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Viral infections in xenotransplantation and their detection strategies
Summary

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 sg to przeszczepy zywych narzadow, tka-

nek, komérek z jednego gatunku na drugi. Bardziej szczeg6towa
definicje podaje PHS (ang. United States Public Health Service) oraz
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FDA (ang. United States Food and Drug Administration) okreslajgc ksenotransplan-
tacje jako kazdg procedure obejmujacg transplantacje, implantacje, czy infuzje czio-
wiekowi, jako biorcy, zaréwno zywych komorek, tkanek, czy organéw pochodza-
cych od zwierzat, jak i ludzkich ptynow ustrojowych, komérek, tkanek, czy organow
majacych kontakt ex vivo z zywymi komérkami, tkankami, czy organami pocho-
dzacymi od zwierzat (1).

Koncepcja wykorzystania zwierzat jako dawcow narzadow dla cztowieka wynika
gtownie z dysproporcji miedzy liczba os6b oczekujacych na przeszczep serca, ne-
rek, ptuc, watroby czy trzustki a ograniczong liczba narzadéw dostepnych do prze-
szczepow. Ksenotransplantacje maja zapewniony dostep do nieograniczonego zZrodia
organéw, co umozliwia planowanie zabiegéw z odpowiednim wyprzedzeniem i po-
bieranie narzadéw do natychmiastowego przeszczepu oraz wcze$niejsze wdrazanie
leczenia immunosupresyjnego (2). Przeprowadzane zgodnie z przepisami dotycza-
cymi eksperymentéw medycznych (3) dopuszczalne sa po odpowiednim wyborze
zwierzecia jako dawcy przeszczepu dla cztowieka.

2. Dawcy organéw do ksenotransplantacji

Poczatkowo uwaga naukowcow skupiata sie na matpach naczelnych, genetycznie
najblizszych cztowiekowi. Jednak blisko$¢ filogenetyczna ma swoje zte strony. Przy-
puszcza sie, ze moze ona utatwia¢ zakazenie ludzi wirusami charakterystycznymi
dla ssakéw naczelnych. To wtasnie stato sie gtownym powodem rezygnacji z wyko-
rzystania matp naczelnych jako dawcow organow. Wystarczy wspomnie¢ choéby
ludzki wirus uposledzenia odpornosci HIV-1 lub HIV-2 (ang. Human Immunodeficiency
Virus,) czy wirusa Marburg, ktore przeniosly sie na ludzi odpowiednio z szympan-
séw, mangabow i koczkodanéw oraz makakoéw zielonych (4).

Obecnie za potencjalnego dawce w ksenotransplantacjach uwazana jest §winia
i to z nig wiaze sie plany zastepowania zniszczonych ludzkich narzadéw zwierzecy-
mi. Dobra znajomo$¢ flory mikrobiologicznej §win w potaczeniu z ciggle udoskona-
lanymi metodami hodowli i z coraz wiekszg precyzja monitorowania poziomu wire-
mii, umozliwia wyselekcjonowanie zwierzat wolnych od okreslonych patogenow
(ang. Specific Pathogen Free Pig, SPF pig), a stosunkowo duza odlegtos¢ filogenetyczna
miedzy $winia i cztowiekiem, znacznie zmniejsza ryzyko przeniesienia zwierzecych
czynnikow infekcyjnych na biorcow przeszczepu (2).

3. Ryzyko zakaiefi wirusowych w ksenotransplantacjach
Stosowanie komérek, tkanek lub narzadéw $wini do ksenotransplantacji ciggle

budzi pytanie jak duze istnieje ryzyko zakazenia wirusami dawcy i jakie jest praw-
dopodobienstwo pokonania przez te wirusy bariery miedzygatunkowej. Wiekszo$¢
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patogenéw stanowigcych ryzyko zakazen wirusowych w ksenotransplantacjach mo-
ze by¢ wyeliminowana w wyborze dawcy narzadéw, na drodze selekgji stad. Pod-
czas gdy endogenne retrowirusy swini (PERV, ang. Porcine Endogenous Retroviruses),
stanowiace integralng czes¢ ich genomu (5) sa bardzo trudne do wyeliminowania ze
wzgledu na duzg liczbe miejsc integracji w genomie Swini np. Lee i wsp. (2002),
wskazujg 32 miejsca integracji PERV do genomu $wini (6). W konsekwencji DNA
PERV zostanie wprowadzony wraz z przeszczepianym narzgdem do organizmu czto-
wieka.

