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163. Na czym polega procedura uzyskiwania zarodkow zwierzat
w warunkach laboratoryjnych — in vitro?

Kompleksowa procedura uzyskiwania zarodkow zwierzat w warunkach
laboratoryjnych (i vitro) obejmuje trzy glowne etapy: 1) pozyskanie
1 przygotowanie gamet do zaptodnienia; oocyty pozyskane z pgcherzy-
kow jajnikowych sg w stadium profazy pierwszej mejozy (diktioten)
1 nie sg gotowe do zaptodnienia, dlatego wymagaja wstepnej inkubacji
okreslanej mianem dojrzewania (ang. i vitro maturation, INM) w celu
osiggni¢cia pelnej kompetencji do zaptodnienia (stadium metafazy
drugiej mejozy), natomiast ejakulowane plemniki poddawane sa pro-
cesowi kapacytacji zmierzajacemu do nabycia petnej ruchliwoSci oraz
przygotowania blony komorkowej plemnika do fuzji ze specyficznymi
receptorami zlokalizowanymi na osfonce przejrzyste] (zona pellucida)
oocytu, 2) zaplodnienie (ang. i vitro fertilization, IVF); etap majacy
na celu uzyskanie zaptodnionych oocytow (zygot), ktory mozna prze-
prowadzi¢ na dwa sposoby: tzw. standardowy polegajacy na wspolnej
inkubacji gamet albo wspomagany, polegajacy na mikrochirurgicznym
wprowadzeniu jednego plemnika do cytoplazmy oocytu (ang. intra-
oytoplasmic sperm injection, 1CSI), 3) inkubacja zarodkow (ang. i vitro
culture, IVC) okre$lana takze mianem ,hodowli zarodkow”. Wszystkie
etapy procedury prowadzone sg w specjalistycznym inkubatorze kon-
trolujgcym szereg parametrow Srodowiska (skiad atmosfery gazowej, na
przyktad 5% CO, w powietrzu, temperatura, wilgotnosSc).

164. Jakie sg podstawowe zrodla gamet (oocytow, plemnikow) w pro-
cedurze uzyskiwania zarodkow zwierzat in vitro?

Stopien trudno$ci w pozyskiwaniu gamet do procedury IVM/IVF/IVC
znacznie si¢ r6zni w odniesieniu do gamet meskich i zenskich. Podczas

gdy plemniki zwierzat sg dostgpne w ofercie komercyjnych firm zaj-
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mujacych sie sprzedaza nasienia mrozonego (np. bydio) lub swiezego
(np. $winia domowa), pozyskanie oocytow jest bardziej skomplikowane.
Oocyty rozwijajg si¢ w gonadach zenskich (jajniki) zlokalizowanych
w jamie ciala w wyspecjalizowanych strukturach zwanych pecherzy-
kami jajnikowymi. Istniejg dwa zrodia oocytow: jajniki samic podda-
wanych komercyjnemu ubojowi i jajniki zywych zwierzat, poddanych
procedurze przyzyciowego pozyskiwania oocytdow (ang. ovum pick-up,
OPU). Podczas gdy rzeznia jest zrodiem duzej iloSci tatwo dostepnego
materiatu, to procedura OPU dotyczy pojedynczych zwierzat i wymaga
wyspecjalizowanego personelu oraz sprzetu. Ponadto samice poddawa-
ne procedurze OPU reprezentujg zwykle grupe najcenniejszych pod
wzgledem hodowlanym zwierzat w stadzie.

Najczesciej stosowanym sposobem pozyskiwania oocytow jest aspi-
racja zawartosci pecherzykow jajnikowych, w tym oocytow, przy uzyciu
strzykawki z igla. Taki uproszczony system stosuje si¢ w laboratorium
w odniesieniu do jajnikdow rzeznianych, natomiast przyzyciowe pozyski-
wanie wymaga uzycia zestawu USG z glowicg dopochwowa wyposazong
w system aspiracji. W tym przypadku oocyty pozyskuje si¢ bezposrednio
z jajnikow zywego zwierze¢cia przeprowadzajac igle przez Sciang pochwy
1 naktuwajac poszczegdlne pecherzyki jajnikowe, kontrolujac jednocze-
$nie czynno$ci na monitorze USG. Zabieg przyzyciowego pozyskiwania
oocytow (OPU) stosuje si¢ coraz czescie] we wspomaganym rozrodzie
zwierzat (pierwsze doniesienie u bydta w 1992 r.). Jest takze standardo-
wym elementem procedury pozyskiwania iz vitro zarodkow czlowieka.

Czy zarodki zwierzat pozyskane in vitro sa podobne do zarodkow
pozyskanych in vive?

