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INNOWACYJNA TECHNOLOGIA
WYKORZYSTANIA TKANEK
TRANSGENICZNYCH SWIN

DLA CELOW BIOMEDYCZNYCH

PROF. DR HAB. RYSZARD SroMSsKI,
DR HAB. MARLENA SZALATA, PROF. UPP

Instytut Genetyki Czlowieka PAN w Poznaniu
Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu

Niedobér organéw i tkanek od zmartych dawcéw, niezbednych dla
leczenia niewydolnosci narzadéw, jest znaczacym problemem w trans-
plantologii. Wydtuzajaca sie Srednia dlugosé¢ zycia ludzi doprowadzita
do wzrostu liczby pacjentéw cierpigcych na choroby przewlekte oraz
schylkowa niewydolno$é narzadéw. Dodatkowo, niewydolnoé¢ narza-
déw pojawia sie takze u noworodkéw oraz w okresie niemowlectwa.
Zapotrzebowanie na organy, tkanki i komérki do transplantacji (np.
serce, nerki, komoérki Langerhansa, naczynia krwionosne) znacznie
przewyzsza liczbe dostepnych dawcéw. Mimo ze obecnie w USA ponad
sto tysiecy pacjentdw oczekuje na przeszczep, liczba dawcéw organdéw,
ktére stang sie dostepne w ciaggu biezacego roku, bedzie znacznie
mniejsza (ok. czterdziesci tysiecy). Rozziew pomiedzy liczbg dostepnych
organéw a liczba oczekujacych na przeszczep roénie z roku na rok. Mimo
udanego wprowadzenia mozliwosci przeszczepiania nerek i watroby od
spokrewnionych dawcéw, mato prawdopodobne wydaje sie spelnienie
potrzeb wszystkich oczekujacych na przeszczep.

Sytuacja jest jeszcze trudniejsza w przypadku pacjentéw czekajacych
na transplantacje komérek, m.in. wysepek trzustkowych. Dotyczy to
gléwnie os6b dotknietych cukrzyca. W USA wielu pacjentéw sposrod
blisko 3 mln chorujacych na cukrzyce typu I mogloby skorzystac
z mozliwoéci przeszczepienia wysepek trzustkowych, ale wyrazny
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spadek liczby potencjalnych dawcéw nie rozwiaze tego problemu. Liczba
dostepnych zasobéw wysepek trzustkowych czlowieka nigdy nie bedzie
wystarczajaca do wyleczenia milionéw chorych pacjentow.

Jakie sa alternatywy dla organéw i komoérek czlowieka? Mimo
ostatnich postepéw w biologii komoérek macierzystych i inzynierii tkan-
kowej, kliniczne zastosowanie technik z zakresu powyzszych dziedzin
pozostaje w dalekiej przysztoéci. Latwo dostepne Zrédlo narzadoéw,
tkanek i komoérek pochodzenia zwierzecego (transplantacja miedzy
gatunkami, ksenotransplantacja) rozwigzatoby istniejacy problem. W cig-
gu minionego stulecia odnotowano niewielka liczbe klinicznych préb
wykorzystania narzadéw pochodzenia zwierzecego do transplantacji,
przy czym w wiekszosci przypadkéw zZrédlem narzadéw byly naczelne,
wylaczajac czlowieka. Wyniki w wiekszosci nie byly satysfakcjonujace,
chociaz zdarzyly sie badania, w ktérych watroba pawiana funkcjonowata
w organizmie czlowieka okoto 70 dni, a nerki nawet do 9 miesiecy.
Powyzsze proby byly obiecujace, czas przetrwania przeszczepu byt
stosunkowo diugi, a pacjenci kwalifikowani do przeszczepu nie prze-
zywali z powodéw zwigzanych nie tylko z problemem odrzucenia
przeszczepu. Rozw¢j ksenotransplantacji w ukladzie swinia - czlowiek
moze przyczyni¢ sie rozwigzania powyzszego problemu.

Ksenotransplantacja jest procedura transplantacji, implantacji lub
infuzji do organizmu czlowieka zywych komoérek, tkanek lub organéw
pochodzgcych od innych organizméw niz czlowiek oraz plynéw
ustrojowych, komoérek, tkanek lub organéw, ktére miaty ex vivo kontakt
z komorkami, tkankami, organami innymi niz czlowieka. Pierwsze
tkanki zwierzece zostaly przeszczepione czlowiekowi juz w 1682 r.;
kiedy uzupelniono ubytek czaszki czlowieka fragmentem czaszki psa.
W 1984 r. zainteresowanie ksenotransplantacja odnowilo sie po prébie
przeszczepienia niemowleciu serca pochodzacego od pawiana - ,przy-
padek Baby Fae”. Kazda z tych proéb, jak wiele innych, koriczyta sie tylko
czedciowym powodzeniem. Jednak dopiero nowoczesne metody inzy-
nierii komoérkowej umozliwiaja zastosowanie ksenotransplantacji jako
nieograniczonego Zrédla komorek i narzadéw do przeszczepoéw.

