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Viral infections in xenotransplantation and their detection strategies

S u m m a r y

Utilizing animals as organ donors for humans may cause transmission of
foreign species pathogens to the recipient. To minimize the risk of transmission
of infectious diseases from animals to humans, the strategy of appropriate ani-
mal selection is being assessed. The aim of the selection of specific patho-
gen-free pigs was the differentiation of active viruses from latent ones in both
the recipients and donors in search of the host gene expression profiles which
would differentiate the beginning of transplant rejection from an active infec-
tion. Additionally, the researchers searched for gene profile expressions indicat-
ing the type of infection which would considerably reduce the time of detec-
tion, and the cause of disease in the recipient which would offer a better chance
of a positive result of the surgery.
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1. Wprowadzenie

Ksenotransplantacje s¹ to przeszczepy ¿ywych narz¹dów, tka-
nek, komórek z jednego gatunku na drugi. Bardziej szczegó³ow¹
definicjê podaje PHS (ang. United States Public Health Service) oraz
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FDA (ang. United States Food and Drug Administration) okreœlaj¹c ksenotransplan-
tacjê jako ka¿d¹ procedurê obejmuj¹c¹ transplantacjê, implantacjê, czy infuzjê cz³o-
wiekowi, jako biorcy, zarówno ¿ywych komórek, tkanek, czy organów pochodz¹-
cych od zwierz¹t, jak i ludzkich p³ynów ustrojowych, komórek, tkanek, czy organów
maj¹cych kontakt ex vivo z ¿ywymi komórkami, tkankami, czy organami pocho-
dz¹cymi od zwierz¹t (1).

Koncepcja wykorzystania zwierz¹t jako dawców narz¹dów dla cz³owieka wynika
g³ównie z dysproporcji miêdzy liczb¹ osób oczekuj¹cych na przeszczep serca, ne-
rek, p³uc, w¹troby czy trzustki a ograniczon¹ liczb¹ narz¹dów dostêpnych do prze-
szczepów. Ksenotransplantacje maj¹ zapewniony dostêp do nieograniczonego Ÿród³a
organów, co umo¿liwia planowanie zabiegów z odpowiednim wyprzedzeniem i po-
bieranie narz¹dów do natychmiastowego przeszczepu oraz wczeœniejsze wdra¿anie
leczenia immunosupresyjnego (2). Przeprowadzane zgodnie z przepisami dotycz¹-
cymi eksperymentów medycznych (3) dopuszczalne s¹ po odpowiednim wyborze
zwierzêcia jako dawcy przeszczepu dla cz³owieka.

2. Dawcy organów do ksenotransplantacji

Pocz¹tkowo uwaga naukowców skupia³a siê na ma³pach naczelnych, genetycznie
najbli¿szych cz³owiekowi. Jednak bliskoœæ filogenetyczna ma swoje z³e strony. Przy-
puszcza siê, ¿e mo¿e ona u³atwiaæ zaka¿enie ludzi wirusami charakterystycznymi
dla ssaków naczelnych. To w³aœnie sta³o siê g³ównym powodem rezygnacji z wyko-
rzystania ma³p naczelnych jako dawców organów. Wystarczy wspomnieæ choæby
ludzki wirus upoœledzenia odpornoœci HIV-1 lub HIV-2 (ang. Human Immunodeficiency

Virus,) czy wirusa Marburg, które przenios³y siê na ludzi odpowiednio z szympan-
sów, mangabów i koczkodanów oraz makaków zielonych (4).

Obecnie za potencjalnego dawcê w ksenotransplantacjach uwa¿ana jest œwinia
i to z ni¹ wi¹¿e siê plany zastêpowania zniszczonych ludzkich narz¹dów zwierzêcy-
mi. Dobra znajomoœæ flory mikrobiologicznej œwiñ w po³¹czeniu z ci¹gle udoskona-
lanymi metodami hodowli i z coraz wiêksz¹ precyzj¹ monitorowania poziomu wire-
mii, umo¿liwia wyselekcjonowanie zwierz¹t wolnych od okreœlonych patogenów
(ang. Specific Pathogen Free Pig, SPF pig), a stosunkowo du¿a odleg³oœæ filogenetyczna
miêdzy œwini¹ i cz³owiekiem, znacznie zmniejsza ryzyko przeniesienia zwierzêcych
czynników infekcyjnych na biorców przeszczepu (2).

