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Production of pigs used in xenotransplantation
Summary

There are four main trends in the use of transgenic animals. One of the
most interesting is the use of transgenic animals as the donors of tissue or or-
gans suitable for transplantation in human — xenotransplantation. This field of
research has been undergoing intensive and increasing study during the past
few years, and some encouraging progress is being made. A pig has been identi-
fied as the most suitable donor animal. The aim of the presented experiment
was to produce transgenic pigs which tissues and organs could be used for the
xenotransplantation needs. To target the goal, a competitive gene construct
coding the same substrate as the endogenous enzyme of organ donor was in-
troduced. In effect, transgenic boar was produced with confirmed integration of
human a1,2 fucosyltransferase gene. Also, F1 generation of transgenic pigs was
generated to preserve ongoing needs of preliminary research of xenotrans-
plantation project.

Key words:
xenotransplantation, transgenesis, pig, human a1,2 fucosyltransferase gene,
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1. Wstep

Mozna wyr6zni¢ cztery giéwne kierunki wykorzystania
zwierzat transgenicznych. Pierwszy, to wykorzystanie transge-
nicznych zwierzat — $win domowych, jako dawcow tkanek i na-
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Zwierzeta transgeniczne — kierunki wykorzystania

Ksenotransplantacja
Modele zwierzece

Molekularne farmy — zywe bioreaktory
Poprawa cech uzytkowych

Rys. 1. Kierunki wykorzystania usystematyzowane od najnowszego do najstarszego.

rzadow do transplantacji u cztowieka — ksenotransplantacja. Drugi, to tworzenie
i wykorzystanie transgenicznych zwierzat modelowych nasladujgcych ludzkie cho-
roby do szeroko rozumianych badan, majgcych na celu poznanie przyczyn, przebie-
gu danej jednostki chorobowej i jej konsekwencji. W efekcie ma to stuzy¢ wypraco-
waniu skutecznej i bezpiecznej terapii. Trzeci, najbardziej zaawansowany i znany,
to wykorzystanie transgenicznych zwierzat, nazwanych bioreaktorami lub moleku-
larnymi farmami, do produkgji r6znego rodzaju biatek Iub biopolimeréw, istotnych
w medycynie. Czwarty z kierunkéw dotyczy badan nad poprawg cech uzytkowych
zwierzat hodowlanych.

Transgeniczne zwierzeta, ktéorym zmodyfikowano system immunologiczny w nie-
dalekiej przysztosci stang sie ,,zywymi bankami tkanek i narzadéw” wykorzystywa-
nych do przeszczepow u ludzi. Ksenotransplantacja, (ang. xenotransplantation) to za-
bieg przeszczepiania tkanek lub organéw miedzy osobnikami pochodzacymi z r6z-
nych gatunkéw. W odniesieniu do czlowieka, termin ten oznacza przeszczepienie
tkanki lub narzadu od dawcy, ktérym jest zwierze (1).

W samych Stanach Zjednoczonych Ameryki co roku liczba pacjentéw oczeku-
jacych na przeszczep nerek, watroby lub serca, siega dziesigtkow tysiecy, lecz tylko
niewielki ich odsetek, mozna poddac operacji ratujacej zycie, gdyz liczba dostep-
nych organéw jest znikoma. Pochodzg one giéwnie od oso6b, ktére zginety w wypad-
kach komunikacyjnych i ktorych rodziny, badZ one same wczesniej wyrazily na to
zgode (1). Ponadto, nie wszystkie te narzady nadaja sie do przeszczepu, badz ze
wzgledu na niezgodno$¢ immunologiczng dawcy i biorcy oczekujacego w kolejce na
zabieg; badz dlatego ze pobranie organu wykonano zbyt pézno po zdarzeniu — po-
branie i przeszczep musi by¢ wykonane w jak najkrotszym czasie; badz tez inne
btedy w sposobie pobrania lub transporcie narzadu, ktéry uzyskiwany jest w sytu-
acji silnie stresowej (1). Podobny problem dotyczy naszego kraju i innych panstw
europejskich. W tej sytuacji, stworzenie linii zwierzat, ktére bylyby potencjalnymi
dawcami organéw dla ludzi wymagajacych zastapienia ich wtasnych zle funkcjo-
nujacych, byloby milowym krokiem w rozwigzaniu tego problemu.