Inne wirusy $wini zdolne do wywotywania trwatych infekcji to PLHV (ang. porcine
lymphotropic herpesvirus), PCMV (ang. porcine cytomegalovirus) i PCV (ang. porcine cir-
kovirus). Wszystkie z wymienionych patogendw sg wysoce rozpowszechnione w po-
pulagji $win i coraz czesciej sg objete programem kontrolnym dla odbiorcéow prze-
szczepow komorek swini (7).

Ryzyko aktywnej wiremii w ksenotransplantacjach obejmuje wirusy, ktére moga
wystepowac zaréwno u dawcy jak i u biorcy przeszczepu. W kazdym przypadku za-
kazenia moga przebiegac jako zakazenie pierwotne, (gdy biorca seronegatywny
otrzymuje narzad od seropozytywnego dawcy) lub jako zakazenie wtorne zalezne
od reaktywacji wlasnego latentnego wirusa lub wirusa dawcy. Intensywnos¢ reinfek-
¢ji wirusa w duzym stopniu zalezy od rodzaju zastosowanego leczenia immunosu-
presyjnego, a zalezno$¢ pomiedzy zakazeniem a odrzucaniem przeszczepu, chociaz
sugerowana przez wielu autoréw, nadal pozostaje kontrowersyjna. Niezaleznie od
pochodzenia uaktywniony wirus moze by¢ powodem negatywnego wyniku trans-
plantacji. Latentne wirusy dawcy lub biorcy moga podlega¢ samoistnej aktywagji,
albo utworzy¢ aktywne pseudotypy w wyniku rekombinacji z wirusami obecnymi
w komoérce. Mozliwos¢ szybkiego wychwycenia reaktywacji wiruséw umozliwia
opracowanie strategii terapeutycznych zmierzajacych do regulacji ekspresji genow
wirusowych lub genéw gospodarza (wyciszanie lub indukcja), odpowiedzialnych za
zdefiniowang patologie wynikajacg z zakazenia. Mozliwosci diagnostyki, jak i tera-
pii zakazen wirusowych sg ogromne, jednak ilo$§¢ otrzymanych informacji na pod-
stawie otrzymanych wynikéw prowadzonych badan w wykrywaniu wiruséw, zalezy
od nietatwej sztuki stawiania pytan i wyboru strategii w poszukiwaniu odpowiedzi
na zadane pytania.

4. Retrowirusy endogenne

W wiekszosci przypadkéow endogenne retrowirusy (ERV) sg nieaktywne tran-
skrypcyjnie, tylko niektére zachowaly zdolnos¢ ekspresji genéw, replikacji i wywo-
tywania wiremii. U innych dochodzi do ekspresji tylko pojedynczych genéw i synte-
zy okre$lonych biatek. W przypadku uaktywnienia ERV moze pojawic sie szereg
zmian chorobowych u biorcy przeszczepu. Nalezy jednak podkresli¢, ze obecnos$¢
retrowirusoOw endogennych w komorce nie zawsze ma negatywny wplyw na jej me-
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tabolizm i funkcjonowanie. W niektérych przypadkach obecno$¢ ERV w komérce
moze by¢ korzystna. Na przykiad endogenne retrowirusy moga chronic¢ organizm
gospodarza przed zakazeniem egzogennymi retrowirusami (8), a mechanizm ochro-
ny przed kolejnym zakazeniem polega na taczeniu sie biatek produkowanych przez
endogenne retrowirusy z receptorami rozpoznawanymi przez inne wirusy egzogen-
ne uniemozliwiajac im wnikniecie do komérek.

Wiedza na temat retrowirus6w endogennych $win jest coraz pelniejsza, ciggle
jednak brakuje odpowiedzi na pytanie w jakim stopniu PERV moze stanowi¢ za-
grozenie, a w jakim ochrone dla ksenotransplantacji.

Retrowirusy wystepujace u $wini posiadajg organizacje genomu typowa dla pod-
rodziny o-retrowiruso6w oraz yl-retrowiruséw w obrebie ktérej wyodrebniono trzy
subtypy -PERV-A, PERV-B i PERV-C, roznigce sie sekwencja nukleotydéow genu env,
kodujgcego glikoproteiny otoczki (9,10). Obecno$¢ wiruséw subtypu A i B potwier-
dzono u wszystkich przebadanych dotychczas swin, zidentyfikowano natomiast
osobniki pozbawione PERV-C (10). Z naszych badan wynika, ze w grupie $win nie-
modyfikowanych genetycznie ok. 42% zwierzat charakteryzuje brak DNA PERV-C
w komorkach.