Dostepna jest bardzo bogata literatura porownujaca cechy przedimplan-
tacyjnych zarodkow zwierzat pozyskanych iz vivo 1 in vitro. W ocenie
zarodkow bydta jako punkt odniesienia przyjeto tzw. ztoty standard
(ang. gold standard). Odpowiada on charakterystyce zarodkow pozy-
skanych 7 vivo majacych prawidtowa morfologie i dynamike rozwoju.
Przyjmuje sie, ze dynamika rozwoju przedimplantacyjnych zarodkow
zwierzat, rozumiana jako czas osiggania poszczegolnych stadiow, jest
zblizona w obu systemach. Pewne cechy zarodkow pozyskanych 2z vitro
odbiegaja jednak od parametrow ztotego standardu. Dotyczy to miedzy
innymi morfologii i aktywnoSci transkrypcyjnej genow. Dobrym przy-
ktadem jest proces silnego zwierania si¢ (kompakcji) komorek zarodka
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zachodzacy w stadium moruli (u bydta okoto 30 komorek, pigty dzien
po zaptodnieniu). W warunkach 7z vivo kompakcja jest znacznie silniej-
sza 1 rozfozona w czasie, podczas gdy w warunkach 7 vitro przebiega
szybciej 1 w ograniczonym zakresie. Wykazano jednak, ze w pewnym
zakresie zarodek moze kompensowac te niedoskonatosci. Przyjmuje
si¢, ze odsetek cigz bydla wynikajacych z przeniesienia zarodkow pozy-
skanych  vitro (40-50%) jest nizszy w porownaniu z zarodkami pozy-
skanymi iz vivo (60-75%). Nalezy jednak pamigtaé, ze cze$¢ zarodkow
pozyskanych iz vivo takze wykazuje nieprawidlowosci rozwojowe 1 nie
spetnia wymagan zlotego standardu. Zjawisko to wida¢ w komercyjnie
monitorowanych parametrach rozrodu, na przyktad u bydta przyjmuje
sie, ze ponad 90% owulowanych oocytow ulega zaptodnieniu 2 vivo,
podczas gdy odsetek urodzonych cielgt waha si¢c miedzy 40 a 55%.
Na to zjawisko skfada si¢ wiele parametrow (np. stan zdrowia i wiek
samicy), ale takze duza skala fizjologicznej zamieralno$ci zarodkow
(okoto 40% zaptodnionych oocytow).

166. Czy zarodki zwierzat pozyskane in vitro stanowiq alternatywe
dla zarodkow pozyskanych w warunkach naturalnych - in vive?

Pierwsze ciele wywodzace si¢ z zarodka uzyskanego po zastosowaniu
kompleksowej procedury IVM/IVF/IVC urodzilo si¢ w 1987 r. Pomimo
duzego zainteresowania hodowcow zwierzat zarodkami pozyskanymi
w warunkach 7 vitro skala ich wykorzystania wigze si¢ bezposrednio
z efektywnoscig procedury IVM/IVF/IVC roznigcg si¢ znacznie mi¢dzy
gatunkami. W najwickszym zakresie zarodki pozyskane i vitro wyko-
rzystuje si¢ w hodowli bydta. Zgodnie z danymi Mi¢dzynarodowego
Towarzystwa Technologii Zarodkow IETS (ang. International Embryo
Technology Society) dotyczacymi bydia, w skali globalnej liczba zarodkow
pozyskanych iz vitro 1 przeniesionych do biorczyn (757 652) w 2017 r.
przewyzszyla liczbe zarodkow pozyskanych z vivo (406 287). W stosun-
ku do 2016 r. udzial zarodkdow pozyskanych 7z vivo w calej puli zarod-
kow bydta wzrost o 48,9%. Mozna zatem stwierdzi¢, ze w odniesieniu
do bydta zarodki pozyskane iz vitro stanowig peing alternatywe dla
zarodkow pozyskanych 7z vivo. W przypadku innych gatunkow zwie-
rzat gospodarskich zakres wykorzystywania zarodkow IVF jest znacznie
mniejszy, na przyktad w 2017 r. przeniesiono 21 011 zarodkéw koni,
w tym 543 zarodkow pozyskanych uz vitro (okoto 2,6%). U owiec zarodki
pozyskane iz vitro stanowily zaledwie 0,004% (55/12 626).
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Jaka jest efektywnos¢ uzyskiwania zarodkow zwierzat in vitro?

Efektywnos¢ kompleksowej procedury IVM/IVF/IVC jest bardzo zr6z-
nicowana mi¢dzy gatunkami zwierzat 1 w duzej mierze odzwierciedla
aktualny stan wiedzy na temat biologii rozrodu danego gatunku. Ru-
tynowo stosowanym parametrem obrazujagcym skutecznos$¢ tej proce-
dury jest procent zarodkdw osiagajacych stadium blastocysty (bydto
6-9 dziefn po zaptodnieniu). Jest to najbardziej zaawansowane pod
wzgledem rozwojowym stadium przedimplantacyjnego rozwoju zarod-
ka ssakow mozliwe do uzyskania w laboratorium. Odsetek zarodkow
osiggajacych stadium blastocysty wyrazony stosunkiem liczby blasto-
cyst do liczby oocytow poddanych zaplodnieniu zalezy od gatunku
1 wynosi: 30-40% u bydta 1 owcy oraz 25-35% u konia. W przypadku
swini domowe] nalezy uwzgledni¢ wysoka czestos¢ nieprawidlowosci
przy zaplodnieniu polegajacej na penetracji oocytu przez wigcej niz
jeden plemnik (polispermia). Dlatego publikowane dane uwzgledniajg
to zjawisko, odnoszac procent blastocyst do prawidtowo zaptodnionych
zarodkow (monospermia). Udzial blastocyst $wini waha si¢ od 30% do
40%. Najwickszym wyzwaniem dla embriologow zwierzat okazuje si¢
pies domowy, u ktorego tylko okazjonalnie uzyskuje si¢ pojedyncze
blastocysty.

Przez jaki czas po zaplodnieniu in vitro zarodki moga rozwijac
sie¢ w inkubatorze przed ich przeniesieniem do macicy matki
zastepczej (biorczyni)?