Z przeprowadzonych do tej pory badan klinicznych wynika, ze $winia domowa,
a nie jak wczes$niej sadzono najblizej z cztowiekiem spokrewnione matpy naczelne,
najlepiej spelnia kryteria przydatnosci organéow do ksenotransplantacji. Wielko$¢
narzadéw, ich wydolnos¢ fizjologiczna jest niemal identyczna z ludzkimi. Za wybo-
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rem $wini jako potencjalnego dawcy organéw do ksenotransplantacji przemawiaja
réwniez nastepujace fakty: Swinia jest gatunkiem o wysokiej plennosci i ptodnosci,
tanim i fatwym w utrzymaniu, rosnie szybko, a jej organy w stosunkowo krotkim
czasie o0siggaja pelna wielkos¢ i wydolnos¢ fizjologiczna, stosowna do potrzeb kse-
notransplantacji. Ponadto, $winia jest gatunkiem u ktérego, dosy¢ fatwo mozna
przeprowadzi¢ modyfikacje genowe i jako gatunek jest praktycznie wolna od cho-
rob, ktére mogtyby by¢ przeniesione wraz z przeszczepianym organem na cziowie-
ka. Jedyne, dosy¢ powazne zagrozenie stanowig endogenne $winskie retrowirusy
(PERV, ang. porcine endogenous retroviruses) (1).

Modyfikacji genomu $wini w celu wykorzystania jej narzagdéw do ksenotrans-
plantacji u cztowieka poswieca sie wiele uwagi ze wzgledu na opisane problemy.
Uzycie organéw zwierzecych dla potrzeb cziowieka, czyli ksenotransplantacja, mo-
ze sie zatem przyczyni¢ w zasadniczym stopniu do rozwigzania powaznego proble-
mu spolecznego.

Jednym ze sposobow unikniecia nadostrego odrzucenia przeszczepéw ksenoge-
nicznych jest modyfikacja antygenow powierzchniowych komoérki dawcy (1,2).

Celem badan byto uzyskanie transgenicznych swin z genem ludzkiej fukozylo-
transferazy przy zastosowaniu standardowej techniki mikroiniekcji DNA do zaptod-
nionych komoérek jajowych swini. W tym celu przygotowano konstrukcje genowa
o charakterze konkurencyjnym, ktérej zadaniem jest wprowadzenie do komorek
swini genow kodujacych enzymy swoiste dla tego samego substratu, co endogenny
enzym dawcy (3,4). Przygotowana konstrukcja genowa, zawierajgca gen a1,2-fuko-
zylotransferazy cztowieka, konkuruje z a1,3-galaktozylotransferaza o ten sam sub-
strat N-acetylolaktozoamine. Wprowadzenie do genomu $wini genu ludzkiej fuko-
zylotransferazy ma spowodowa¢ maskowanie epitopu poprzez zmniejszenie powi-
nowactwa przeciwcial anty-Gal. Zmniejszenie powinowactwa przeciwciatl anty-Gal
w uktadzie $winia-cztowiek moze obnizy¢ immunologiczng bariere miedzygatun-
kowa i zminimalizowa¢ ryzyko odrzucenia przeszczepu (3-5). Nastepnym celem ba-
dawczym byto uzyskanie pokolenia F1 transgenicznych §win o potwierdzonej eks-
presji genu wprowadzonego metoda mikroiniekgji, ktérych organy beda wykorzy-
stane we wstepnych badaniach nad ksenotransplantacja.

2. Material i metody

Do zabiegéw mikroiniekcji DNA zastosowano konstrukcje genowg CMV-Fut Il
z genem o 1,2-fukozylotransferazy sklonowanym w plazmidzie pGT-N29, przygoto-
wang przez Zesp6t R. Stomskiego z Katedry Biochemii i Biotechnologii Akademii
Rolniczej w Poznaniu.

