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Ksenotransplantacja
— mozliwosci i ograniczenia

Poglebiajacy sie z kazdym rokiem niedobdr narzadéw zmusza do poszukiwania
nowych i bardziej skutecznych metod ich pozyskiwania. Do najwazniejszych z nich
mozna zaliczy¢ inzynierie tkankowa, wykorzystanie komdrek macierzystych, terapie
biohybrydows, tworzenie sztucznych narzadéw czy bioreaktoréw, ktére bedq pemic ich
funkcje. Szczegdlne nadzieje poklada sie w przeszczepianiu zmodyfikowanych metodami
inzynierii genetycznej narzadéw pozyskiwanych od zwierzat, czyli ksenotransplan-
tacjach.

Ksenotransplantacja to przeszczepianie komdérek, tkanek i narzadéw miedzy réz-
nymi gatunkami. Niestety taki przeszczep jest immunologicznie wysoce niezgodny, co
wynika z réznic genetycznych miedzy dawca a biorca. W przypadku gatunkéw blisko
spokrewnionych proces odrzucenia przeszczepu jest wzglednie dlugi i wynosi od kilku
godzin do paru dni. W przypadku gatunkéw odleglych filogenetycznie nastepuje bardzo
szybko, w ciagu kilkunastu minut. Definicja ksenotransplantacji u ludzi jest ob-
szerniejsza. Wedtug U.S. Public Health Servicejest to kazda procedura, ktéra obejmuje
transplantacje, implantacje czy infuzje czlowiekowi zywych komdrek, tkanek lub
organéw pochodzacych od zwierzat, a takze plyndw ustrojowych, komdrek, tkanek czy
narzadow czlowieka, ktére weszly w kontakt ex vivo ze zwierzecymi komérkami, tkan-
kami lub narzadami.

Wybdr dawcy zwierzecego nie jest kwestia prosta. Narzady takiego zwierzecia
muszg w duzym stopniu by¢ podobne do narzadéw czlowieka. Podobieristwo to musi sie
wyrazaé zar6wno w anatomii organu, jak tez w jego fizjologii. Pod uwage bierze sie
malpy naczelne — pawiany (Papio sp.) i szympansy (Pan troglotydes), a takze $winie
domowa (Sus scrofa). Naczelne sa najblizej spokrewnionymi filogenetycznie z czlo-
wiekiem zwierzetami (NHPS, ang. Nonhuman Primates). Szympansy i pawiany byly
poczatkowo brane pod uwage jako potencjalni dawcy ze wzgledu na duze podobieristwo
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anatomiczne i fizjologiczne ich narzadéw do organéw czlowieka. Problemem wydaja sie
by¢ male rozmiary narzadéw pawiana czy szympansa, a tym samym niemoznosé
wykorzystania, np. serca u ludzi dorostych, a jedynie u dzieci oczekujacych na wlasciwy
alloprzeszczep. Podejmowano nawet préby kliniczne z wykorzystaniem organéw pocho-
dzacych od naczelnych [1-3]. Pomimo dos¢ owocnych wynikéw w badaniach klinicznych,
naczelne stracily zainteresowanie jako potencjalni dawcy narzadéw dla ludzi z kilku
powodow. Malpy sg trudne w hodowli, maja niska ptodnosc, wydaja na swiat zazwyczaj
tylko jednego potomka i to po do$¢ dlugim okresie ciazy, péZno osiagaja dojrzatoscé
plciowa. Wszystko to sprawia, ze zastosowanie kliniczne pochodzacych od nich narza-
déw potencjalnie byloby rozwiazaniem bardzo drogim. Filogenetyczna bliskos¢ jest
jednoczesnie najsilniejszym atutem i najwieksza bariera. Tak duze podobieristwo gene-
tyczne sprawia, ze znaczna cze$¢ patogendw wirusowych pawiandéw i szympansow jest
w stanie z powodzeniem zarazac ludzi. Do retrowiruséw mogacych powodowac objawy
chorobowe u ludzi zalicza sie w szczegdlnosci: BaEV (ang. baboon endogenous retro-
virus), SIV (ang. simian immunodeficiency virus), STLV (ang. simian T-lymphotropic
virus), SRV (ang. exogenous simian retrovirus), SEV (ang. simian foamy virus) oraz
wirus SV40 (ang. simian virus).