W warunkach laboratoryjnych zarodki ssakow moga rozwijac si¢ z zacho-
waniem potencjatu rozwojowego przez kilka dni po zaplodnieniu, az do
uzyskania stadium blastocysty (np. bydto 6-9 dzieh po zaptodnieniu,
swinia domowa 6 dzien). Jest to okres rozwoju przedimplantacyjnego,
czyli w warunkach naturalnych (zz vivo) zarodek dopiero przygotowuje
si¢ do interakcji z uktadem rozrodczym samicy 1 implantacji. Czas in-
kubacji zarodkow zalezy od gatunku zwierzecia oraz zalozonego celu.
W odniesieniu do hodowli zwierzat celem jest zwykle uzyskanie za-
rodkow w stadium blastocysty, ktore mozna skutecznie przenies¢ do
macicy matki zastgpczej (biorczyni) w celu implantacji i rozwoju plodu
lub podda¢ mrozeniu (kriokonserwacji) 1 przechowywaniu.
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169. Czy procedura pozyskiwania zarodkow zwierzat in vitro rézni
si¢ od procedury stosowanej u ludzi?

Podstawowa rozbieznos$¢ rutynowo stosowanego protokotu pozyskiwania
mn vitro zarodkdow zwierzat 1 cztowieka dotyczy warunkow przygotowy-
wania oocytow do zaptodnienia (proces dojrzewania). Oocyty zwierzat
pozyskuje si¢ z mniejszych, rosngcych pecherzykow jajnikowych, ktore
nie sg jeszcze gotowe do owulacji 1 w naturalnych warunkach tylko
nieliczne z nich uleglyby owulacji w kolejnych cyklach. Takie oocyty,
znajdujace sic¢ w stadium profazy pierwszej mejozy (diktioten), sg okre-
slane mianem ,niedojrzatych” i przed zaptodnieniem wymagaja dodat-
kowej inkubacji (dojrzewania) 7z vitro (np. u bydia 24 godziny, u §wini
44 godziny). W odrdznieniu od zwierzat w zdecydowanej wigkszoSci
zabiegow IVF u cztowieka oocyty dojrzewaja w jajniku pacjentki hormo-
nalnie przygotowanej do tego zabiegu. Dynamika wzrostu pgcherzykow
jajnikowych jest monitorowana przy uzyciu USG. W Scisle okreslonym
czasie przed owulacjg wykonuje si¢ zabieg przyzyciowego pozyskiwania
oocytow (OPU) w celu pozyskania oocytow dojrzatych do zaplodnienia,
czyli w stadium metafazy drugiej mejozy. Nalezy podkresli¢, ze niektore
kliniki stosujg procedure dojrzewania iz vitro (IVM), jednak biorac pod
uwage skale, takie zabiegi stanowig niewielki odsetek.

Drugim czynnikiem réznicujgcym procedury stosowane u zwierzat
1 cztowieka jest sposob zaplodnienia oocytu. U zwierzat dominuje
wspolna inkubacja gamet, czyli dochodzi do naturalnej penetracji oocy-
tu przez plemnik. Natomiast u czlowieka najczesciej stosuje si¢ zabieg
mikrochirurgicznego wprowadzenia jednego plemnika do cytoplazmy
oocytu (ang. wtracytoplasmic sperm injection, ICSI). Oznacza to, ze nie
dochodzi do penetracji oocytu przez losowy plemnik, a selekcji doko-
nuje embriolog na podstawie parametrow morfologicznych plemnikow.

170. Czy hodowcy zwierzat sa zainteresowani zarodkami o okreslo-
nej plci?

Zainteresowanie hodowcow potomstwem okreslonej plci wynika bez-
posrednio ze specyfiki produkeji zwierzecej. Dobrym przyktadem jest
bydto mleczne. Przyjmuje si¢, ze Srednia dtugosc zycia wysokowydajnej
krowy mlecznej w Polsce wynosi 5 lat, z czym wigze si¢ spora dynami-
ka brakowania (usuwania ze stada 1 przeznaczania ma rzez) zwierzat
1 konieczno$¢ ich zastgpowania przez miode osobniki, co okre$lane jest
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mianem remontu stada. Poniewaz produkcja mleka wigze si¢ z cigza,
dlatego producenci mleka sg glownie zainteresowani zwierz¢tami plci
zenskie;.

Mozliwo$¢ uzyskiwania potomstwa o okreslonej pici pojawila si¢
w 1999 1. wraz z komercyjnym zastosowaniem cytometru przeptywowe-
go do sortowania plemnikéw na podstawie przenoszonego chromosomu
plci. U zwierzat gospodarskich chromosom X jest wickszy od chromo-
somu Y 1 stad zawiera on wiecej] DNA. Cytometr przeplywowy, zwany
w tym przypadku sorterem, dokonuje pomiaru catkowitej zawartosci
DNA w kazdym z plemnikoéw i dzieli populacje gamet na dwie kate-
gorie: przenoszace chromosom X i przenoszace chromosom Y. Roznica
zawartoSci DNA w chromosomach X 1 Y wplywa na zr6znicowang zawar-
tos¢ catkowitego DNA w plemnikach obu kategorii (np. 3,8% u bydla,
3,6% u swini domowej). Sorter pozwala na uzyskanie frakcji zawierajace;j
>90% plemnikow zawierajacych dany chromosom pici. Oznacza to moz-
liwos¢ uzyskania potomstwa o pozadanej plci z prawdopodobiefistwem
>90%. Nalezy pami¢tac, ze dawka nasienia sortowanego jest drozsza od
dawki standardowej (niesortowanej), a skuteczno$¢ unasieniania (od-
setek cigz) jest nizsza (okoto 42%) w porownaniu ze skutecznoscig po
uzyciu nasienia niesortowanego (okofo 52%). Nasienie sortowane wy-
maga zatem dobrej organizacji rozrodu w stadzie i cieszy si¢ zaintereso-
waniem giownie w duzych stadach wysokowydajnych krow mlecznych.
Wedtug IETS w 2017 r. zarodki bydta uzyskane po uzyciu sortowanego
nasienia stanowily w skali globalnej niecate 6% populacji zarodkéw po-
zyskanych 7 vivo. Zainteresowanie nasieniem sortowanym nie ogranicza
si¢ tylko do bydla, gdyz jest stosowane, chociaz w mniejszym zakresie,
takze w rozrodzie koni czy Swin.