Analizujac infekcyjnos¢ poszczegolnych subtypéw w przypadku PERV-A, jak i PERV-B
wykazano zdolnos$¢ do zakazania wiekszej liczby gatunkoéw, w tym kilka linii komor-
kowych cztowieka in vitro. PERV-C jest catkowicie niezdolny do zakazania ludzkich
komorek, jednak uczestniczac w procesie rekombinacji z subtypem PERV-A zdolny
jest do utworzenia czastki wirusowej o zwiekszonej infekcyjnosci w stosunku do
komoérek ludzkich (12,13). Nie mozna jednak odnosi¢ badan in vitro do rzeczywiste-
go potencjatu czastek PERV in vivo, zwlaszcza w przypadku przeszczepow miedzy-
gatunkowych. Stwierdzenie takie potwierdza brak pozytywnych wynikéw badan
transmisji PERV do komoérek cztowieka in vivo (14).

Na swiecie zyja juz pacjenci, ktorzy otrzymali przeszczepy swinskich tkanek albo
w inny, rownie bliski sposéb kontaktowali sie z narzadami §win. Paradais i wsp. pro-
wadzac badania nad 160. osobowg grupa chorych, majacych bezposredni kontakt
z roznorodnymi komérkami, tkankami lub organami pochodzacymi od $win, réw-
niez nie uzyskali wynikéw swiadczacych o zakazeniu wirusem PERV in vivo. W 81%
detekcja DNA PERV data wynik negatywny natomiast u 23 pacjentéow stwierdzono
obecnos¢ swinskiego DNA w krazeniu (mikrochimeryzm), a u 4 ze 160. pacjentow
wykazano obecnos$¢ przeciwcial anty-PERVs (15). Badania infekcyjnosci PERV in vivo
ciagle trwaja, a w kolejno ukazujacych sie publikacjach potwierdza sie brak zdolnos-
ci zakazania komorek cztowieka in vivo. Na przyktad w roku 2004 Garkavenko i wsp.
(16) przedstawili wyniki wieloletnich badan prowadzonych na grupie 18. pacjentéw
z przeszczepionymi komoérkami wysp trzustkowych pochodzacymi od $win, Autorzy
potwierdzaja, ze w zadnym przypadku nie wykryto zakazenia wirusem PERV.

Brak danych na temat zdolno$ci zakazania wirusem PERV in vivo moze by¢ wyni-
kiem niezdolnosci do produkgji czastek wirusowych przez badane $winskie komérki
czy tkanki, lub tez efektywnej odpowiedzi uktadu odpornosciowego. Nalezy jednak
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podkresli¢, ze w opisanych przypadkach jedynymi komérkami badanymi pod katem
zakazenia wirusem byly jednojadrzaste komorki krwi obwodowej. Brakuje informa-
¢ji na temat transmisji PERVs do innych komorek in vivo.

5. Metody diagnostyczne w detekcji wirusow

Przed diagnostyka wirusologiczng, prowadzong odmiennymi technikami i w r6z-
nym materiale, stoi ogromne wyzwanie majgce na celu wskazanie nowych technik
i wytypowanie markeréw dla wczesnego wykrywania wiruséw, ich przejscia ze sta-
dium latentnego w aktywne, a w konsekwencji prognozowanie zmian liczby kopii
wirusa oraz zmian na poziomie molekularnym gospodarza, prowadzgacych do zabu-
rzenia homeostazy komorkowej. Polecanymi technikami do poszukiwania obecno-
$ci wirusow w badanym materiale sg: transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM),
immunocytochemia (ICC), techniki stosowane w biologii molekularnej na poziomie
genomiki, transkryptomiki i proteomiki, badania infekcyjnos$ci z zastosowaniem ho-
dowli odpowiednich linii komo6rkowych i inne.