Zbyt wiele probleméw zwiazanych z wykorzystaniem w ksenotransplantacji gatun-
kéw bliskich wymagalo znalezienia potencjalnego dawcy wsrdéd gatunkéw filogene-
tycznie odlegtych. Optymalnym okazala sie by¢ $winia. Swinie sa latwe i tanie w ho-
dowli, rozmnazajg sie szybko, majg liczne potomstwo. Zréznicowanie wielkosci wsrod
ras pozwala na dobranie organéw o odpowiedniej wielkosci dla réznych biorcéw.
Zwierzeta te latwo poddaja sie zabiegom inzynierii genetycznej. Maja zblizone para-
metry anatomiczne i fizjologiczne. Zblizona jest osmolarno$é moczu, wielko$¢ filtracji
klebuszkowe;j i przeplyw krwi przez nerki. Podobny jest tez rzut minutowy serca i ci$-
nienie tetnicze. Niektére hormony (insulina) oraz czynniki tkankowe (czynnik VIII
krzepniecia) dzialaja na organizm czlowieka, co potwierdza ich zastosowanie w bada-
niach klinicznych. Perfuzja krwi przez watrobe §wini umozliwia detoksykacje chorych
w $piaczce watrobowej. Znaczny dystans filogenetyczny jest jednak powodem ogrom-
nych probleméw immunologicznych po przeszczepie, ale potencjalnie zmniejsza ryzyko
zakazen wirusowych. U czlowieka obecne s ksenoreaktywne przeciwciala skierowane
przeciwko antygenowi Gal $wini obecnemu na glikolipidach i glikoproteinach.

Konstrukcje genowe dla ksenotransplantacji

Obecnoéc antygenu Gal na powierzchni komérek jest gléwna bariera uniemozliwia-
jaca uzyskanie narzadéw nadajacych sie do transplantacji miedzygatunkowych [4].
Przeszczep narzadu genetycznie zmienionej swini pozbawionej enzymu al,3-galakto-
zylotransferazy, a zatem pozbawionego antygenu Gal, bylby tolerowany przy jedno-
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czesnym podawaniu lekéw dzialajacych na inne mniej nasilone reakcje immunologiczne.
Gen kodujacy al,3-galaktozylotransferaze udalo sie inaktywowaé metoda rekombinacji
homologicznej w komdérkach fibroblastéw plodowych §wini niezaleznie od siebie dwom
grupom badawczym [5, 6]. W 2003 roku grupie naukowcéw zwiazanych z firma PPL
Therapeutics udalo sie uzyskac¢ homozygotyczne pod wzgledem inaktywowanego genu
zwierzeta transgeniczne [7, 8].

Uklad dopelniacza i jego regulacja

Czynnikiem decydujacym o szybkim odrzuceniu przeszczepu jest wlaczenie u biorcy
tzw. enzymatycznej kaskady dopelniacza. Wystepuja trzy szlaki aktywacji systemu do-
pelniacza: klasyczny, alternatywny oraz lektynowy. Aktywacja klasycznego szlaku roz-
poczyna sie zwiazaniem obcego antygenu przez specyficzne przeciwcialo (IgM, IgG1,
2 lub 3), w wyniku ktérego powstaje kompleks immunologiczny. Nastepnie biatko C1,
zbudowane z podjednostek Clq, Clr oraz Cls wiaze sie z odpowiednimi domenami
przeciwcial kompleksu immunologicznego.

W klasycznym szlaku aktywacja biatka C1 inicjowana jest przez kompleks antygen-
przeciwciato. Jednakze biatko C1 moze by¢ aktywowane bez udzialu przeciwcial. Lek-
tyna wigzaca mannoze MBL (ang. mannan-binding lectin) jest cztonkiem rodziny kolek-
tyn, wystepujacym w surowicy i wigzacym sie z koricowymi grupami mannozy, znaj-
dujacymi sie na powierzchni komdrek bakterii. MBL wspéldziala i aktywuje zaréwno
kompleks Clr21s2, jak i proenzym MASP (ang. MBL, associated serine protease)
odznaczajacy sie wysoka homologia z C1r i Cls. Aktywowany MASP trawi sktadnik C4
i C2, aktywujac w ten sposob kaskade enzymatyczng dopekiacza.

Alternatywny szlak ukladu dopelniacza jest aktywowany bez udzialu przeciwcial.
Umozliwia szybka odpowiedZ na atak mikroorganizmoéw, zanim pojawi sie bardziej pre-
cyzyjna i skuteczna odpowiedZ immunologiczna z udzialem specyficznych przeciwcial.
Aktywacja alternatywnego szlaku jest indukowana niskim poziomem hydrolizy skfadnika
C3 w surowicy.

Koricowym etapem kaskady enzymatycznej dopetniacza prowadzacej do lizy komor-
ki jest utworzenie kompleksu atakujacego blone.

Aby zapobiec nadostrej reakcji immunologicznej, mozliwe jest wprowadzenie do
genomu $win genéw czlowieka regulujacych kaskade enzymatyczna dopelniacza [9].
Uktad dopelniacza moze ulegaé spontanicznej autoaktywacji i atakowaé komoérki wias-
nego organizmu. Na szczegdlng uwage, ze wzgledu na mozliwo$¢ zastosowania na
potrzeby ksenotransplantacji, zastuguja czynnik DAF, czynnik MCP oraz czynnik CD59.