Zygoty do zabiegu mikroiniekcji byty uzyskiwane od superowulowanych $win
dawczyn ras Landrace, Duroc, Hampshire i PBZ 990, przygotowanych wedtug naste-
pujgcego schematu:
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Dzien Godzina Traktowanie
1 800 Serogonadotropin, 1500 j.m./szt., domie$niowo
3 800 Biogonadyl, 1000 j.m./szt., domige$niowo
4 800 j 2000 badanie objawow rui, selekcja dawczyn, Al
5 1000 uzyskiwanie zarodkéw

Po uzyskaniu zygoty oceniano morfologicznie, wybierajgc do zabiegu mikro-
iniekgji tylko zygoty z cytoplazmg morfologicznie prawidtowg, posiadajace dwa wy-
raznie uformowane ciatka kierunkowe. Przed wprowadzeniem DNA, w celu uwidocz-
nienia przedjadrzy, zygoty byly poddane wirowaniu (19 000 g, przez 5 minut) (6-8).

Zabieg mikroiniekcji przeprowadzano pod mikroskopem odwréconym, wyposa-
zonym w system kontrastowej modulacji swiatta Hoffmana, z uzyciem mikromani-
pulatoréw. DNA wprowadzano do jednego z przedjadrzy. Po zabiegu mikroiniekgcji
DNA zygoty byly ponownie oceniane morfologicznie. Transformowane zygoty prze-
noszono chirurgicznie do jednego z jajowodéw zsynchronizowanych biorczyn be-
dacych w petnej narkozie operacyjnej. Do jajowodu wprowadzano co najmniej
20 transformowanych zygot. Biorczynie zarodkéw synchronizowano z cyklem rujo-
wym dawczyn wediug schematu:

Dzien Godzina Traktowanie
1 800 Serogonadotropin, 750 j.m./szt., domie$niowo
3 800 Biogonadyl, 500 j.m./szt., domie$niowo
4 800 j 2000 sprawdzanie objawow rujowych, selekcja biorczyn
5 ok. 1200 transplantacje zarodkow

U samic biorczyn po zabiegu transplantacji wykrywano cigze okoto 50. dnia od
wykonania zabiegu. Integracje wprowadzonego genu badano w DNA wyizolowanym
z tkanki usznej lub krwi uzyskanym od potencjalnie transgenicznych osobnikéw za
pomocg techniki PCR i FISH. Badania wykonat zespol, ktéry przygotowat konstruk-
cje genowa.

W celu wyprodukowania pokolenia F1 transgenicznych osobnikéw, wyselekcjo-
nowane loszki inseminowano nasieniem transgenicznego knura TG 1154. Zabiego-
wi inseminacji poddano 30 wyselekcjonowanych loszek.

3. Wyniki

Zabiegowi mikroiniekcji genem CMV-Fut Il poddano 1870 zaptodnionych komé-
rek jajowych $wini uzyskanych od 135 dawczyn (14 zygot/szt.). Zygoty przeszcze-
piono do jajowodéw 57 zsynchronizowanych biorczyn (Srednio 32 zygoty/szt.). Od
26 loch (46%) uzyskano 117 prosigt. Na podstawie analizy molekularnej genomowe-
go DNA potencjalnie transgenicznych osobnikéw wykazano obecnosé wprowadzo-
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- Transgen na chromosomie 14q28 — knur 1154. FISH wykonany przez E. Michalak i R. Stomskiego,
Katedra Biochemii i Biotechnologii AR Poznan

Fot. 1. Transgeniczny knur TG-1154; fot. 2. Analiza FISH genomu knura TG-1154.

nego genu u jednego knura — TG 1154 (fot. 1). Badania integracji wprowadzonego
genu zostaly potwierdzone przez wykonanie analizy metodg FISH, gdzie lokalizacje
transgenu stwierdzono na chromosomie 14q28 u knura TG 1154 (fot. 2).