Obecnie nad ksenotransplantacjg pracuja najlepsze zespoty badawcze
na $wiecie. Taki zesp6l pracuje réwniez w Polsce. Poniewaz uzyskane
wyniki badan moga by¢ wykorzystane w praktyce i wigza sie
z uzyskiwaniem dochodéw, szczegély badan prowadzonych w wielu
osrodkach nie sg udostepniane. Ksenotransplantacja jest przedsiewzie-
ciem interdyscyplinarnym, wymagajacym doskonalenia wielu metod
badawczych. Badania obejmuja caly szereg zagadnieni, od biologii
molekularnej (uzyskanie odpowiednich wektoréw), poprzez rozréd
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zwierzat, a w szczegdlnosci embriologie eksperymentalna (wprowadza-
nie konstrukcji genowych), hodowle $win (utrzymanie zwierzat),
immunologie (ustalenie zgodnoéci tkankowej biorcy i dawcy, detekcja
wiruséw), az do chirurgii transplantacyjne;j.

Badania kliniczne wskazuja, ze $winia domowa najlepiej spelnia
kryteria przydatnosci organéw do ksenotransplantacji. Wielko$¢ narza-
déw, ich wydolnoé¢ fizjologiczna jest niemal identyczna z organami
czlowieka. Za wyborem $wini jako potencjalnego dawcy narzadéw do
ksenotransplantacji przemawiaja réwniez nastepujace fakty: Swinia jest
gatunkiem o wysokiej plennosci i plodnosci, tanim i fatwym w utrzyma-
niu, ponadto osobniki szybko rosna, a ich organy w stosunkowo krétkim
czasie osiagaja pelna wielkos¢ i wydolnosé fizjologiczng, stosowang do
potrzeb ksenotransplantacji. Ponadto $winia jest gatunkiem, u ktérego -
w poréwnaniu do innych duzych zwierzat - dosyé¢ tatwo mozna
przeprowadzi¢ modyfikacje genowe.

Transplantacja narzadu zawsze wiaze sie¢ z ryzykiem odrzucenia
przeszczepu, co w przypadku przeszczepéw allogenicznych zostato
w wiekszosci przypadkéw pokonane dzieki stosowaniu lekéw immu-
nosupresyjnych, hamujacych aktywnos¢ uktadu odpornosciowego. Ma to
zwigzek z wystepowaniem ksenoreaktywnych przeciwcial i réznic
w ukladzie dopelniacza. Nie bez znaczenia jest réwniez ostre odrzucenie
naczyniowe i opéznione odrzucenie. Najpowazniejsza kwestig zwigzana
z transplantacja w ogdle, a ksenotransplantacja w szczegélnosci, jest
wlasnie problem zgodnoéci immunologicznej narzadu dawcy i organiz-
mu biorcy.

Ksenotransplantacji poswieca sie wiele uwagi ze wzgledu na brak
stuprocentowej pewnosci, czy jest to technologia catkowicie bezpieczna
dla cztowieka. Z calag pewnoscig trzeba by¢ $wiadomym potencjalnych
zagrozen, jakie moze nie$¢ ksenotransplantacja. Jednym z nich jest
mozliwo$¢ zarazenia czlowieka utajonymi retrowirusami (PERV).

Przygotowywanie komérek swiri do ksenotransplantacji prowadzone
jest wielokierunkowo, poprzez wylaczenie okreslonych genéw (knock-
out), jak i przez wprowadzenie dodatkowych gendéw, zmieniajacych
antygeny powierzchniowe komoérek $wini. Transgeneza zwierzat skupia
sie gléwnie na przygotowaniu konstrukcji genowych inaktywujacych
gen kodujacy 1,3 galaktozylotransferaze (1,3GT) albo zwiekszenia
ekspresji enzymu al,2-fukozylotransferazy konkurujacego o ten sam
substrat, alfa galaktozydazy czlowieka, gtéwnego ukladu zgodnosci
tkankowej czlowieka HLA-E oraz biatka ukladu dopelniacza CD59.
Otrzymano juz kilka rodéw transgenicznych zwierzat, w pelni scharak-
teryzowanych, dostepnych do prac wdrozeniowych. Do tej pory
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uzyskano $winie zawierajace gen 1,2-fukozylotransferazy czlowieka, alfa
galaktozydazy czlowieka, gléwnego ukladu zgodnosci tkankowej czlo-
wieka HLA-E, biatka ukladu dopetniacza CD59, a takze wylaczono geny
swini kodujace biatko wiazace glikoproteine UL-16 (gen ULBPI) czy
alfal,3-galaktozylotransferaze swini.