Na czym polega procedura przenoszenia zarodkow zwierzat
(ang. embryo transfer, ET)?

Przenoszenie zarodkow w znaczeniu ogolnym polega na pozyskaniu
wickszej liczby zarodkdow od wybitnej samicy (dawczyni), wyptukaniu
ich z jej macicy po kilku dniach od zaplodnienia 1 przeniesieniu do
macicy tzw. matki zastepczej (biorczyni). Ta biotechnika cieszy si¢
szczegolnym zainteresowaniem w hodowli bydta. Bydto jest gatunkiem
monoplodowym (cigza pojedyncza uwazana jest za fizjologiczng) o diu-
gim okresie cigzy (9 miesi¢cy) i uzyskiwaniem hodowlanej dojrzatoSci
do rozrodu $rednio w wieku 18,5 miesigca. Te parametry sprawiaja, ze
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hodowcy zainteresowani sg uzyskiwaniem wickszej liczby potomstwa
od wybitnych samic niz pozwala na to standardowy rozrod. Procedura
przenoszenia zarodkow (ang. embryo transfer, ET) obejmuje nastepu-
jace etapy:

* stymulacje hormonalng dawczyni w celu uzyskania tzw. mnogiej owu-
lacji (superowulacja)

* hormonalng synchronizacje¢ cyklu rujowego dawczyni 1 biorczyn zarod-
kow

* sztuczne unasienianie dawczyni

* wyplukanie 1 ocen¢ morfologii zarodkéw sibdmego dnia po unasienia-
niu, gdy powinny one osiggngé¢ stadium blastocysty

* przeniesienie prawidiowych zarodk6w do macicy przygotowanych bior-
czyn lub ich zamrozenie 1 przechowywanie.

Hormonalna stymulacja dawczyni w celu uzyskania mnogiej owulacji
stwarza warunki do wzrostu 1 owulacji wielu pecherzykow jajnikowych,
podczas gdy w warunkach fizjologicznych w danym cyklu piciowym ga-
tunek monoptodowy owuluje tylko jeden pecherzyk pomimo wzrostu
wickszej ich liczby. Pozostale pecherzyki ulegajg degeneracji. Liczba
zarodkow mozliwych do pozyskania u bydta holsztynsko-fryzyjskiego
(bydto mleczne) po zastosowaniu superowulacji waha si¢ w szerokim
zakresie do ponad 50, ze Srednig wynoszaca okoto 6 zarodkow na zabieg
przeniesienia zarodkow.

172. Jak zostala sklonowana owieczka Dolly?

Zasadnicza istota sukcesu zespolu profesora [ana Wilmuta (Wilmut i in.,
1997) ze szkockiego Roslin Institute polega na tym, ze po raz pierwszy
w historii odtworzono dorostego ssaka z komorki innej niz rozrodcza,
a doktfadnie z calkowicie zr6znicowanej komorki somatycznej. W celu
przeprowadzenia procedury klonowania somatycznego (SCN'T) naukow-
cy pobrali dwa rodzaje komorek: komorke z wymienia owcy (owca A)
oraz dojrzaly do zaplodnienia oocyt od drugiej samicy (owca B).
Oocyt zostal poddany procedurze enukleacji, czyli usunigcia jadra ko-
morkowego, a tym samym jadrowego DNA. Nastepnie komorka soma-
tyczna owcy A zostata mikrochirurgicznie wprowadzona przez iniekcje
do oocytu owcy B uprzednio pozbawionego jadra. W ten sposob po-
wstal jednokomorkowy, klonowany zarodek skfadajacy si¢ z komorki
wymienia oraz oocytu pozbawionego jadra. Dla dalszego rozwoju oba
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elementy tej zrekonstruowanej zygoty poddane zostaly jeszcze fuzji
w polu elektrycznym. Klonowany zarodek zawieral DNA pochodzacy
zarowno z komorki somatycznej (DNA jadrowy i kilka kopii DNA mi-
tochondrialnego owcy A), jak i wielu tysi¢cy kopii mitochondrialne-
go DNA zawartego w cytoplazmie oocytu owcy B. Nastepnie zarodek
zostal wprowadzony do macicy trzeciej owcy, czyli matki zastgpcze;j
(owca C), ktora urodzila owieczke Dolly. Uznaje si¢, ze owca Dolly
byta klonem owcy A. Roznita si¢ jednak od niej mitochondrialnym DNA
pochodzacym z oocytu owey B. Z pewnoscig klonowanie komorek so-
matycznych wyzszych ssakow to ogromny sukces naukowy, stwarzajacy
w istotny sposob nowe mozliwosci w zakresie inzynierii genetycznej,
biomedycyny, hodowli zwierzat i wielu innych dziedzin.