Tabela
Efektywno$¢ transgenezy — gen CMV-FUT II
Liczba
Gen Liczba Liczba | uzyskanych | Liczba | Liczba TPT |  Liczba Liczba 6
dawezyn owulacji | komorek | piorezyn zygot prosnych prosiat
jajowych
FUT 11 135 3752 2776 57 1870 26 117 1

Fot. 3 i 4. Transgeniczne Swinie pokolenia F1.
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W rezultacie prac nad uzyskaniem pokolenia F1 transgenicznych $win uzyskano
200 potencjalnie transgenicznych prosiat. Na podstawie analizy molekularnej wyka-
zano, ze 87 (43,5%) sztuk prosigt ma wbudowany gen ludzkiej fukozylotransferazy.

4. Dyskusja

Transgeneza zwierzat gospodarskich, ze wzgledu na potencjat jakim dysponuje,
jest ciagle jednym z kierunkéw wspotczesnej biotechnologii, ktéry cieszy sie nie
stabngcym zainteresowaniem. Podstawowym i ciggle nie rozwigzanym problemem
jest jej efektywno$¢, nadal niewspo6tmiernie niska w odniesieniu do poniesionych
nakfadéw finansowych i pracy (8,9). Poprawie efektywnosci procesu transgenezy po-
Swiecono wiele opracowan, w ktorych opisuje sie nowe podejscia badawcze czy
techniki majgce poprawi¢ wydajnos¢ procesu. Na efektywnosc¢ procesu transgenezy
sktada sie wiele czynnikow. Wiekszo$¢ z nich jest dobrze poznana, co pozwala na
standaryzacje okreslonych procedur. Najmniej wiemy o podstawowym dla tego pro-
cesu zachowaniu sie transgenu po wprowadzeniu do zaptodnionej komorki jajowej
lub oocytu. Ma to szczegdblne znaczenie, wtedy gdy do uzyskania transgenicznych
osobnikow stosuje sie technike mikroiniekcji DNA. Mikroiniekcja DNA jest naj-
starszg, najczesciej stosowang z przyczyn metodycznych i, jak do tej pory, najbar-
dziej efektywna w przypadku zwierzat gospodarskich technika produkowania gene-
tycznie zmodyfikowanych osobnikéw. Najtrudniejszy do rozwigzania problem, jak
wskazano, dotyczy zachowania sie transgenu po wprowadzeniu do zygoty, a mo-
wiac $cislej, tyczy mozliwosci sterowania tym procesem w celu utatwienia jego inte-
gracji. Ideatem bytaby mozliwo$¢ precyzyjnego ukierunkowania okreslonego trans-
genu w okreslone miejsce na chromosomie i jego trwale wbudowanie. Jesli zastosu-
jemy rekombinacje homologiczng mozliwosci takie istnieja. Podstawowe ogranicze-
nie to brak odpowiednich technik w przypadku zwierzat gospodarskich. Jedynym
gatunkiem u ktorego z powodzeniem mozna stosowac te technike jest mysz. Klono-
wanie potgczone z wykorzystaniem transformowanych — transgenicznych komérek
czy jader komoérkowych w celu wyprodukowania transgenicznych osobnikow jest
nadal technika mniej wydajng niz standardowa mikroiniekcja (10). Prébg rozwigza-
nia tego najbardziej istotnego problemu w przypadku mikroiniekcji DNA jest stoso-
wanie coraz bardziej wyrafinowanych konstrukgcji genetycznych, zawierajacych ele-
menty utatwiajace wbudowanie transgenu (np. MAR, ang. matrix attachment region)
czy stosowanie wydajniejszych promotoréw.