W wiekszosci przypadkow techniki te umozliwiajg wykrywanie wiruséow przed
wystgpieniem objawéw klinicznych, a takze umozliwiaja precyzyjne monitorowanie
skutecznosci terapii. Poczatkowo w diagnostyce klinicznej wykorzystywano gtownie
metody jako$ciowe wykazujace brak lub obecnos¢ zdefiniowanego wirusa. Obecnie
obiektywne wykazanie braku lub obecnos$ci wirusa w badanym materiale nie jest juz
wystarczajgce. Coraz czeSciej pojawia sie pytanie o genotyp i o liczbe kopii DNA lub
RNA wirusowego oraz o profil zmian ekspresji wybranych genéw w zakazonych ko-
moérkach, prowadzacy do patologii o r6znym stopniu zaawansowania. Odpowiedz
na te pytania z coraz wiekszg precyzjga umozliwia dynamiczny rozwdéj metod biolo-
gii molekularnej (17,18), a ich wybor zalezy od postawionego pytania, od genomu
oraz etapu cyklu replikacyjnego wirusa i cyklu komérkowego gospodarza

Diagnostyka PERV prowadzona na podstawie wynikow tancuchowej reakcji poli-
merazy (PCR), z zastosowaniem starteréw, komplementarnych do réznych sekwen-
¢ji DNA PERV, umozliwia precyzyjng ocene stopnia zagrozenia transmisji PERV do
komoérek cztowieka w ksenotransplantacjach. Pozytywny wynik PCR-gag PERV frag-
mentu konserwatywnego genu (kodujacego biatka kapsydu) (PCR I, rys.) wskazuje
na obecno$¢ DNA PERV w badanych komoérkach. Wykonanie ilo$ciowej tancuchowe;j
reakcji polimerazy QPCR-gag PERV wskazuje poziom wiremii w badanym materiale.
Natomiast na podstawie tego wyniku nie mozna odpowiedzie¢ na pytanie jaki to ge-
notyp PERV oraz czy obecny DNA stanowi caly genom wirusowy. Znalezienie odpo-
wiedzi na te pytania wymaga wykonania kolejnych reakcji PCR (rys.)

Genotypowanie PERV na podstawie wynikow PCR env PERV z zastosowaniem star-
terow komplementarnych tylko do jednego genotypu endogennego retrowirusa moz-
na przeprowadzi¢ technika PCR genu-env charakteryzujacego sie duza zmiennoscia,
kodujgcego dwie glikoproteiny otoczki (PCRIII rys.) umozliwia odpowiedz na pyta-
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PCRI
Detekcja DNA PERVs

| ur | GAG PRO/POL ENV | ur |
A DNA PERVs R
PCR I
Genotypowanie
PERVs
(PERV-A. -B, -C)

PCR Il (long-PCR)
Detekcja genoméw petnej dtugosci ok. 7000 pz
Rys. Genom PERV z zaznaczeniem amplifikowanych sekwencji DNA w diagnostyce wirusologicznej
wykonywanej w celu: PCRI — wykazania obecno$ci DNA PERV w badanych komérkach (np. biorcy prze-

szczepu). PCR II (long-PCR) — wykazania obecnosci peinej diugosci genomu PERV — formy infekcyjnej,
PCRIIl — genotypowanie PERV z zastosowaniem starteréw specyficznych dla okreslonego typu wirusa.

nie, ktore subtypy PERV sa obecne w badanych komérkach, a nastepnie wykluczenie
z ksenotransplantacji zwierzat u ktérych wystepuje subtyp PERV C. Zapobiega to
mozliwos$ci powstania rekombinantow PERV A /PERV C, ktére charakteryzujg sie bar-
dzo duzg infekcyjnoscia. Reakcja PCR env PERV wykonana w obecnosci specyficznych
sond wyznakowanych fluorochromami lub interkalatora SYBER GREEN umozliwia wy-
znaczenie liczby kopii okreslonego subtypu PERV w badanych komérkach.

(Q-PCR) Wykonanie kilku reakgji iloSciowych QPCR env PERV - rys. z zastosowa-
niem starterow komplementarnych tylko do jednego subtypu PERV pozwala na oce-
ne relacji iloSciowych pomiedzy wirusami w koinfekcjach. W przypadku gdy zacho-
dzi proces przejScia wirusa ze stadium latentnego w aktywne, wtedy nastepuje
zmiana profilu stezeh DNA PERVs w badanym materiale Q-PCR moze zatem stano-
wi¢ marker roznicujacy infekcje latentng od aktywne;j.

W poszukiwaniu odpowiedzi na pytanie: czy w badanych komérkach wystepuje
PERV infekcyjny, oraz czy wykryte wirusy majg zdolno$¢ zakazania komorek cztowieka
w pierwszym etapie wykorzystywana jest reakcja long-PCR (PCR I — rys.). Zgodnie
z zalozeniem, obecnos$¢ catej dtugosci genomu (ok. 7000 pz) oznacza obecno$¢ formy
infekcyjnej PERV co wyklucza kandydata na dawce narzadow z ksenotransplantagji.