173. Co rozumiemy pod pojeciem ksenotransplantacji?

Ksenotransplantacja to przeszczepianie komorek, tkanek 1 narzagdow po-
mi¢dzy roznymi gatunkami. Wediug U.S. Public Health Service jest to
kazda procedura, ktora obejmuje transplantacje, implantacje czy infuzje
cztowiekowi zywych komorek, tkanek lub organéow pochodzgcych od
zwierzat, a takze ptynow ustrojowych, komorek, tkanek czy narzadow
czlowieka, ktore weszty w kontakt ex vivo ze zwierzgcymi komorkami,
tkankami lub narzadami. Niestety, taki przeszczep jest immunolo-
gicznie wysoce niezgodny, co wynika z roznic genetycznych pomiedzy
dawcg a biorcag. W transplantologii funkcjonuje pojecie gatunkow filo-
genetycznie bliskich (ang. concordant) 1 odlegtych (ang. disconcordant),
a czas przezycia przeszczepu zalezy od dystansu filogenetycznego, jaki
dzieli dawce 1 biorce. W przypadku gatunkow blisko spokrewnionych
proces odrzucenia przeszczepu jest wzglednie diugi 1 wynosi od kilku
godzin do paru dni. W przypadku gatunkow odleglych filogenetycznie
nastepuje bardzo szybko, w ciagu kilkunastu minut. Ksenotransplan-
tacja stala si¢ realna dzicki metodom inzynierii genetycznej, ktora
obniza rozpoznawanie przeszczepu i jego natychmiastowe odrzucanie.

174. Dlaczego potrzebny jest rozw0j ksenotransplantac;ji?

222

Poglebiajacy si¢ z kazdym rokiem niedobor narzagdéw zmusza do po-
szukiwania nowych 1 bardziej skutecznych metod ich pozyskiwania.
Do najwazniejszych z nich mozna zaliczy¢ inzynieri¢ tkankowa, wy-
korzystanie komorek macierzystych, terapi¢ biohybrydows, tworzenie
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sztucznych narzagdow czy bioreaktorow, ktore bedg petnic ich funkceje.
Szczegdlne nadzieje pokiada si¢ w przeszczepianiu zmodyfikowanych
metodami inzynierii genetycznej narzagdow pozyskiwanych od zwierzat,
czyli w ksenotransplantacjach.

175. Jakie zwierzeta moga by¢ zrodtem komorek, tkanek i narzadow
dla cztowieka?

Wybdr dawcy nie jest prostg kwestia. Narzady zwierze¢cia musza w du-
zym stopniu wykazywac podobienstwo do narzadow cztowieka zaré6wno
anatomiczne, jak 1 fizjologiczne. Pod uwage bierze si¢ malpy naczelne
— pawiany (Papio sp.) 1 szympansy (Pan troglotydes), a takze S§wini¢ domo-
wa (Sus scrofa). Naczelne sg filogenetycznie najblizej spokrewnionymi
z cztowiekiem zwierzetami (ang. nonhuman primates, NHPS). Szympansy
1 pawiany byly poczatkowo brane pod uwage jako potencjalni dawcy
ze wzgledu na duze podobienstwo anatomiczne 1 fizjologiczne ich na-
rzagdow do organow czlowieka. Problemem wydaja si¢ by¢ jednak male
rozmiary narzgdow pawiana czy szympansa, a tym samym niemoznoS$¢
wykorzystania na przyktad serca u ludzi dorostych, a jedynie u dzieci
oczekujacych na wiaSciwy alloprzeszczep (przeszcezep od innego czto-
wieka). Podejmowano nawet proby kliniczne z wykorzystaniem organow
pochodzgcych od naczelnych. Pomimo do$¢ owocnych wynikow w ba-
daniach klinicznych, zainteresowanie naczelnymi jako potencjalnymi
dawcami narzadow dla ludzi zmalato z kilku powodow. Malpy sa trudne
w hodowli, majg niskg ptodnos$¢, wydajg na Swiat zazwyczaj tylko jedne-
go potomka i to po do$¢ dtugim okresie cigzy, pozno osiagaja dojrzatosé
plciowa. Wszystko to sprawia, ze zastosowanie kliniczne pochodzacych
od nich narzagdéw potencjalnie byloby rozwigzaniem bardzo drogim.
Mata efektywnosc ich pozyskiwania mogtaby rowniez nie pokry¢ w ca-
toSci zapotrzebowania terapeutycznego na narzady. Ich wykorzystanie
budzi takze ogromny sprzeciw opinii publicznej. Wiele osob uwaza,
ze struktury spoleczne, jakie buduja, oraz inteligencja, jaka posiada-
ja naczelne, ze wzgledow etycznych uniemozliwia ich wykorzystanie
jako dawcow na wielkg skale. Filogenetyczna bliskosc¢ jest jednoczesnie
najsilniejszym atutem i najwicksza barierg. Tak duze podobienstwo
biochemiczne sprawia, ze znaczna cz¢$¢ patogendow wirusowych pawia-
now 1 szympansow jest w stanie z powodzeniem infekowa¢ ludzi. Do
retrowiruso6w mogacych powodowac objawy chorobowe u ludzi zalicza
si¢ w szczegdlnoSci: BaEV (ang. baboon endogenous retrovirus), SIV (ang.
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stmian immunodeficiency virus), STLNV (ang. simian T-lymphotropic virus),
SRV (ang. exogenous simian retrovirus), SEV (ang. simian foamy virus) oraz
wirus SV40 (ang. simian virus).