3. Ryzyko zaka¿eñ wirusowych w ksenotransplantacjach

Stosowanie komórek, tkanek lub narz¹dów œwini do ksenotransplantacji ci¹gle
budzi pytanie jak du¿e istnieje ryzyko zaka¿enia wirusami dawcy i jakie jest praw-
dopodobieñstwo pokonania przez te wirusy bariery miêdzygatunkowej. Wiêkszoœæ
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patogenów stanowi¹cych ryzyko zaka¿eñ wirusowych w ksenotransplantacjach mo-
¿e byæ wyeliminowana w wyborze dawcy narz¹dów, na drodze selekcji stad. Pod-
czas gdy endogenne retrowirusy œwini (PERV, ang. Porcine Endogenous Retroviruses),
stanowi¹ce integraln¹ czêœæ ich genomu (5) s¹ bardzo trudne do wyeliminowania ze
wzglêdu na du¿¹ liczbê miejsc integracji w genomie œwini np. Lee i wsp. (2002),
wskazuj¹ 32 miejsca integracji PERV do genomu œwini (6). W konsekwencji DNA
PERV zostanie wprowadzony wraz z przeszczepianym narz¹dem do organizmu cz³o-
wieka.

Inne wirusy œwini zdolne do wywo³ywania trwa³ych infekcji to PLHV (ang. porcine

lymphotropic herpesvirus), PCMV (ang. porcine cytomegalovirus) i PCV (ang. porcine cir-

kovirus). Wszystkie z wymienionych patogenów s¹ wysoce rozpowszechnione w po-
pulacji œwiñ i coraz czêœciej s¹ objête programem kontrolnym dla odbiorców prze-
szczepów komórek œwini (7).

Ryzyko aktywnej wiremii w ksenotransplantacjach obejmuje wirusy, które mog¹
wystêpowaæ zarówno u dawcy jak i u biorcy przeszczepu. W ka¿dym przypadku za-
ka¿enia mog¹ przebiegaæ jako zaka¿enie pierwotne, (gdy biorca seronegatywny
otrzymuje narz¹d od seropozytywnego dawcy) lub jako zaka¿enie wtórne zale¿ne
od reaktywacji w³asnego latentnego wirusa lub wirusa dawcy. Intensywnoœæ reinfek-
cji wirusa w du¿ym stopniu zale¿y od rodzaju zastosowanego leczenia immunosu-
presyjnego, a zale¿noœæ pomiêdzy zaka¿eniem a odrzucaniem przeszczepu, chocia¿
sugerowana przez wielu autorów, nadal pozostaje kontrowersyjna. Niezale¿nie od
pochodzenia uaktywniony wirus mo¿e byæ powodem negatywnego wyniku trans-
plantacji. Latentne wirusy dawcy lub biorcy mog¹ podlegaæ samoistnej aktywacji,
albo utworzyæ aktywne pseudotypy w wyniku rekombinacji z wirusami obecnymi
w komórce. Mo¿liwoœæ szybkiego wychwycenia reaktywacji wirusów umo¿liwia
opracowanie strategii terapeutycznych zmierzaj¹cych do regulacji ekspresji genów
wirusowych lub genów gospodarza (wyciszanie lub indukcja), odpowiedzialnych za
zdefiniowan¹ patologiê wynikaj¹c¹ z zaka¿enia. Mo¿liwoœci diagnostyki, jak i tera-
pii zaka¿eñ wirusowych s¹ ogromne, jednak iloœæ otrzymanych informacji na pod-
stawie otrzymanych wyników prowadzonych badañ w wykrywaniu wirusów, zale¿y
od nie³atwej sztuki stawiania pytañ i wyboru strategii w poszukiwaniu odpowiedzi
na zadane pytania.