Czynnik CD59 (MIRL, ang. membrane inhibitor of reactive lysis) zapobiega formo-
waniu kompleksu atakujacego btone komérkowa. Przyjmuje sie, ze czynnik CD59 wiaze
sie ze skladnikiem C8 i C9, blokujac polimeryzacje czynnika C9 i wej$cie kompleksu do
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btony [10]. W ten sposéb czynnik CD59 chroni komdrki przed zniszczeniem, Trwata
ekspresja czynnika CD59 czlowieka chroni in vitro komdrki ksenoprzeszczepu przed
zniszczeniem przez uklad dopelniacza, a skutecznosé¢ ochrony zalezy od poziomu
ekspresji transgenu na powierzchni komérek (11). Uzyskane wyniki sugerowaly, ze
przeszczep organow transgenicznych $win z wysokim poziomem ekspresji czynnika
CD59 moze by¢ odporny na atak uktadu dopelniacza cztowieka. Do modyfikacji genomu
$wini wykorzystano konstrukcje genowe, ktére umozliwily uzyskanie wysokiego po-
ziomu ekspresji w réznych typach komdrek i tkanek, wlacznie z komérkami srédblonka
naczyniowego [12-14].
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Czynnik DAF (CD55) (ang. decay accelerating factor) - czynnik przyspieszajacy
rozklad - reguluje podatnos¢ komérek na atak dopelniacza [10]. Przez wiazanie sklad-
nika C4b i C3b blokuje tworzenie sie funkcjonalnego kompleksu konwertazy C3 i Cb
oraz powoduje dysocjacje juz uformowanego enzymu. Uwalnia skladnik C2 i C2a oraz
B i Bb odpowiednio z konwertazy drogi klasycznej i alternatywnej. Czynnik DAF,
ulegajacy ekspresji we wszystkich tkankach i organach transgenicznych $win, nie miat
negatywnego wplywu na zdrowie, rozwdj i reprodukcje transgenicznych zwierzat [15].
Serca tych transgenicznych $wini poddane perfuzji ex vivo byly oporne na atak uktadu
dopekiacza czlowieka. Czynnik DAF chronit serce transgenicznej §wini przeszczepione
pawianom przed zniszczeniem w wyniku nadostrego odrzucenia [16]. Nerki transge-
nicznych zwierzat przeszczepione makakom, ktére zostaly poddane splenektomiiiktdre
otrzymywaly leki immunosupresyjne oraz rekombinowana erytropoetyne, funkcjonowaty
w najlepszym przypadku przez 78 dni [17].

Czynnik MCP (CD46) (ang. membrane cofactor protein) - btonowy kofaktor bial-
kowy - blokuje formowanie sie kompleksu konwertazy C3 zaréwno w klasycznym, jak
ialternatywnym szlaku aktywacji uktadu dopelniacza, chronigc komdérki, na powierzchni
ktérych ulega ekspresji [10]. Uzyskanie transgenicznych swin wykazujacych ekspresje
czynnika CD46 jest waznym osiggnieciem w dziataniach zmierzajacych do calkowitego
wyeliminowania nadostrej reakcji odrzucenia [18]. Ekspresja czynnika CD46 u czlo-
wieka jest komérkowo i tkankowo specyficzna. Podobng komérkowo i tkankowo specy-
ficzna ekspresje transgenu udalo sie zachowac u transgenicznych zwierzat. Serce trans-
genicznej $wini przeszczepione pawianowi, przy jednoczesnym stosowaniu lekéw immu-
nosupresyjnych, w najlepszym przypadku zostalo odrzucone dopiero po 23 dniach, pod-
czas gdy serca pochodzace od nietransgenicznych §win byly odrzucane w ciagu 60-90
minut. Ekspresja czynnika CD46 chronila organ przed zniszczeniem przez uktad do-
pelniacza pawiana.

Modyfikacja bialek powierzchniowych komérki dawcy

Enzym al,2-fukozylotransferaza (transferaza H) wykorzystuje ten sam akceptor
N-acetylolaktozoamine (N-lac), co al,3-galaktozylotransferaza [19]. Enzym katalizuje re-
akcje przylaczenia reszty fukozy, co prowadzi do utworzenia tzw. struktury H. Wpro-
wadzenie do organizmu dawcy dodatkowych kopii enzymu ol,2-fukozylotransferazy
umozliwitoby modyfikacje bialek powierzchniowych komérek dawcy, co ograniczyloby
immunogennos¢ [20-22]. Mozliwe jest réwniez wykorzystanie innych glikozylotrans-
feraz, takich jak a2,6-sjalilotransferaza czy o2,3-sjalilotransferaza [23].