Ogrom probleméw zwigzanych z wykorzystaniem w ksenotransplan-
tacji gatunkow bliskich wymagat znalezienia potencjalnego dawcy wsrod
gatunkow filogenetycznie odleglych. Optymalnym gatunkiem okazata
sic $winia. Swinie sa fatwe i tanie w hodowli, rozmnazaja si¢ szybko,
majg liczne potomstwo. Zroznicowanie wielkosci wsrod ras pozwala na
dobranie organow o odpowiedniej wielkoSci dla r6znych biorcow. Zwie-
rzeta te tatwo poddajg si¢ zabiegom inzynierii genetycznej. Majg zblizo-
ne parametry anatomiczne i fizjologiczne. Zblizona jest takze osmolar-
nos¢ moczu, wielkos¢ filtracji kigbuszkowej i przeptyw krwi przez nerki.
Podobny jest tez rzut minutowy serca i ciSnienie tetnicze. Niektore
hormony (insulina) oraz czynniki tkankowe (czynnik VIII krzepnie-
cia) dzialaja na organizm czlowieka, co potwierdza ich zastosowanie
w badaniach klinicznych. Perfuzja krwi przez watrobe swini umozliwia
detoksykacje chorych w $pigczce watrobowej. Znaczny dystans filoge-
netyczny jest jednak powodem ogromnych probleméw immunologicz-
nych po przeszczepie, ale potencjalnie zmniejsza ryzyko zakazen wi-
rusowych. Mimo istotnych problem6éw wtasnie na Swini koncentrujg
si¢ obecnie wszystkie badania majace doprowadzi¢ w przysztoSci do
zlikwidowania problemu, jakim jest brak narzagdow do transplantacji
u ludzi. Jednak taki narzad jest dla czlowieka przeszczepem tkanko-
wo wysoce niezgodnym i prawie natychmiast zaczyna by¢ odrzucany
w wyniku tzw. nadostrej reakcji immunologicznej. U czlowieka obec-
ne sg ksenoreaktywne przeciwciata skierowane przeciwko antygenowi
Gal $wini obecnemu na glikolipidach 1 glikoproteinach. Antygen Gal
(Gal-a-1,3-Gal) powstaje w wyniku przylagczenia czasteczki galaktozy
do N-acetylolaktozoaminy wigzaniem a-1,3-glikozydowym przy udzia-
le enzymu a-1,3-galaktozylotransferazy. Zarobwno enzym, jak i reszta
cukrowa nie wystepujg u ludzi i malp Starego Swiata. Sugeruje si¢, ze
u przodkdéw wyzszych naczelnych gen GGTAI kodujacy enzym a-1,3-
galaktozylotransferaze ulegl inaktywacji.

Aby przedtuzy¢ czas przetrwania ksenoprzeszczepu w organizmie
biorcy, metodami inzynierii genetycznej probuje sie modyfikowac ge-
nom potencjalnego dawcy, co w konsekwencji prowadzi do uzyskania
zwierzgt, ktorych organy bedg sie charakteryzowaly obnizong immuno-
gennoscig.
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176. Jakie osiagniecia maja polskie zespoly w zakresie ksenotrans-
plantacji?

W ramach projektu sektorowego opracowano innowacyjng technologic
wykorzystania tkanek transgenicznych Swin do celow biomedycznych,
na potrzeby ksenotransplantacji, ze szczegolnym uwzglednieniem
skory, zastawek 1 naczyn. Uzyskano Swinie, ktorych komorki nie sg
rozpoznawane przez uklad odpornoSciowy biorcy i stanowig alternaty-
we¢ do wykorzystania komorek macierzystych i1 sztucznych narzadow
jak rowniez umozliwig przysztoSciowe wykorzystanie transgenicznych
tkanek u pacjentow oczekujacych na przeszczepy. Jest to znaczace
osiagni¢cie nie tylko w ramach krajowych prac badawczo-rozwojowych,
lecz takze w badaniach $wiatowych. Polski projekt byt realizowany
w latach 2014-2018 przez partnerow: Uniwersytet Przyrodniczy w Po-
znaniu — Katedr¢ Biochemii i Biotechnologii (lider projektu), Instytut
Zootechniki-Panstwowy Instytut Badawczy w Balicach, Instytut Gene-
tyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk, Uniwersytet Medyczny im.
Karola Marcinkowskiego w Poznaniu, Fundacj¢ Rozwoju Kardiochirurgii
im. prof. Zbigniewa Religi w Zabrzu, Centrum Leczenia Oparzen im.
dr. Stanistawa Sakiela w Siemianowicach Slqskich oraz Laboratorium
Genetyki Molekularnej. Prowadzone prace hodowlane umozliwity uzy-
skanie transgenicznych §win z delecja w obydwu allelach genu, prowa-
dzac do wylaczenia antygenu Gal (Gal-a-1,3-Gal). Obecnie w Fundacji
Rozwoju Kardiochirurgii w Zabrzu prowadzone sg prace, ktorych celem
jest sprawdzenie mozliwosci wykorzystania do przeszczepow zastawek,
natomiast Centrum Leczenia Oparzen w Siemianowicach élqskich
wykorzystuje w praktyce klinicznej skore pochodzaca od uzyskanych
w ramach projektu ksenotransplantacyjnego zwierzat jako materiat opa-
trunkowy. Z kolei Uniwersytet Medyczny w Poznaniu podjat badania,
ktorych celem jest wykorzystanie skory i naczyn krwiono$nych trans-
genicznych swin. Wzrastajaca dostepnosc genetycznie modyfikowanych
swin umozliwia dokonanie postepu w eksperymentach dotyczacych
transplantacji w ukltadzie $winia-naczelne, wyltaczajac cztowieka. W ten
nurt wpisuja si¢ prace prowadzone w ramach projektu MEDPIG. Pod-
czas wieloletnich prac uzyskano kilka linii transgenicznych oraz poli-
transgenicznych §win, wigczono rowniez najnowsze technologie edycji
genomu — palce cynkowe oraz technologi¢ CRISPR/Cas9 do uzyskania
transgenicznych zwierzat. Niezb¢dne okazalo si¢ opracowanie syste-
mu hodowli zwierzat oraz pozyskiwania tkanek transgenicznych $win
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opartego rowniez na biotechnologii rozrodu §win politransgenicznych.
Opracowano i charakteryzowano nowe konstrukcje genowe do trans-
genezy i przeprowadzono wieloparametryczng charakterystyke trans-
genicznych zwierzat.