4. Retrowirusy endogenne

W wiêkszoœci przypadków endogenne retrowirusy (ERV) s¹ nieaktywne tran-
skrypcyjnie, tylko niektóre zachowa³y zdolnoœæ ekspresji genów, replikacji i wywo-
³ywania wiremii. U innych dochodzi do ekspresji tylko pojedynczych genów i synte-
zy okreœlonych bia³ek. W przypadku uaktywnienia ERV mo¿e pojawiæ siê szereg
zmian chorobowych u biorcy przeszczepu. Nale¿y jednak podkreœliæ, ¿e obecnoœæ
retrowirusów endogennych w komórce nie zawsze ma negatywny wp³yw na jej me-
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tabolizm i funkcjonowanie. W niektórych przypadkach obecnoœæ ERV w komórce
mo¿e byæ korzystna. Na przyk³ad endogenne retrowirusy mog¹ chroniæ organizm
gospodarza przed zaka¿eniem egzogennymi retrowirusami (8), a mechanizm ochro-
ny przed kolejnym zaka¿eniem polega na ³¹czeniu siê bia³ek produkowanych przez
endogenne retrowirusy z receptorami rozpoznawanymi przez inne wirusy egzogen-
ne uniemo¿liwiaj¹c im wnikniêcie do komórek.

Wiedza na temat retrowirusów endogennych œwiñ jest coraz pe³niejsza, ci¹gle
jednak brakuje odpowiedzi na pytanie w jakim stopniu PERV mo¿e stanowiæ za-
gro¿enie, a w jakim ochronê dla ksenotransplantacji.

Retrowirusy wystêpuj¹ce u œwini posiadaj¹ organizacjê genomu typow¹ dla pod-
rodziny �-retrowirusów oraz �1-retrowirusów w obrêbie której wyodrêbniono trzy
subtypy -PERV-A, PERV-B i PERV-C, ró¿ni¹ce siê sekwencj¹ nukleotydów genu env,
koduj¹cego glikoproteiny otoczki (9,10). Obecnoœæ wirusów subtypu A i B potwier-
dzono u wszystkich przebadanych dotychczas œwiñ, zidentyfikowano natomiast
osobniki pozbawione PERV-C (10). Z naszych badañ wynika, ¿e w grupie œwiñ nie-
modyfikowanych genetycznie ok. 42% zwierz¹t charakteryzuje brak DNA PERV-C
w komórkach.

Analizuj¹c infekcyjnoœæ poszczególnych subtypów w przypadku PERV-A, jak i PERV-B
wykazano zdolnoœæ do zaka¿ania wiêkszej liczby gatunków, w tym kilka linii komór-
kowych cz³owieka in vitro. PERV-C jest ca³kowicie niezdolny do zaka¿ania ludzkich
komórek, jednak uczestnicz¹c w procesie rekombinacji z subtypem PERV-A zdolny
jest do utworzenia cz¹stki wirusowej o zwiêkszonej infekcyjnoœci w stosunku do
komórek ludzkich (12,13). Nie mo¿na jednak odnosiæ badañ in vitro do rzeczywiste-
go potencja³u cz¹stek PERV in vivo, zw³aszcza w przypadku przeszczepów miêdzy-
gatunkowych. Stwierdzenie takie potwierdza brak pozytywnych wyników badañ
transmisji PERV do komórek cz³owieka in vivo (14).

Na œwiecie ¿yj¹ ju¿ pacjenci, którzy otrzymali przeszczepy œwiñskich tkanek albo
w inny, równie bliski sposób kontaktowali siê z narz¹dami œwiñ. Paradais i wsp. pro-
wadz¹c badania nad 160. osobow¹ grup¹ chorych, maj¹cych bezpoœredni kontakt
z ró¿norodnymi komórkami, tkankami lub organami pochodz¹cymi od œwiñ, rów-
nie¿ nie uzyskali wyników œwiadcz¹cych o zaka¿eniu wirusem PERV in vivo. W 81%
detekcja DNA PERV da³a wynik negatywny natomiast u 23 pacjentów stwierdzono
obecnoœæ œwiñskiego DNA w kr¹¿eniu (mikrochimeryzm), a u 4 ze 160. pacjentów
wykazano obecnoœæ przeciwcia³ anty-PERVs (15). Badania infekcyjnoœci PERV in vivo