Najwieksze wyzwanie w przypadku transgenezy stanowi fakt, ze kazda planowa-
na modyfikacja genetyczna musi by¢ rozpatrywana indywidualnie. DIa jej potrzeb
musi zosta¢ skonstruowany odpowiedni wektor, ktory bedzie powodowat okreslo-
ne modyfikacje genotypu. Najtrudniejsze do przewidzenia sg skutki zastosowania
w konstrukcji genowej promotora, ktory powoduje ekspresje okreslonego transge-
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nu we wszystkich tkankach modyfikowanego organizmu, tzw. promotora ogolno-
ustrojowego. W prezentowanych badaniach, ze wzgledu na ich cel — wykorzysta-
nie organéw transgenicznych swin do ksenotransplantacji u ludzi — zaistniata ko-
nieczno$¢ zastosowania wtasnie takiego promotora.

Celem badan byto uzyskanie transgenicznych swin z genem ludzkiej fukozylo-
transferazy. Przygotowano zatem konstrukcje genowa o charakterze konkurencyj-
nym, ktérej zadaniem jest wprowadzenie do komorek swini genéw kodujacych en-
zymy swoiste dla tego samego substratu, co endogenny enzym dawcy. Konstrukcja
genowa konkurencyjna ma wprowadzi¢ do komérek dawcy dodatkowe kopie ge-
now kodujgcych enzymy swoiste dla tego samego substratu, co enzym endogenny
dawcy. Przygotowana konstrukcja genowa, zawierajaca gen o 1,2-fukozylotransfera-
zy cztowieka, konkuruje z o.1,3-galaktozylotransferazg o ten sam substrat N-acetylo-
laktozoamine. Wprowadzenie do genomu $wini genu ludzkiej fukozylotransferazy
ma spowodowac¢ maskowanie epitopu poprzez zmniejszenie powinowactwa prze-
ciwcial anty-Gal. Zmniejszenie powinowactwa przeciwcial anty-Gal w ukladzie $wi-
nia-cztowiek moze obnizy¢ immunologiczna bariere miedzygatunkowaq i zminimali-
zowac ryzyko odrzucenia przeszczepu.

Uzyskana w prezentowanych badaniach efektywno$c¢ transgenezy liczona w od-
niesieniu do poddanych mikroiniekcji zygot wyniosta zaledwie 0,05%. Liczona w od-
niesieniu do uzyskanych osobnikéw 0,9%. Jest to znacznie ponizej teoretycznie
zakladanej efektywnosci transgenezy u $win, ktorg okresla sie w granicach 2% w od-
niesieniu do transformowanych zygot (8,9). Przyczyna tak niskiej efektywnos$ci mo-
ze by¢ fakt zastosowania silnego promotora ogélnoustrojowego, ktorego ekspresja
mogta powodowac obumieranie zarodkéw we wczesnych stadiach rozwojowych, na
co wskazywataby liczba uzyskanych prosiat. Z ogolnej liczby 1870 przeszczepionych
zygot uzyskano 117 prosiat — 6,3%.

Nalezy jednak podkresli¢ to, ze nabyta przez transgenicznego knurka cecha,
wprowadzona w wyniku przeprowadzonych prac, wbudowata sie trwale w jego ge-
nom. Swiadczy o tym niezbicie analiza przeprowadzona metoda FISH oraz fakt
przekazywania nowo nabytej przez niego cechy na potomstwo. 43,5% osobnikéw
pokolenia F1 uzyskanych w rezultacie inseminacji nasieniem knura TG 1154 posiada
odziedziczona po ojcu ceche. Transgenicznego osobnika TG 1154 uzyskano w sto-
sunkowo krétkim czasie, bo zaledwie w rok od rozpoczecia prac. Niska efektywnos¢
transgenezy w odniesieniu do mozliwosci jakie stwarza, catkowicie rekompensuje
poniesione nakfady. Rekompensata jest tym bardziej satysfakcjonujaca, gdyz bada-
nia opublikowane we wrzesniu 2004 r. rozwiewajg obawy dotyczgce endogennych
retrowirusoOw $wini jako potencjalnego zrédta zakazen po przeszczepie transge-
nicznych organow (11-13).

Praca zrealizowana w ramach projektu badawczego ,,Wykorzystanie transgenezy w genetycznej mo-
dyfikacji $win dla pozyskiwania organéw do transplantacji — PBZ/KBN/048/P05/2001”, finansowanego
przez KBN.
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