Wazna cze¢s¢ projektu stanowi praktyczne wykorzystanie uzyskanych
swin dla potrzeb biomedycznych, prowadzone przez renomowane o$rod-
ki krajowe. Obejmujg one przygotowanie opatrunku biologicznego do
leczenia ran oparzeniowych i1 przewleklych oraz wykorzystanie naczyn
1 skory w leczeniu chorob naczyn cziowieka. Ponadto przygotowywano
innowacyjne bioprotezy zastawek serca. Skora transgenicznych swin juz
wielokrotnie przyczynita si¢ do uratowania zycia ludzi z oparzeniami.

WartoSciami dodatkowymi zrealizowanego projektu jest wykazanie
mozliwosci Scistej wspolpracy wspotwykonawcow na tym samym mate-
riale biologicznym, jak rowniez wprowadzenie do badan technologii mo-
dyfikacji CRISPR/Cas9 i uzyskanie pierwszych na $§wiecie duzych zwie-
rzat z wylgczonym genami warunkujacymi odrzucanie przeszczepow.

177. Dlaczego prowadzi si¢ badania z zakresu transgenezy zwierzat?

178.
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Modyfikacje genetyczne komorek zwierzecych prowadzi sie¢ w celu po-
twierdzenia, ze wyizolowane (badane) geny kieruja syntezg okreslo-
nych biatek lub sg odpowiedzialne za okreslone czynnosci fizjologiczne.
Ocenia si¢ wpltyw wprowadzonych mutacji. Uzyskuje si¢ (izoluje) geny
odpowiedzialne za syntez¢ okreslonych biatek. Prowadzi si¢ analize
konsekwencji fizjologicznych ekspresji specyficznych biatek. Bada sie
rowniez wplyw lekow lub innych czynnikow. Prowadzi si¢ produkcje
zwickszonych iloSci biatek, ktore wystepuja w niewielkich ilosciach.

Mozna rowniez wyréznié zastosowania praktyczne transgenezy zwie-
rzat. Do celow biomedycznych uzyskuje si¢ biatka o znaczeniu far-
maceutycznym, ksenogeniczne komorki i tkanki. Planuje si¢ rowniez
prowadzenie ksenotransplantacji organow. Wsrod celow uzytkowych
wskazuje si¢ modyfikacje produktow nabialowych, mi¢sa 1 produktow
mi¢snych jak rowniez zwickszenie produkceji welny.

Czy transgeniczne zwierzeta wytwarzaja komercyjnie dostepne

biatka?

Tak. Pierwsze byly transgeniczne kozy wytwarzajagce w mleku rekom-
binowang antytrombing III cztowieka, dost¢pna pod komercyjna nazwa



www.czasopisma.pan.pl w www.journals.pan.pl
> . . .
S Biotechnologia zwierzat

ATryn®. Antytrombina III to Srodek antykoagulacyjny stosowany do
profilaktyki zakrzepow krwi u pacjentow z rzadkg chorobg — dziedzicz-
nym niedoborem antytrombiny. Stany Zjednoczone nie chcialy dopusci¢
do stosowania lekow uzyskiwanych w transgenicznych zwierzetach.
Jednak firma GTC Biotherapeutics uzyskata w 2006 r. zgode na dopusz-
czenie do sprzedazy zatwierdzone przez Komisje Europejskg, ATryn®
- zgode Europejskiej Agencji Lekow (ang. European Medicines Agency,
EMA) do stosowania przy zapobieganiu krzepni¢ciu podczas zabiegow
chirurgicznych u pacjentéw z dziedzicznym niedoborem antytrombiny.
Agencja ds. Zywnoéci i Lekow (Food and Drug Administration, FDA)
wprowadzita zmiany w przepisach dotyczgcych lekow pochodzacych
ze zwierzat w celu zatwierdzenia nowego zastosowania lekow pocho-
dzacych od zwierzat (ang. new animal drug application, NADA). Preparat
zostal zatwierdzony w 2009 r. do sprzedazy dla pacjentow z dziedzicz-
nym niedoborem antytrombiny.