ci¹gle trwaj¹, a w kolejno ukazuj¹cych siê publikacjach potwierdza siê brak zdolnoœ-
ci zaka¿ania komórek cz³owieka in vivo. Na przyk³¹d w roku 2004 Garkavenko i wsp.
(16) przedstawili wyniki wieloletnich badañ prowadzonych na grupie 18. pacjentów
z przeszczepionymi komórkami wysp trzustkowych pochodz¹cymi od œwiñ, Autorzy
potwierdzaj¹, ¿e w ¿adnym przypadku nie wykryto zaka¿enia wirusem PERV.

Brak danych na temat zdolnoœci zaka¿ania wirusem PERV in vivo mo¿e byæ wyni-
kiem niezdolnoœci do produkcji cz¹stek wirusowych przez badane œwiñskie komórki
czy tkanki, lub te¿ efektywnej odpowiedzi uk³adu odpornoœciowego. Nale¿y jednak
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podkreœliæ, ¿e w opisanych przypadkach jedynymi komórkami badanymi pod k¹tem
zaka¿enia wirusem by³y jednoj¹drzaste komórki krwi obwodowej. Brakuje informa-
cji na temat transmisji PERVs do innych komórek in vivo.

5. Metody diagnostyczne w detekcji wirusów

Przed diagnostyk¹ wirusologiczn¹, prowadzon¹ odmiennymi technikami i w ró¿-
nym materiale, stoi ogromne wyzwanie maj¹ce na celu wskazanie nowych technik
i wytypowanie markerów dla wczesnego wykrywania wirusów, ich przejœcia ze sta-
dium latentnego w aktywne, a w konsekwencji prognozowanie zmian liczby kopii
wirusa oraz zmian na poziomie molekularnym gospodarza, prowadz¹cych do zabu-
rzenia homeostazy komórkowej. Polecanymi technikami do poszukiwania obecno-
œci wirusów w badanym materiale s¹: transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM),
immunocytochemia (ICC), techniki stosowane w biologii molekularnej na poziomie
genomiki, transkryptomiki i proteomiki, badania infekcyjnoœci z zastosowaniem ho-
dowli odpowiednich linii komórkowych i inne.

W wiêkszoœci przypadków techniki te umo¿liwiaj¹ wykrywanie wirusów przed
wyst¹pieniem objawów klinicznych, a tak¿e umo¿liwiaj¹ precyzyjne monitorowanie
skutecznoœci terapii. Pocz¹tkowo w diagnostyce klinicznej wykorzystywano g³ównie
metody jakoœciowe wykazuj¹ce brak lub obecnoœæ zdefiniowanego wirusa. Obecnie
obiektywne wykazanie braku lub obecnoœci wirusa w badanym materiale nie jest ju¿
wystarczaj¹ce. Coraz czêœciej pojawia siê pytanie o genotyp i o liczbê kopii DNA lub
RNA wirusowego oraz o profil zmian ekspresji wybranych genów w zaka¿onych ko-
mórkach, prowadz¹cy do patologii o ró¿nym stopniu zaawansowania. OdpowiedŸ
na te pytania z coraz wiêksz¹ precyzj¹ umo¿liwia dynamiczny rozwój metod biolo-
gii molekularnej (17,18), a ich wybór zale¿y od postawionego pytania, od genomu
oraz etapu cyklu replikacyjnego wirusa i cyklu komórkowego gospodarza

Diagnostyka PERV prowadzona na podstawie wyników ³añcuchowej reakcji poli-
merazy (PCR), z zastosowaniem starterów, komplementarnych do ró¿nych sekwen-
cji DNA PERV, umo¿liwia precyzyjn¹ ocenê stopnia zagro¿enia transmisji PERV do
komórek cz³owieka w ksenotransplantacjach. Pozytywny wynik PCR-gag PERV frag-
mentu konserwatywnego genu (koduj¹cego bia³ka kapsydu) (PCR I, rys.) wskazuje
na obecnoœæ DNA PERV w badanych komórkach. Wykonanie iloœciowej ³añcuchowej
reakcji polimerazy QPCR-gag PERV wskazuje poziom wiremii w badanym materiale.
Natomiast na podstawie tego wyniku nie mo¿na odpowiedzieæ na pytanie jaki to ge-
notyp PERV oraz czy obecny DNA stanowi ca³y genom wirusowy. Znalezienie odpo-
wiedzi na te pytania wymaga wykonania kolejnych reakcji PCR (rys.)