Whprowadzenie genu kodujacego enzym o-galaktozydaze do genomu $wini umozli-
wiloby uzyskanie narzadéw do przeszczepéw z obnizong ilo$cia epitopu Gal na powierz-
chni komdrek. Poniewaz o-galaktozydaza nie eliminuje calkowicie reszt o-D-galaktozy
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z antygenu Gal, sugeruje sie wykorzystanie jednocze$nie enzymu a-galaktozydazy oraz
enzymu al,2-fukozylotransferazy [24].

System krzepniecia i jego regulacja

Modyfikacje bialek wystepujacych na powierzchni komérek, prowadzace do catko-
witego usuniecia lub znacznego zredukowania iloéci antygenu Gal zapobiegaja aktywacji
ukladu dopelniacza. W tej sytuacji gléwna przyczyna odrzucenia przeszczepu staja sie
zaburzenia regulacji ukladu krzepniecia wewnatrz przeszczepu oraz reakcje komérkowe
z udzialem makrofagéw, neutrofili, komérek NK i limfocytéw T.

Drobne réznice genetyczne, wystepujace miedzy organizmem biorcy a dawca prze-
szczepianego narzadu, moga prowadzi¢ do zachwiania réwnowagi miedzy prokoagula-
cyjna i antykoagulacyjng aktywnoscia systemu krzepniecia, co w konsekwencji prowadzi
do tzw. opdznionego odrzucenia ksenoprzeszczepu (DXR, ang. delayed xenograft
rejection). Trombomodulina §wini wiaze trombine czlowieka slabiej, dlatego nie akty-
wuje biatka C [25, 26]. TFPI swini jest nieefektywnym inhibitorem czynnika Xa czlo-
wieka [27]. Réznice pomiedzy czynnikiem von Willebranda cztowieka i §wini prowadza
do aktywacji i agregacji plytek czlowieka [28].

Perspektywy

Duze nadzieje wiaze sie z mozliwo$cia wywolania stanu tolerancji immunologicznej,
ktéra rozwiazalaby szereg problemdéw zwiazanych z odrzuceniem przeszczepu. Swoista
tolerancja immunologiczna jest stanem, w ktérym uklad odpornosciowy nie rozwija
odpowiedzi skierowanej przeciwko konkretnemu antygenowi lub grupie antygendw,
zachowujac jednocze$nie mozliwo$¢ odpowiedzi przeciw pozostalym antygenom. W od-
niesieniu do transplantacji narzadowych tolerancja jest stanem braku odpowiedzi na
antygeny przeszczepu bez koniecznos$ci stosowania przewleklego leczenia immuno-
supresyjnego. W przypadku ksenotransplantacji wywolanie tolerancji immunologicznej
jest bardziej skomplikowane. Podejmowane s3 jednak préby jej wywolania. Proponuje
sie dwa podejscia w celu osiagniecia swoistej tolerancji. Pierwszym jest wywolanie
tolerancji przez uzyskanie chimeryzmu molekularnego. Metoda ta polega na auto-
logicznej transplantacji szpiku, do komdrek ktérego wprowadzono wczes$niej gen al,3-
galaktozylotransferazy $wini. Produkcja antygenu Gal przez zmienione genetycznie
komdrki wywoluje tolerancje na ten antygen. Drugim podejSciem jest uzyskanie
chimeryzmu komérek hematopoetycznych. W tym celu proponuje sie transplantacje
ksenogenicznych komdrek progenitorowych szpiku z jednoczesna tymektomia [29].
przyniesie z calg pewnoscig liczne korzy$ci terapeutyczne, nalezy jednak pamietad
o ryzyku zwiazanym z tego rodzaju zabiegami. Szczegélna uwaga powinna by¢ zwrécona
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na niezgodno$c funkcjonalng przeszczepianych narzadéw $wini w stosunku do organéw
czlowieka oraz potencjalne mozliwosci przeniesienia infekcji na cztowieka i jej skutki.
Ze wzgledu na mala liczbe doswiadczen Kklinicznych brak jest dostatecznych, rozstrzy-
gajacych wynikéw potwierdzajacych bezpieczenistwo tego rodzaju zabiegéw. Niezgod-
nos$¢ metaboliczna dotyczy przede wszystkim niekompatybilnosci enzyméw i ich recep-
toréw. Niektére enzymy, np. proteazy, s3 specyficzne gatunkowo i moga nie dzialaé
odpowiednio w ksenogenicznym $rodowisku. Albumina $wini rézni sie w 35% od albu-
miny czlowieka, erytropoetyna w 18%, natomiast dopelniacz w 30% [30]. Takie réznice
moga powodowac nie tylko zaburzenia czynno$ci przeszczepu, ale takze catego orga-
nizmu.

