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Production of pigs used in xenotransplantation

S u m m a r y

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 �1,2 fucosyltransferase gene. Also, F1 generation of transgenic pigs was
generated to preserve ongoing needs of preliminary research of xenotrans-
plantation project.
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1. Wstêp

Mo¿na wyró¿niæ cztery g³ówne kierunki wykorzystania
zwierz¹t transgenicznych. Pierwszy, to wykorzystanie transge-
nicznych zwierz¹t – œwiñ domowych, jako dawców tkanek i na-
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rz¹dów do transplantacji u cz³owieka – ksenotransplantacja. Drugi, to tworzenie
i wykorzystanie transgenicznych zwierz¹t modelowych naœladuj¹cych ludzkie cho-
roby do szeroko rozumianych badañ, maj¹cych na celu poznanie przyczyn, przebie-
gu danej jednostki chorobowej i jej konsekwencji. W efekcie ma to s³u¿yæ wypraco-
waniu skutecznej i bezpiecznej terapii. Trzeci, najbardziej zaawansowany i znany,
to wykorzystanie transgenicznych zwierz¹t, nazwanych bioreaktorami lub moleku-
larnymi farmami, do produkcji ró¿nego rodzaju bia³ek lub biopolimerów, istotnych
w medycynie. Czwarty z kierunków dotyczy badañ nad popraw¹ cech u¿ytkowych
zwierz¹t hodowlanych.

Transgeniczne zwierzêta, którym zmodyfikowano system immunologiczny w nie-
dalekiej przysz³oœci stan¹ siê „¿ywymi bankami tkanek i narz¹dów” wykorzystywa-
nych do przeszczepów u ludzi. Ksenotransplantacja, (ang. xenotransplantation) to za-
bieg przeszczepiania tkanek lub organów miêdzy osobnikami pochodz¹cymi z ró¿-
nych gatunków. W odniesieniu do cz³owieka, termin ten oznacza przeszczepienie
tkanki lub narz¹du od dawcy, którym jest zwierzê (1).

W samych Stanach Zjednoczonych Ameryki co roku liczba pacjentów oczeku-
j¹cych na przeszczep nerek, w¹troby lub serca, siêga dziesi¹tków tysiêcy, lecz tylko
niewielki ich odsetek, mo¿na poddaæ operacji ratuj¹cej ¿ycie, gdy¿ liczba dostêp-
nych organów jest znikoma. Pochodz¹ one g³ównie od osób, które zginê³y w wypad-
kach komunikacyjnych i których rodziny, b¹dŸ one same wczeœniej wyrazi³y na to
zgodê (1). Ponadto, nie wszystkie te narz¹dy nadaj¹ siê do przeszczepu, b¹dŸ ze
wzglêdu na niezgodnoœæ immunologiczn¹ dawcy i biorcy oczekuj¹cego w kolejce na
zabieg; b¹dŸ dlatego ¿e pobranie organu wykonano zbyt póŸno po zdarzeniu – po-
branie i przeszczep musi byæ wykonane w jak najkrótszym czasie; b¹dŸ te¿ inne
b³êdy w sposobie pobrania lub transporcie narz¹du, który uzyskiwany jest w sytu-
acji silnie stresowej (1). Podobny problem dotyczy naszego kraju i innych pañstw
europejskich. W tej sytuacji, stworzenie linii zwierz¹t, które by³yby potencjalnymi
dawcami organów dla ludzi wymagaj¹cych zast¹pienia ich w³asnych Ÿle funkcjo-
nuj¹cych, by³oby milowym krokiem w rozwi¹zaniu tego problemu.