W celu zwiekszenia precyzji informacji diagnostycznych i zoptymalizowania pro-
tokofu badan przebiegu infekcji PERV u biorcow do badan wtacza sie analize se-
kwencyjna genomow umozliwiajaca wykluczenie u dawcy narzadéw obecnosci zre-
kombinowanych form PERV, ktorych infekcyjnos¢ jest trudna do okre$lenia.
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W kolejnym etapie badan prowadzona jest analiza tropizmu PERV obecnych
w komorkach $wini typowanych do ksenotransplantacji do komorek cziowieka
in vivo oraz in vitro. Badania prowadzone s3a z wykorzystaniem modelowych linii ko-
mérkowych, np. linia komoérek ludzkich zarodkéw nerki 293 (ATCC CRL-1573), linia
fibroblastéow ptuca wydry (ATCC CCL-64), linia kocich komorek (PG-4; ATCC
CRL-2032) lub linia testowych komorek swinskich ST(ATCC CRL-1746). W przypadku
wykazania transmisji PERV do komoérek cztowieka, FDA zaleca konsultacje z po-
wolang do tych spraw komisjg w Centrum Oznaczen i Badan Biologicznych (CBER,
ang. Center for Biologics Evaluation and Research).

Czynniki infekcyjne w ksenotransplantacjach moga by¢ nie identyfikowane. Jedy-
nie zmiany profilu ekspresji genow gospodarza mogg wskazywac na zakazenie ko-
moérki aktywnym wirusem. Badania interakcji pomiedzy wirusem i komérka gospo-
darza prowadzone sg technika mikromacierzy DNA, biatek lub przeciwcial w tym
wiekszos$¢ interakgji byta badana przy uzyciu macierzy DNA. Zmiany transkryptomu
w zakazonych komérkach indukowane aktywno$cia wirusa, analizowano np. w za-
kazeniu: retrowirusami (19), herpeswirusami (20,21), ortomyksowirusami (22), ente-
rowirusami (23,24), adenowirusami (25), wirusami zapalenia watroby typu B i C
(26,27). We wszystkich tych badaniach wskazuje sie, ze ekspresja genéw wirusa ma
wplyw na profil ekspresji genéw gospodarza.

Najbardziej zaawansowane sg badania profilu stezen mRNA transkryptomu, kto-
re stanowia podstawe w typowaniu genéw réznicujgcych komorki prawidiowe od
tych patologicznie zmienionych. Badania majace na celu typowanie genéw rézni-
cujacych wiremie latentng od aktywnej oraz genoéw réznicujacych poczatek odrzutu
przeszczepu od aktywnej wiremii sg w toku. Mimo ogromnych kosztéw wprowa-
dzenie tych badan do diagnostyki, jak sie wydaje, jest realne, zwlaszcza w zwiazku
z ustanowieniem standardéw minimalnych dla adnotacji badan dotyczgcych mikro-
macierzy (ang. Minimum standards for the Annotation of Microarray Experiments) (http://
www.mged.org/Annotations-wg/index.html) i z utworzeniem miedzynarodowej bazy
danych macierzy (ArrayExpress), ktéra ma stuzy¢ jako sktadnica danych eksperymen-
talnych (http://www.ebi.ac.ulk/ arrayexpress).

6. Podsumowanie

Wykorzystanie zwierzat jako dawcy narzadow dla cztowieka, niesie obawy trans-
misji na organizm biorcy obcych gatunkowo patogenéw. W celu maksymalnego
zmniejszenia ryzyka transmisji choréb infekcyjnych ze zwierzat na ludzi bardzo in-
tensywnie prowadzone sg badania majace na celu opracowanie strategii selekcji
zwierzat u ktérych wykluczono okreslone patogeny, np. PERV C (wynik PCR env
PERV C jest negatywny), brak infekcyjnego lub PCMV, réznicowania wiremii aktyw-
nej od latentnej u biorcy narzagdéw oraz poszukiwanie profilu ekspresji genow go-
spodarza réznicujacych poczatek odrzutu przeszczepu od aktywnej wiremii. Dodat-
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kowo poszukiwane sa profile ekspresji genéow gospodarza wskazujace typ zakaze-
nia, co znacznie skroci czas detekcji przyczyny zmian chorobowych u biorcy prze-
szczepu, zwiekszajgc szanse na pozytywny wynik leczenia.
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