Rozwazajac zagrozenia zwigzane z mozliwoscia przeniesienia zakazenia na czlowie-
ka, szczegdlng uwage nalezy zwrdcic na ekspozycje pacjenta na znane i nieznane pato-
geny przy znacznym poziomie immunosupresji wymaganym w przeszczepieniu narzadu
odzwierzecego. Aby zmniejszy¢ potencjalne ryzyko zakazenia, postuluje sie zastoso-
wanie krétkich interferujacych RNA (siRNA) w transgenezie $wiri przeznaczonych do
ksenotransplantacji (31). Niekompatybilno§é w zakresie MHC moze takze stwarzaé
problem w skutecznej odpowiedzi immunologicznej na nowy czynnik chorobotwdrczy,
ktéry ponadto w nowym $rodowisku, jakim jest organizm czlowieka, moze nabywaé
odmiennych wlasciwosci, co potencjalnie bedzie powodowaé nieznane do tej pory
zespoly kliniczne [32].

Metody uzyskiwania zwierzat transgenicznych

Najstarsza i najczesciej stosowana technika wprowadzania egzogennej informacji
genetycznej jest technika mikroiniekcji DNA. Technika mikroiniekcji DNA do przed-
jadrza zaplodnionej komdrki jajowe] i jej modyfikacje, tzn. mikroiniekcja do pecherzyka
zarodkowego niedojrzalego oocytu lub do jader komérkowych zarodka dwukomérko-
wego, okreslane sa dzisiaj mianem techniki standardowej [34-36]. Praktycznie wszystkie
transgeniczne ssaki, jakie do tej pory udalo sie uzyskaé, wyprodukowano, stosujac te
technike. Niewielka liczbe transgenicznych osobnikéw (§winie, kozy i bydlo) udalo sie
uzyskad przez zastosowanie rekombinacji homologicznej (knock-ouf) w polaczeniu z klo-
nowaniem,

Mikroiniekcja DNA pozostaje nadal podstawowa technika uzyskiwania transgenicz-
nych $win. Nalezy nadmienid, ze wspéliczesna biotechnologia dysponuje réwniez innymi
metodami, ktére pozwalaja uzyskiwac transgeniczne §winie. Nalezg do nich: klonowanie
jader transformowanych komérek somatycznych, wykorzystanie komoérek macierzystych
oraz zmodyfikowanych plemnikéw jako nos$nikéw egzogennego DNA. Wymienione
metody cechuje jednak bardzo niska wydajno$c, brak powtarzalnych wynikéw w przy-
padku zastosowania zmodyfikowanych plemnikéw, trudno$ci z uzyskaniem stabilnych
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linii komdérek macierzystych, a w przypadku klonowania powszechnie znane problemy
dotyczace tej metody, np. wczesna zamieralnosé plodéw czy wady genetyczne [37-39].
Zabieg mikroiniekcji DNA przeprowadza sie przy uzyciu pary mikromanipulatoréw
(jeden do manipulacji zygotami, drugi do iniekcji) pod mikroskopem odwréconym.

Wydajnos$¢ metody mikroiniekcji jest stosunkowo niska, odsetek transgenicznych
osobnikéw mozliwych do uzyskania w odniesieniu do liczby zaplodnionych komdrek
jajowych poddanych mikroiniekcji wynosi u $wini 2-3%. Na wydajno$¢ metody wplywa
réwniez stezenie DNA, standardowo wynosi 2-4 ng/ul, czystos$¢ roztworu DNA i sto-
sowany bufor. Wazna jest takze wielko$¢ wprowadzanego odcinka DNA, ktéra w za-
leznosci od rodzaju wektora, wielkosci promotora i genu waha sie od kilkuset do kilku
tysiecy par zasad, im dtuzszy odcinek DNA jest wprowadzany, tym prawdopodobieristwo
integracji jest mniejsze. Kolejne czynniki stanowia forma wprowadzanego wektora,
kolista czy linearna z tepymi lub lepkimi koricami, jak réwniez rodzaj zastosowanego
promotora [33, 34, 36, 40, 41].

Po przeprowadzeniu mikroiniekcji zygoty ocenia sie morfologicznie i zygoty z uszko-
dzong cytoplazma sa eliminowane. Prawidlowe morfologicznie, transformowane zygoty
przeszczepia sie nastepnie chirurgicznie do jajowodéw zsynchronizowanych loch
biorczyn (synchronizacja hormonalna cyklu rujowego biorczyn - czas cyklu rujowego
biorczyni musi by¢ zsynchronizowany z czasem cyklu rozwojowego transformowanych
zygot lub zarodkéw).

Ksenotransplantacja — kwestie etyczne, spoleczne, prawne i religijne

Idea ksenotransplantacji wywoluje zrozumiale pytania natury etycznej, prawnej,
religijnej i swiatopogladowej. Sg one przedmiotem dyskusji prowadzonej miedzy
zwolennikami zréznicowanych pogladow, a lista argumentéw ulega cigglym zmianom
1 jest otwarta. Dyskusja ta powinna mie¢ wplyw na kierunki rozwoju uregulowan praw-
nych, odnoszacych sie posrednio lub bezposrednio do ksenotransplantacji.