Z przeprowadzonych do tej pory badañ klinicznych wynika, ¿e œwinia domowa,
a nie jak wczeœniej s¹dzono najbli¿ej z cz³owiekiem spokrewnione ma³py naczelne,
najlepiej spe³nia kryteria przydatnoœci organów do ksenotransplantacji. Wielkoœæ
narz¹dów, ich wydolnoœæ fizjologiczna jest niemal identyczna z ludzkimi. Za wybo-
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Rys. 1. Kierunki wykorzystania usystematyzowane od najnowszego do najstarszego.



rem œwini jako potencjalnego dawcy organów do ksenotransplantacji przemawiaj¹
równie¿ nastêpuj¹ce fakty: œwinia jest gatunkiem o wysokiej plennoœci i p³odnoœci,
tanim i ³atwym w utrzymaniu, roœnie szybko, a jej organy w stosunkowo krótkim
czasie osi¹gaj¹ pe³n¹ wielkoœæ i wydolnoœæ fizjologiczn¹, stosown¹ do potrzeb kse-
notransplantacji. Ponadto, œwinia jest gatunkiem u którego, dosyæ ³atwo mo¿na
przeprowadziæ modyfikacje genowe i jako gatunek jest praktycznie wolna od cho-
rób, które mog³yby byæ przeniesione wraz z przeszczepianym organem na cz³owie-
ka. Jedyne, dosyæ powa¿ne zagro¿enie stanowi¹ endogenne œwiñskie retrowirusy
(PERV, ang. porcine endogenous retroviruses) (1).

Modyfikacji genomu œwini w celu wykorzystania jej narz¹dów do ksenotrans-
plantacji u cz³owieka poœwiêca siê wiele uwagi ze wzglêdu na opisane problemy.
U¿ycie organów zwierzêcych dla potrzeb cz³owieka, czyli ksenotransplantacja, mo-
¿e siê zatem przyczyniæ w zasadniczym stopniu do rozwi¹zania powa¿nego proble-
mu spo³ecznego.

Jednym ze sposobów unikniêcia nadostrego odrzucenia przeszczepów ksenoge-
nicznych jest modyfikacja antygenów powierzchniowych komórki dawcy (1,2).

Celem badañ by³o uzyskanie transgenicznych œwiñ z genem ludzkiej fukozylo-
transferazy przy zastosowaniu standardowej techniki mikroiniekcji DNA do zap³od-
nionych komórek jajowych œwini. W tym celu przygotowano konstrukcjê genow¹
o charakterze konkurencyjnym, której zadaniem jest wprowadzenie do komórek
œwini genów koduj¹cych enzymy swoiste dla tego samego substratu, co endogenny
enzym dawcy (3,4). Przygotowana konstrukcja genowa, zawieraj¹ca gen �1,2-fuko-
zylotransferazy cz³owieka, konkuruje z �1,3-galaktozylotransferaz¹ o ten sam sub-
strat N-acetylolaktozoaminê. Wprowadzenie do genomu œwini genu ludzkiej fuko-
zylotransferazy ma spowodowaæ maskowanie epitopu poprzez zmniejszenie powi-
nowactwa przeciwcia³ anty-Gal. Zmniejszenie powinowactwa przeciwcia³ anty-Gal
w uk³adzie œwinia-cz³owiek mo¿e obni¿yæ immunologiczn¹ barierê miêdzygatun-
kow¹ i zminimalizowaæ ryzyko odrzucenia przeszczepu (3-5). Nastêpnym celem ba-
dawczym by³o uzyskanie pokolenia F1 transgenicznych œwiñ o potwierdzonej eks-
presji genu wprowadzonego metod¹ mikroiniekcji, których organy bêd¹ wykorzy-
stane we wstêpnych badaniach nad ksenotransplantacj¹.

2. Materia³ i metody

Do zabiegów mikroiniekcji DNA zastosowano konstrukcjê genow¹ CMV-Fut II
z genem �1,2-fukozylotransferazy sklonowanym w plazmidzie pGT-N29, przygoto-
wan¹ przez Zespó³ R. S³omskiego z Katedry Biochemii i Biotechnologii Akademii
Rolniczej w Poznaniu.

