA genom in vitro ligering av flera DNA-fragment som spanner dver hela
virusgenomet. Metoden har anvénts vid studier av SARS-CoV och MERS-CoV (36, 37). En fordel
med metoden &r att den tillater snabbare modifiering av genomet.

Att skapa infektiosa cDNA-kloner ar tidskravande och bade amplifiering av plasmid-DNA i bakterier
och in vitro RNA transkription har en bendgenhet att introducera odnskade mutationer. For att undvika
dessa problem har bakteriefria strategier utvecklats dar man anvénder PCR-amplifiering fran cDNA
for att skapa PCR-amplikon. Amplikonerna kan med olika tekniker sammanfogas till en cirkulér
vektor med fullingds-cDNA, som sedan direkt kan transfekteras in i celler och ge upphov till
produktion av infektidsa virus (38, 39). En teknik som nyligen utvecklats for positivt stringade RNA-
virus dr ISA-metoden (eng. Infectious-Subgenomic-Amplicons) (se figur 5) (40). Med hjilp av PCR
produceras DNA-fragment (amplikon) som tdcker hela virusgenomet och som sedan spontant
associerar efter transfektion till mottagliga celler. I en vidareutveckling av metoden tillférs de
komponenter som behovs for att starta transkription av det virala RNA-genomet i cellerna, i separata
amplikon, vilket forkortar processen (4/). En av fordelarna med ISA-metoden dr att startmaterialet
kan vara redan tillgéngliga infektidsa kloner, viralt RNA eller de novo syntes frdn kénd viral RNA-
sekvens (se figur 5). Med den ISA-proceduren har man lyckats generera flera virus inom Flavivirus,
Alfavirus och Enterovirus familjerna (40, 42—44).
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Kéand sekvens av

Viralt RNA virusgenom
Design av 6verlappande fragment
de novo syntes
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l Transfektion

O 800
\OQQO

Infektidsa virus

Mottaglig cell

Figur 5. Schematisk beskrivning av Infectious-Subgenomic-Amplicons(ISA)-metoden, ett bakterifritt reverse
genetic-system for produktion av RNA-virus.

Olika typer av reverse genetics-system har sina respektive for- och nackdelar och vilket system som
ar mest 1dmpligt att anvénda styrs ofta av vilken frdga man vill besvara. For vissa frigestéllningar dr
det problematiskt att anvdnda metoder som ger en klonalitet p& det producerade viruset eftersom den
naturliga variationen i virusgenomen forloras (30, 45). De modernare bakteriefria metoderna ppnar
mojligheter att behalla det mutantspektrum som finns i det ursprungliga virusprovet (t.ex. kliniskt prov
eller isolat fran cellkultur).

Utveckling av reverse genetics-system for negativt stringade RNA-virus (grupp V i Baltimore-
schemat) har varit langsammare dn utvecklingen av metoder for positivt strédngade RNA virus. Dessa
virus krdver oftast ytterligare hjilp-konstrukt eller hjalp-virus for att introducera viralt RNA-beroende
RNA-polymeras och andra proteiner som behdvs for att initiera replikering av genomet (46). Ett
alternativt tillvigagangssatt ar att syntetisera viralt RNA och driva mRNA-produktion med hjélp av
virdens eget RNA-polymeras, t.ex. Pol I och Pol II, nagot som genomforts med ett influensavirus som
har ett genom om bestaende av 4tta segment (47). Aven utvecklingen av metoder for dubbelstringade
DNA virus (grupp I) har varit ldngsam, delvis beroende pa att deras stora genom som i vissa fall ar
segmenterat, gor dessa virus tekniskt utmanande. Utvecklingen av BAC:ar dr en milstople inom
reverse genetics-system for denna grupp av virus.
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9.3 Framtida utveckling

Trots de stora framstegen som skett inom de novo syntes av virus kvarstar utmaningar och det saknas
fortfarande metoder for att syntetisera manga viktiga grupper av virus. Det dr ocksa sannolikt att
betydelsen av virus som verktyg inom medicin och bioteknologi kommer att oOka. Ett
forskningsomrade som bidrar till denna utveckling &r onkolytiska virus, d.v.s. virus som dodar
cancerceller, vilket under de senaste 20 aren har bidragit till att ett hundratal onkolytiska virus nétt
kliniska forsok (48). Utvecklingen involverar ofta molekyldr design eller avancerade
molekylirbiologiska tekniker som exempelvis directed evolution® (49, 50). Ett koncept som bygger
pa samma forskning och som har intresse for den medicinska skyddsforskningen ar ett adenovirus som
anvinds som en vektor for att inducera en endogen produktion av ett protein som inaktiverar nervgaser
(51). Mycket forskning aterstar, men principen har potential att ge ett profylaktiskt skydd mot
nervgasforgiftning. Pa &nnu léngre sikt kan man tinka sig att virus anvinds som vektorer for andra
proteinbaserade ldkemedel eller faktorer som 6kar médnniskans forméaga.

3 Riktad evolution.
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