Z kolei firma Alexion Pharmaceuticals, Inc. (Lexington, MA) wpro-
wadzita na rynek europejski i amerykanski rekombinowang lizosomalng
kwasng lipaze czlowieka (ang. /ysosomal acid lipase, 1LAL), wytwarzang
w genetycznie zmodyfikowanym biatku jaj kurzych. Oczyszczone re-
kombinowane bialko, nazywane sebelipazg alfa (nazwa komercyjna KA-
NUMA), jest wskazane do stosowania w dfugookresowej enzymatyczne;j
terapii zastepczej (ang. engyme replacement therapy, ERT) u pacjentow
w kazdym wieku z niedoborem lizosomalnej kwasnej lipazy.

179. Czy sa dostepne komercyjnie transgeniczne zwierzeta wykorzy-
stywane jako zywnos¢?

Pierwszym w historii genetycznie zmodyfikowanym zwierzeciem prze-
znaczonym do spozycia, ktore weszto do sprzedazy w USA, jest toso$
AquAdvantage. Y.0s08 AquAdvantage ro$nie dwa razy szybciej niz oryginal-
ny atlantycki tosos, potrzebuje o 20% mniej pozywienia. Jego tworcg jest
firma AquaBounty Technologies, ktora ma siedzibe w Maynard w stanie
Massachusetts. Y.osos AquAdvantage jest genetyczng mieszanka trzech
ryb: tososia atlantyckiego, pacyficznego 1 wegorzycy. Do genomu tego
zwierzecia wprowadzono dodatkowa kopie genu kodujacego hormon
wzrostu z odmiany fososia pacyficznego — czawyczy. Promotor pochodzi
z wegorzycy, dzicki czemu hormon wzrostu produkowany jest stale,
a nie jak u zwyktego tososia tylko w lecie. Modyfikacja fososia spowo-
dowala, ze osigga on rozmiary dorosiego osobnika w 16-28 miesi¢cy,
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podczas gdy normalnie tososiom zabiera to 36 miesi¢cy. Transgeniczna
ryba zatrzymuje swoj wzrost w momencie osiggni¢cia typowych roz-
miarow dla tego gatunku. Ryby sg hodowane w zamkni¢tych stawach,
co ogranicza mozliwo$¢ przedostania si¢ do srodowiska. Kolejng biolo-
giczng barierg jest sterylnosc tososi zapobiegajaca ich krzyzowaniu si¢
z dzikimi osobnikami. Uzyskano to dzi¢ki potrojeniu kompletu chro-
mosomow. W grudniu 2015 r. w toku dtugich 1 rygorystycznych badan
naukowych FDA ustalilo, ze toso$ AguAdvantage moze by¢ bezpiecznie
spozywany przez ludzi i zwierzeta. f.osos jest dostepny w Kanadzie

1 USA.

Czy genetyczna modyfikacja komarow moze pomoc w walce
z malarig?

Brytyjska firma Oxitec opracowala genetycznie modyfikowang lini¢ ko-
mara Aedes aegypti (OX513A) w celu ograniczenia populacji tego komara
w miejscu uwalniania. Otwarte proby polowe zostaly przeprowadzone
w Brazylii, na Kajmanach, w Panamie i Malezji. dedes aegypti przenosi
potencjalnie wyniszczajace choroby wirusowe cztowieka, w tym Zika,
dengi, zottej febry i chikungunya. Do srodowiska uwalniane sg wytacz-
nie samce, poniewaz samice owadow sg bezposrednio odpowiedzialne
za rozprzestrzenianie si¢ chorob lub wytwarzanie larw, ktore niszczg
uprawy. Samce majg jedyne zadanie: znalez¢ dzikie samice w miej-
scu ich wystepowania i kojarzy¢ si¢ z nimi. Samce Ae. aegypti OX513A
zawierajg samoograniczajgcy gen (ang. se/f-limiting gene), ktory koduje
nietoksyczne i niealergenne biatko, uniemozliwiajace ich potomstwu
osiagniecie dojrzatosci, co powoduje zmniejszenie populacji owadow
szkodnikow. Modyfikacja jest stabilna przez ponad 150 pokolen. Pie¢
badan w trzech krajach wskazato ponad 90-procentowa redukcje popu-
lacji komaréw. Samce sa jednocze$nie bardziej atrakeyjne od dzikich
samcoOw, zyja okoto 1 tygodnia, a po zaprzestaniu dostarczania mody-
fikowanych komarow do srodowiska zanikajg i1 nie stanowia dla niego
zagrozenia.

Metode mozna zastosowaé do roznych szkodnikow, od komarow
przenoszacych takie choroby jak denga i Zika, po gasienice 1 ¢my nisz-
czace pola kukurydzy. Technologia ma kilka kluczowych zalet. Wykazuje
specyficznos¢ dla gatunku, owady rozmnazajg si¢ w obrebie wlasnego
gatunku, nie powodujac $Smierci innych, pozytecznych owadow. Wyko-
rzystuje naturalne instynkty kojarzenia samcow wyszukujacych w ich
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naturalnych Srodowiskach dzikie szkodniki, a uktad mozna skalowac.
Nie sg stosowane zadne substancje chemiczne szkodliwe dla srodowi-
ska. System samoograniczajacy oznacza, ze owady nie mogg utrzymac
sic w ekosystemie. Biatka kodowane przez wprowadzone geny nie sg
toksynami ani alergenami.