Zygoty do zabiegu mikroiniekcji by³y uzyskiwane od superowulowanych œwiñ
dawczyñ ras Landrace, Duroc, Hampshire i PBZ 990, przygotowanych wed³ug nastê-
puj¹cego schematu:
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Dzieñ Godzina Traktowanie
1 800 Serogonadotropin, 1500 j.m./szt., domiêœniowo
3 800 Biogonadyl, 1000 j.m./szt., domiêœniowo
4 800 i 2000 badanie objawów rui, selekcja dawczyñ, AI
5 1000 uzyskiwanie zarodków

Po uzyskaniu zygoty oceniano morfologicznie, wybieraj¹c do zabiegu mikro-
iniekcji tylko zygoty z cytoplazm¹ morfologicznie prawid³ow¹, posiadaj¹ce dwa wy-
raŸnie uformowane cia³ka kierunkowe. Przed wprowadzeniem DNA, w celu uwidocz-
nienia przedj¹drzy, zygoty by³y poddane wirowaniu (19 000 g, przez 5 minut) (6-8).

Zabieg mikroiniekcji przeprowadzano pod mikroskopem odwróconym, wyposa-
¿onym w system kontrastowej modulacji œwiat³a Hoffmana, z u¿yciem mikromani-
pulatorów. DNA wprowadzano do jednego z przedj¹drzy. Po zabiegu mikroiniekcji
DNA zygoty by³y ponownie oceniane morfologicznie. Transformowane zygoty prze-
noszono chirurgicznie do jednego z jajowodów zsynchronizowanych biorczyñ bê-
d¹cych w pe³nej narkozie operacyjnej. Do jajowodu wprowadzano co najmniej
20 transformowanych zygot. Biorczynie zarodków synchronizowano z cyklem rujo-
wym dawczyñ wed³ug schematu:

Dzieñ Godzina Traktowanie
1 800 Serogonadotropin, 750 j.m./szt., domiêœniowo
3 800 Biogonadyl, 500 j.m./szt., domiêœniowo
4 800 i 2000 sprawdzanie objawów rujowych, selekcja biorczyñ
5 ok. 1200 transplantacje zarodków

U samic biorczyñ po zabiegu transplantacji wykrywano ci¹¿ê oko³o 50. dnia od
wykonania zabiegu. Integracjê wprowadzonego genu badano w DNA wyizolowanym
z tkanki usznej lub krwi uzyskanym od potencjalnie transgenicznych osobników za
pomoc¹ techniki PCR i FISH. Badania wykona³ zespó³, który przygotowa³ konstruk-
cjê genow¹.

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

3. Wyniki

Zabiegowi mikroiniekcji genem CMV-Fut II poddano 1870 zap³odnionych komó-
rek jajowych œwini uzyskanych od 135 dawczyñ (14 zygot/szt.). Zygoty przeszcze-
piono do jajowodów 57 zsynchronizowanych biorczyñ (œrednio 32 zygoty/szt.). Od
26 loch (46%) uzyskano 117 prosi¹t. Na podstawie analizy molekularnej genomowe-
go DNA potencjalnie transgenicznych osobników wykazano obecnoœæ wprowadzo-
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nego genu u jednego knura – TG 1154 (fot. 1). Badania integracji wprowadzonego
genu zosta³y potwierdzone przez wykonanie analizy metod¹ FISH, gdzie lokalizacjê
transgenu stwierdzono na chromosomie 14q28 u knura TG 1154 (fot. 2).

T a b e l a

Efektywnoœæ transgenezy – gen CMV-FUT II

Gen
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zygot

Liczba
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FUT II 135 3752 2776 57 1870 26 117 1
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Fot. 1. Transgeniczny knur TG-1154; fot. 2. Analiza FISH genomu knura TG-1154.

Fot. 3 i 4. Transgeniczne œwinie pokolenia F1.



W rezultacie prac nad uzyskaniem pokolenia F1 transgenicznych œwiñ uzyskano
200 potencjalnie transgenicznych prosi¹t. Na podstawie analizy molekularnej wyka-
zano, ¿e 87 (43,5%) sztuk prosi¹t ma wbudowany gen ludzkiej fukozylotransferazy.