Ksenotransplantacje, précz odpowiedzi na najbardziej zasadniczy problem, jakim
jest niedostatek organéw, tkanek, etc., odznaczaja sie szeregiem innych potencjalnych
zalet.

W krajach, w ktérych allotransplantacje nie sa akceptowane ze wzgledow religij-
nych, ksenotransplantacje moga stac sie dopuszczalna alternatywa.

Parametry konkretnego produktu ksenotransplantacyjnego moga by¢ bardzo doklad-
nie zbadane i opisane przed transplantacja. Dodatkowo sam zabieg moze byc precy-
zyjnie zaplanowany takze pod wzgledem wyboru optymalnego terminu. Wszelkie
negatywne konsekwencje charakterystyczne dla transplantacji organéw pozyskanych
od zmarlych dawcéw (np. patofizjologiczny wplyw $mierci mézgu na organy) nie beda
mialy w tym przypadku miejsca.
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Szeroki i udokumentowany dostep do organéw moze sprawié, ze réwniez kryteria
doboru biorcéw moga zostac poszerzone.

Fakt, ze produkty ksenotransplantacyjne pozyskiwane beda w warunkach pelnej
kontroli oraz to, Ze inzynieria genetyczna pozwala na precyzyjne dostosowywanie ich
parametréw, moze zwiekszy¢ skutecznosé przeszczepow z punktu widzenia immunolo-
gicznego.

Etapem przelomowym, ktéry zapewne zdecyduje o dalszym rozwoju ksenotrans-
plantacji, beda testy kliniczne. Na tym etapie pojawia sie szereg zasadniczych pytari:

1) Czy speliony jest warunek, iz spodziewane korzysci w zdecydowany sposéb prze-
wyzszaja potencjalne ryzyko?

2) Czy istnieja mozliwe do zastosowania metody alternatywne pozwalajace pomdéc
pacjentowi, ktéry rozwazany jest jako kandydat do testéw klinicznych?

3) Czy wybdr pacjenta przeznaczonego do uczestnictwa w prébie klinicznej jest odpo-
wiednio uzasadniony?

Zagadnienie, ktére tu rozwazamy, jest zagadnieniem nowym, rézny jest zatem po-
ziom dostosowania i zaawansowania legislacji. Co wiecej, pomiedzy réznymi krajami
moga zaistniec znaczace réznice w przyjete;j filozofii odnoszacej sie do zasad tworzenia
regulacji prawnych. Taki problem jest charakterystyczny w sytuacjach, gdy przedmiot
niesie duza zawartos¢ emocjonalna, gdyz nie jest ,obojetny” w zestawieniu z normami
etycznymi, religijnymi lub swiatopogladowymi. W konsekwencji istnieje ryzyko, ze
uregulowania prawne beda sie znacznie réznily na poziomie poszczegélnych krajéw.
Jezeli taka sytuacja zaistnieje w rzeczywistosci, jej negatywnym i bardzo prawdo-
podobnym efektem moze by¢ zjawisko ,ksenoturystyki”, a wiec przemieszczania sie
(réwniez zorganizowanego) pacjentéw z kraju, gdzie nie moga by¢ poddani zabiegowi
ksenotransplantacji, do kraju, gdzie taki zabieg jest mozliwy. Wydaje sie, ze najskutecz-
niejszym sposobem zapobiegania takiemu ryzyku jest miedzynarodowa wspodlpraca
zaréwno zespoléw badawczych, srodowisk medycznych, jak i prawodawcow [42, 44].

Czynnikiem, o ktérym w szczegdlnosci Srodowiska naukowe i medyczne zaangazo-
wane w projekty ksenotransplantacyjne nie powinny zapominacd, jest odbidr spoleczny
idei ksenotransplantacji. W rzeczywistosci bowiem to spoteczeristwo (chocéby sila
swoich gloséw i opinii publicznej) bedzie decydowato o rozwoju tej koncepcji. Rolg wy-
mienionych $rodowisk jest cierpliwe, systematyczne i zgodne ze stanem faktycznym
informowanie o oczekiwanych korzysciach, zagrozeniach i znakach zapytania zwigza-
nych z ksenotransplantacjami. Dobrym przykladem takiej wspélpracy jest opracowany
przez czotowych przedstawicieli §rodowisk naukowych wspdlnie z Watykanem dokument
precyzujacy stanowisko Stolicy Apostolskiej odnognie ksenotransplantacji [42, 43, 45].

Trzy wielkie religie monoteistyczne: chrzescijaristwo, judaizm i islam mimo dzie-
lacych je réznic posiadaja wiele wspdlnych lub podobnych sposobéw oceny zachodza-
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cych proceséw, zdarzer i wyboréw. Sprawia to, ze maja wspélne zasadnicze pers-
pektywy oceny ksenotransplantacji.