Genotypowanie PERV na podstawie wyników PCR env PERV z zastosowaniem star-
terów komplementarnych tylko do jednego genotypu endogennego retrowirusa mo¿-
na przeprowadziæ technik¹ PCR genu-env charakteryzuj¹cego siê du¿¹ zmiennoœci¹,
koduj¹cego dwie glikoproteiny otoczki (PCRIII rys.) umo¿liwia odpowiedŸ na pyta-

Infekcje wirusowe w ksenotransplantacjach i strategie ich wykrywania

BIOTECHNOLOGIA 1 (72) 125-132 2006 129



nie, które subtypy PERV s¹ obecne w badanych komórkach, a nastêpnie wykluczenie
z ksenotransplantacji zwierz¹t u których wystêpuje subtyp PERV C. Zapobiega to
mo¿liwoœci powstania rekombinantów PERV A /PERV C, które charakteryzuj¹ siê bar-
dzo du¿¹ infekcyjnoœci¹. Reakcja PCR env PERV wykonana w obecnoœci specyficznych
sond wyznakowanych fluorochromami lub interkalatora SYBER GREEN umo¿liwia wy-
znaczenie liczby kopii okreœlonego subtypu PERV w badanych komórkach.

(Q-PCR) Wykonanie kilku reakcji iloœciowych QPCR env PERV – rys. z zastosowa-
niem starterów komplementarnych tylko do jednego subtypu PERV pozwala na oce-
nê relacji iloœciowych pomiêdzy wirusami w koinfekcjach. W przypadku gdy zacho-
dzi proces przejœcia wirusa ze stadium latentnego w aktywne, wtedy nastêpuje
zmiana profilu stê¿eñ DNA PERVs w badanym materiale Q-PCR mo¿e zatem stano-
wiæ marker ró¿nicuj¹cy infekcjê latentn¹ od aktywnej.

W poszukiwaniu odpowiedzi na pytanie: czy w badanych komórkach wystêpuje
PERV infekcyjny, oraz czy wykryte wirusy maj¹ zdolnoœæ zaka¿ania komórek cz³owieka
w pierwszym etapie wykorzystywana jest reakcja long-PCR (PCR II – rys.). Zgodnie
z za³o¿eniem, obecnoœæ ca³ej d³ugoœci genomu (ok. 7000 pz) oznacza obecnoœæ formy
infekcyjnej PERV co wyklucza kandydata na dawcê narz¹dów z ksenotransplantacji.

W celu zwiêkszenia precyzji informacji diagnostycznych i zoptymalizowania pro-
toko³u badañ przebiegu infekcji PERV u biorców do badañ w³¹cza siê analizê se-
kwencyjn¹ genomów umo¿liwiaj¹c¹ wykluczenie u dawcy narz¹dów obecnoœci zre-
kombinowanych form PERV, których infekcyjnoœæ jest trudna do okreœlenia.
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Rys. Genom PERV z zaznaczeniem amplifikowanych sekwencji DNA w diagnostyce wirusologicznej
wykonywanej w celu: PCRI – wykazania obecnoœci DNA PERV w badanych komórkach (np. biorcy prze-
szczepu). PCR II (long-PCR) – wykazania obecnoœci pe³nej d³ugoœci genomu PERV – formy infekcyjnej,
PCR III – genotypowanie PERV z zastosowaniem starterów specyficznych dla okreœlonego typu wirusa.