4. Dyskusja

Transgeneza zwierz¹t gospodarskich, ze wzglêdu na potencja³ jakim dysponuje,
jest ci¹gle jednym z kierunków wspó³czesnej biotechnologii, który cieszy siê nie
s³abn¹cym zainteresowaniem. Podstawowym i ci¹gle nie rozwi¹zanym problemem
jest jej efektywnoœæ, nadal niewspó³miernie niska w odniesieniu do poniesionych
nak³adów finansowych i pracy (8,9). Poprawie efektywnoœci procesu transgenezy po-
œwiêcono wiele opracowañ, w których opisuje siê nowe podejœcia badawcze czy
techniki maj¹ce poprawiæ wydajnoœæ procesu. Na efektywnoœæ procesu transgenezy
sk³ada siê wiele czynników. Wiêkszoœæ z nich jest dobrze poznana, co pozwala na
standaryzacjê okreœlonych procedur. Najmniej wiemy o podstawowym dla tego pro-
cesu zachowaniu siê transgenu po wprowadzeniu do zap³odnionej komórki jajowej
lub oocytu. Ma to szczególne znaczenie, wtedy gdy do uzyskania transgenicznych
osobników stosuje siê technikê mikroiniekcji DNA. Mikroiniekcja DNA jest naj-
starsz¹, najczêœciej stosowan¹ z przyczyn metodycznych i, jak do tej pory, najbar-
dziej efektywn¹ w przypadku zwierz¹t gospodarskich technik¹ produkowania gene-
tycznie zmodyfikowanych osobników. Najtrudniejszy do rozwi¹zania problem, jak
wskazano, dotyczy zachowania siê transgenu po wprowadzeniu do zygoty, a mó-
wi¹c œciœlej, tyczy mo¿liwoœci sterowania tym procesem w celu u³atwienia jego inte-
gracji. Idea³em by³aby mo¿liwoœæ precyzyjnego ukierunkowania okreœlonego trans-
genu w okreœlone miejsce na chromosomie i jego trwa³e wbudowanie. Jeœli zastosu-
jemy rekombinacjê homologiczn¹ mo¿liwoœci takie istniej¹. Podstawowe ogranicze-
nie to brak odpowiednich technik w przypadku zwierz¹t gospodarskich. Jedynym
gatunkiem u którego z powodzeniem mo¿na stosowaæ tê technikê jest mysz. Klono-
wanie po³¹czone z wykorzystaniem transformowanych – transgenicznych komórek
czy j¹der komórkowych w celu wyprodukowania transgenicznych osobników jest
nadal technik¹ mniej wydajn¹ ni¿ standardowa mikroiniekcja (10). Prób¹ rozwi¹za-
nia tego najbardziej istotnego problemu w przypadku mikroiniekcji DNA jest stoso-
wanie coraz bardziej wyrafinowanych konstrukcji genetycznych, zawieraj¹cych ele-
menty u³atwiaj¹ce wbudowanie transgenu (np. MAR, ang. matrix attachment region)
czy stosowanie wydajniejszych promotorów.

Najwiêksze wyzwanie w przypadku transgenezy stanowi fakt, ¿e ka¿da planowa-
na modyfikacja genetyczna musi byæ rozpatrywana indywidualnie. Dla jej potrzeb
musi zostaæ skonstruowany odpowiedni wektor, który bêdzie powodowa³ okreœlo-
ne modyfikacje genotypu. Najtrudniejsze do przewidzenia s¹ skutki zastosowania
w konstrukcji genowej promotora, który powoduje ekspresjê okreœlonego transge-
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nu we wszystkich tkankach modyfikowanego organizmu, tzw. promotora ogólno-
ustrojowego. W prezentowanych badaniach, ze wzglêdu na ich cel – wykorzysta-
nie organów transgenicznych œwiñ do ksenotransplantacji u ludzi – zaistnia³a ko-
niecznoœæ zastosowania w³aœnie takiego promotora.