W wielu religiach niemonoteistycznych (np. w Japonii czy Indiach), gdzie allotrans-
plantacje z wykorzystaniem organéw ludzi martwych nie sg dopuszczalne, ksenotrans-
plantacje moga okaza¢ sie znaczacym przelomem. Sposéb oceny ksenotransplantacji
jest zasadniczo rézny w przypadku buddyzmu i hinduizmu, chocéby ze wzgledu na inny
poglad na relacje czlowiek — zwierze. Niemniej obydwie te religie pozostawiaja osta-
teczna decyzje w sferze sumienia kazdego z ludzi [42].

Jak wynika z tego krotkiego przegladu kwestii zwigzanych z ksenotransplantacja,
znajdujemy sie u poczatku drogi, traktujemy zatem te publikacje jako pewien rodzaj
wprowadzenia do dyskusji.

Ksenotransplantacja — krajowe badania i wyniki

Od ponad dwdch lat w ramach projektu zamawianego Ministerstwa Nauki i Informa-
tyzacji realizowany jest polski projekt ksenotransplatacyjny, w ktérym uczestniczy
11 zespoléw badawczych, reprezentujacych rézne specjalnosci naukowe takie, jak: bio-
logia molekularna, embriologia, wirusologia, immunologia oraz chrurgia transplatacyjna.
Podstawowym celem projektu jest uzyskanie transgenicznych $win dla konstrukcji
genowych, obnizajgcych bariere immunologiczng czlowiek - swinia.

Pierwszym celem prowadzonych badan bylo uzyskanie transgenicznych swin z ge-
nem al,2-fukozylotransferazy czlowieka przy zastosowaniu standardowej techniki mikro-
iniekcji DNA do zaplodnionych komdrek jajowych $wini. W pracach wykorzystano
konstrukcje genowa o charakterze konkurencyjnym, ktérej zadaniem jest wprowadzenie
do komoérek $wini genéw kodujacych enzymy swoiste dla tego samego substratu, co
endogenny enzym dawcy [46, 47]. Przygotowana konstrukcja genowa, zawierajaca gen
al,2-fukozylotransferazy czlowieka, konkuruje z al,3-galaktozylotransferaza o ten sam
substrat N-acetylolaktozoamine. Wprowadzenie do genomu $wini genu ol,2-fukozylo-
transferazy czlowieka ma spowodowacé maskowanie epitopu przez zmniejszenie powi-
nowactwa przeciwcial anty-Gal. Zmniejszenie powinowactwa przeciwcial anty-Gal
w ukladzie §winia-czlowiek moze obnizy¢ immunologiczng bariere miedzygatunkowa
1 zminimalizowac ryzyko odrzucenia przeszczepu [46-48]. W badaniach wlasnych do
przedjadrzy zaplodnionych komdrek jajowych $wini wprowadzano wektor CMV:Futll
z genem al,2-fukozylotransferazy sklonowanym w plazmidzie pGT-N29.

W realizowanym projekcie z zakresu ksenotransplantacji zabiegowi mikroiniekcji
transgenem CMV:Futll poddano 1870 zaplodnionych komdrek jajowych swini uzyska-
nych od 135 dawczyn (14 zygot/szt.). Zygoty przeszczepiono do jajowodéw 57 zsyn-
chronizowanych biorczyn (Srednio 32 zygoty/szt.). Od 26 loch (46%) uzyskano 117 pro-
sigt. Analiza molekularna genomowego DNA potencjalnie transgenicznych osobnikéw
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wykazata obecno$é wprowadzonego genu u jednego knura — TG1154. Badania integracji

wprowadzonego genu zostaly potwierdzone przez wykonanie analizy metoda FISH,
gdzie lokalizacje transgenu wykazano na chromosomie 14928 u knura TG1154.

Tabela 1. Efektywnos$¢ transgenezy — gen CMV:FUTII

. Liczba
Liczba tencjal | Liczb Osobniki
- icz iki
Liczba | Liczba | uzyskanych | Liczba | PO 9 208 Liczba | 0
Gen . . . . . | nie transge- | prosnych . trans-
dawczyn | owulacji | komdrek | biorczyni R R . | prosiat K
.. nicznych | biorczyn geniczne
jajowych
zygot
CMV:
135 3752 2776 57 1870 26 117 1
FUTII