W kolejnym etapie badañ prowadzona jest analiza tropizmu PERV obecnych
w komórkach œwini typowanych do ksenotransplantacji do komórek cz³owieka
in vivo oraz in vitro. Badania prowadzone s¹ z wykorzystaniem modelowych linii ko-
mórkowych, np. linia komórek ludzkich zarodków nerki 293 (ATCC CRL-1573), linia
fibroblastów p³uca wydry (ATCC CCL-64), linia kocich komórek (PG-4; ATCC
CRL-2032) lub linia testowych komórek œwiñskich ST(ATCC CRL-1746). W przypadku
wykazania transmisji PERV do komórek cz³owieka, FDA zaleca konsultacjê z po-
wo³an¹ do tych spraw komisj¹ w Centrum Oznaczeñ i Badañ Biologicznych (CBER,
ang. Center for Biologics Evaluation and Research).

Czynniki infekcyjne w ksenotransplantacjach mog¹ byæ nie identyfikowane. Jedy-
nie zmiany profilu ekspresji genów gospodarza mog¹ wskazywaæ na zaka¿enie ko-
mórki aktywnym wirusem. Badania interakcji pomiêdzy wirusem i komórk¹ gospo-
darza prowadzone s¹ technik¹ mikromacierzy DNA, bia³ek lub przeciwcia³ w tym
wiêkszoœæ interakcji by³a badana przy u¿yciu macierzy DNA. Zmiany transkryptomu
w zaka¿onych komórkach indukowane aktywnoœci¹ wirusa, analizowano np. w za-
ka¿eniu: retrowirusami (19), herpeswirusami (20,21), ortomyksowirusami (22), ente-
rowirusami (23,24), adenowirusami (25), wirusami zapalenia w¹troby typu B i C
(26,27). We wszystkich tych badaniach wskazuje siê, ¿e ekspresja genów wirusa ma
wp³yw na profil ekspresji genów gospodarza.

Najbardziej zaawansowane s¹ badania profilu stê¿eñ mRNA transkryptomu, któ-
re stanowi¹ podstawê w typowaniu genów ró¿nicuj¹cych komórki prawid³owe od
tych patologicznie zmienionych. Badania maj¹ce na celu typowanie genów ró¿ni-
cuj¹cych wiremiê latentn¹ od aktywnej oraz genów ró¿nicuj¹cych pocz¹tek odrzutu
przeszczepu od aktywnej wiremii s¹ w toku. Mimo ogromnych kosztów wprowa-
dzenie tych badañ do diagnostyki, jak siê wydaje, jest realne, zw³aszcza w zwi¹zku
z ustanowieniem standardów minimalnych dla adnotacji badañ dotycz¹cych mikro-
macierzy (ang. Minimum standards for the Annotation of Microarray Experiments) (http://
www.mged.org/Annotations-wg/index.html) i z utworzeniem miêdzynarodowej bazy
danych macierzy (ArrayExpress), która ma s³u¿yæ jako sk³adnica danych eksperymen-
talnych (http://www.ebi.ac.uk/ arrayexpress).

6. Podsumowanie

Wykorzystanie zwierz¹t jako dawcy narz¹dów dla cz³owieka, niesie obawy trans-
misji na organizm biorcy obcych gatunkowo patogenów. W celu maksymalnego
zmniejszenia ryzyka transmisji chorób infekcyjnych ze zwierz¹t na ludzi bardzo in-
tensywnie prowadzone s¹ badania maj¹ce na celu opracowanie strategii selekcji
zwierz¹t u których wykluczono okreœlone patogeny, np. PERV C (wynik PCR env
PERV C jest negatywny), brak infekcyjnego lub PCMV, ró¿nicowania wiremii aktyw-
nej od latentnej u biorcy narz¹dów oraz poszukiwanie profilu ekspresji genów go-
spodarza ró¿nicuj¹cych pocz¹tek odrzutu przeszczepu od aktywnej wiremii. Dodat-
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kowo poszukiwane s¹ profile ekspresji genów gospodarza wskazuj¹ce typ zaka¿e-
nia, co znacznie skróci czas detekcji przyczyny zmian chorobowych u biorcy prze-
szczepu, zwiêkszaj¹c szansê na pozytywny wynik leczenia.
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