Celem badañ by³o uzyskanie transgenicznych œwiñ z genem ludzkiej fukozylo-
transferazy. Przygotowano zatem konstrukcjê genow¹ o charakterze konkurencyj-
nym, której zadaniem jest wprowadzenie do komórek œwini genów koduj¹cych en-
zymy swoiste dla tego samego substratu, co endogenny enzym dawcy. Konstrukcja
genowa konkurencyjna ma wprowadziæ do komórek dawcy dodatkowe kopie ge-
nów koduj¹cych enzymy swoiste dla tego samego substratu, co enzym endogenny
dawcy. Przygotowana konstrukcja genowa, zawieraj¹ca gen �1,2-fukozylotransfera-
zy cz³owieka, konkuruje z �1,3-galaktozylotransferaz¹ o ten sam substrat N-acetylo-
laktozoaminê. Wprowadzenie do genomu œwini genu ludzkiej fukozylotransferazy
ma spowodowaæ maskowanie epitopu poprzez zmniejszenie powinowactwa prze-
ciwcia³ anty-Gal. Zmniejszenie powinowactwa przeciwcia³ anty-Gal w uk³adzie œwi-
nia-cz³owiek mo¿e obni¿yæ immunologiczn¹ barierê miêdzygatunkow¹ i zminimali-
zowaæ ryzyko odrzucenia przeszczepu.

Uzyskana w prezentowanych badaniach efektywnoœæ transgenezy liczona w od-
niesieniu do poddanych mikroiniekcji zygot wynios³a zaledwie 0,05%. Liczona w od-
niesieniu do uzyskanych osobników 0,9%. Jest to znacznie poni¿ej teoretycznie
zak³adanej efektywnoœci transgenezy u œwiñ, któr¹ okreœla siê w granicach 2% w od-
niesieniu do transformowanych zygot (8,9). Przyczyn¹ tak niskiej efektywnoœci mo-
¿e byæ fakt zastosowania silnego promotora ogólnoustrojowego, którego ekspresja
mog³a powodowaæ obumieranie zarodków we wczesnych stadiach rozwojowych, na
co wskazywa³aby liczba uzyskanych prosi¹t. Z ogólnej liczby 1870 przeszczepionych
zygot uzyskano 117 prosi¹t – 6,3%.

Nale¿y jednak podkreœliæ to, ¿e nabyta przez transgenicznego knurka cecha,
wprowadzona w wyniku przeprowadzonych prac, wbudowa³a siê trwale w jego ge-
nom. Œwiadczy o tym niezbicie analiza przeprowadzona metod¹ FISH oraz fakt
przekazywania nowo nabytej przez niego cechy na potomstwo. 43,5% osobników
pokolenia F1 uzyskanych w rezultacie inseminacji nasieniem knura TG 1154 posiada
odziedziczon¹ po ojcu cechê. Transgenicznego osobnika TG 1154 uzyskano w sto-
sunkowo krótkim czasie, bo zaledwie w rok od rozpoczêcia prac. Niska efektywnoœæ
transgenezy w odniesieniu do mo¿liwoœci jakie stwarza, ca³kowicie rekompensuje
poniesione nak³ady. Rekompensata jest tym bardziej satysfakcjonuj¹ca, gdy¿ bada-
nia opublikowane we wrzeœniu 2004 r. rozwiewaj¹ obawy dotycz¹ce endogennych
retrowirusów œwini jako potencjalnego Ÿród³a zaka¿eñ po przeszczepie transge-
nicznych organów (11-13).

Praca zrealizowana w ramach projektu badawczego „Wykorzystanie transgenezy w genetycznej mo-
dyfikacji œwiñ dla pozyskiwania organów do transplantacji – PBZ/KBN/048/PO5/2001”, finansowanego
przez KBN.
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