W wyniku przeprowadzonych prac uzyskano transgenicznego knura TG1154. Jest
to pierwsza w Polsce transgeniczna $winia, ktérej genotyp zmodyfikowano na potrzeby
ksenotransplantacji. Oczywistym jest, ze jeden transgeniczny osobnik nie rozwiaze pro-
blemu zwigzanego z niedoborem odpowiednich organéw do transplantacji u ludzi.
Ponadto modyfikacja genomu, jaka uzyskano, dotyczy tylko pojedynczego genu, dlatego
trwaja prace nad uzyskaniem transgenicznych §win, ktére beda mialy w swoich geno-
mach jak najwiecej genéw minimalizujacych odrzut przeszczepionych organéw. Wiemy
juz prawie wszystko o genomie czlowieka i, teoretycznie, znajomos$¢ ta pozwala na
zlokalizowanie i okreslenie budowy genéw odpowiadajacych za wiekszo$¢ cech uktadu
immunologicznego czlowieka. Gléwna przeszkoda w wykorzystaniu tej wiedzy jest
natury technicznej. Wynika chociazby z faktu, ze dostepne wektory (no$niki egzogennej
informacji genetycznej) maja ograniczona pojemno$é. Na obecnym etapie pozwalaja na
budowanie konstrukcji genowych, ktére moga przenosié pojedyncze geny. Sg one stale
doskonalone. Podejmowane sa préby wprowadzania mieszaniny konstrukcji genowych
w jednakowych proporcjach, np. trzech uzupelniajacych sie lub réznych gendw.
Efektywnosc takiego postepowania jest jednak niska. Geny integruja sie z rézng czes-
toscia, a uzyskanie osobnika o potwierdzonej ekspresji wszystkich wprowadzonych
genow jest praktycznie niemozliwe [49, 50].

Transgenicznego osobnika TG1154 uzyskano w stosunkowo krétkim czasie, bo za-
ledwie w rok od rozpoczecia prac. Jednak osiagnieta w prezentowanych badaniach
efektywno$c transgenezy w odniesieniu do poddanych mikroiniekcji zygot wyniosta za-
ledwie 0,05%, a do uzyskanych osobnikéw 0,9%. Jest to znacznie ponizej teoretycznie
zakladanej efektywnosci transgenezy u swin, ktéra okresla sie w granicach 2% w sto-
sunku do transformowanych zygot [33, 36]. Przyczyna tak niskiej efektywnos$ci moze
by¢ fakt zastosowania silnego promotora ogélnoustrojowego, ktérego ekspresja mogta
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powodowaé obumieranie zarodkéw we wczesnych stadiach rozwojowych, na co wska-
zywalaby liczba uzyskanych prosiat. Z ogélnej liczby 1870 przeszczepionych zygot uzys-
kano 117 prosiat, co stanowi 6,3%.

Nalezy jednak podkresli¢, ze nabyta przez transgenicznego knura cecha, wprowa-
dzona w wyniku przeprowadzonych prac, trwale whudowala sie w jego genom. Swiadczy
o tym analiza przeprowadzona metoda FISH oraz przekazywanie nowo nabytej cechy
na potomstwo. Prawie polowa osobnikéw pokolenia F1 (43,5%), uzyskanych w wyniku
inseminacji nasieniem knura TG1154, posiada odziedziczona po ojcu ceche. Niska efek-
tywno$¢ transgenezy w odniesieniu do mozliwo$ci, jakie stwarza uzyskanie transgenicz-
nych zwierzat, calkowicie rekompensuje poniesione naklady. Réwniez wyniki badan
opublikowanych we wrzesniu 2004 roku sg bardzo satysfakcjonujace, poniewaz roz-
wiewaja w znacznym stopniu obawy dotyczace endogennych retrowiruséw swini jako
potencjalnego Zrédla zakazen po przeszczepie transgenicznych organow [50-52].

Wyselekcjonowane osobniki transgeniczne, po osiagnieciu dojrzalosci i okreslonej
masy ciala, przekazano do dyspozycji zespotom medycznym w celu przeprowadzenia
dalszych badan.
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Xenotransplantation — prospects and limitations

There is a worldwide shortage of organs for clinical transplantation and many patients due to
receive new organs die on the waiting list. It is reasonable to consider that organs from other
species may soon be engineered to minimize the risk of serious rejection and used as an alter-
native to human tissues, possibly ending organ shortages. For most purposes, xenotransplan-
tation will use pigs as the source of tissues and organs. Enormous progress in biotechnology
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and genetic engineering in recent years may help in research on xenotransplantation and
provide solution to the shortage of human allografts. The xenotransplantology is focused on
receiving of genetically modified pigs lacking gene(s) involved in graft rejection by recipients.
Xenotransplantation comprises of several important steps from interdisciplinary areas. The first
step involves preparation of competitive, inactivating and regulatory gene constructs. These
gene constructs should allow (i) knock-out of 1,3 galactosyltransferase (1,3GT) gene, (ii) expres-
sion of complement proteins and (iii) regulate expression of proteins. Transgenic pigs obtained
by injection of gene construct to the fertilized oocytes can be cloned after confirmation of
transgenesis. Transgenic pigs could provide an unlimited source of cells and organs for persons
suffering from organ failure, diabetes or degenerative disorders. This made xenotransplantation
very attractive for biotechnology companies; however the risk for transmission of infectious
disease from animals to humans stays unknown and need extended research.

Key words: biotechnology, genetic engineering, transgenesis, transplantation
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