Majace miejsce w ostatnich latach najwazniejsze wydarzenia dotyczace
wykorzystania transgenicznych $win na potrzeby ksenotransplantacji
mozna podsumowac w nastepujacy sposéb. 1) Czynnikiem napedzajacym
badania jest ograniczenie dostepnoéci organéw od zmartych na potrzeby
transplantacji klinicznych. 2) Mozna ograniczy¢ natychmiastowe odrzu-
cenie przeszczepu przez uklad odpornosciowy czlowieka. 3) Gléwne cele
inzynierii genetycznej §wini obejmuja zwiekszenie przezywalnosci trans-
plantowanych serc, nerek, wysepek Langerhansa i rogéwki swin
u naczelnych. 4) Nowoczesna inzynieria genetyczna $win ogranicza
ryzyko przeniesienia potencjalnie infekcyjnych mikroorganizmoéw.
5) Wprowadzono obecnie ok. 40 lub wiecej zmian genetycznych u $win,
przy czym $winie moga mie¢ wprowadzone nawet kilkanascie zmian.
6) Mozliwe stajg sie¢ badania kliniczne zwigzane z transplantacjg nerek,
serca, naczyn krwionoénych i wysepek Langerhansa swin.

Niezmiernie wazny etap uzyskiwania transgenicznych $win stanowi
wprowadzanie konstrukcji genowych do komérek zwierzat. Najwazniej-
szg i najstarsza metoda jest mikroiniekcja konstrukcji genowej do
przedjadrza meskiego zaplodnionej komorki jajowej. Ciekawa metoda
przyspieszajaca wydajnos¢ transgenezy jest klonowanie somatyczne
transgenicznych zwierzat z potwierdzong ekspresja transgenu. Obecnie
stosuje sie jednak gléwnie najnowoczesniejsze podejécie zwigzane
z edycja genomow, umozliwiajace wprowadzanie modyfikacji zwierzat
w sposob $SciSle kontrolowany. Przed przystapieniem do dalszych
etapow konieczne jest przeprowadzenie oceny modyfikacji powierzchni
komoérek, poniewaz gtéwnym celem jest usuniecie z powierzchni
komorek swini epitopu al,3Gal, powodujacego natychmiastowe odrzu-
cenie przeszczepu i wprowadzenie biatek czlowieka regulujacych
kaskade dopelniacza. Niezmiernie wazne jest rowniez okreslenie na
poziomie DNA transgenezy oraz ocena jej stabilnosci. Z ksenotransplan-
tacja wiaze sie zagadnienie wystepowania potencjalnych zagrozen
zwigzanych z ryzykiem zakazenia wirusami biorcow przeszczepéw.
Transgeniczna $winia moze sta¢ si¢ dawca réznych narzadéw, a prze-
szczepienie kazdego z nich (serce, watroba, nerka, pluca, trzustka)
stanowi oddzielny problem chirurgii transplantacyjnej.

W naszym kraju wybitni chirurdzy transplantolodzy wykazywali
duze zainteresowanie postepami w badaniach z zakresu ksenotrans-
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plantacji. Profesor Zbigniew Religa, ktory dokonatl pierwszego w Polsce
przeszczepu serca, minister zdrowia w latach 2005-2007, wielokrotnie
podczas naszych roboczych spotkarn wyrazal duze zainteresowanie
badaniami i je popieral. Przewidywane na 15 minut spotkania z reguly
trwaly ponad godzine. Zmarly ostatnio prof. Marian Zembala, minister
zdrowia w rzadzie Ewy Kopacz w 2015 r., bliski wspétpracownik prof.
Religi, brat udzial w latach 2002-2006 w realizacji projektu PBZ-KBN-
048/P05/2001 ,Wykorzystanie transgenezy w genetycznej modyfikacji
$win dla pozyskiwania organéw do transplantacji u cztowieka”. Profesor
Zembala, podobnie jak prof. Religa, wspierat badania ksenotransplanta-
cyjne, jednak byt bardziej sceptyczny. Ogromne zastugi w badaniach nad
ksenotransplantacja i pozyskiwaniem srodkéw na badania ma prof.
Zdzistaw Smorag z Instytutu Zootechniki - Panstwowego Instytutu
Badawczego w Balicach.

W ostatnim dziesiecioleciu kilkanascie polskich zespotéw badaw-
czych uczestniczylo we wspélnych projektach badawczych z zakresu
ksenotransplantacji. Ostatni projekt dotyczyl opracowania innowacyjnej
technologii wykorzystania tkanek transgenicznych $win, ktére ze
wzgledu na modyfikacje genetyczne znajdg zastosowanie w ksenotrans-
plantacji, ze szczegélnym uwzglednieniem skory, zastawek, naczyn
i przyszlosciowo wysepek Langerhansa, nerek i serca. Efektem nowator-
skiego podejscia bylo uzyskanie $win, ktérych komérki nie sg rozpozna-
wane przez uklad odpornodciowy biorcy i stanowia alternatywe dla
komorek macierzystych i sztucznych narzadoéw, jak rowniez umozliwia
przyszloéciowe wykorzystanie transgenicznych tkanek u pacjentéw
oczekujacych na przeszczepy. Uzyskane w projekcie transgeniczne
$winie znalazly zastosowanie w praktyce, co jest znaczacym osiggnie-
ciem nie tylko w ramach krajowych prac badawczo-rozwojowych, lecz
réwniez w obszarze $wiatowych badan.

Cele badan zostaly zrealizowane przez Uniwersytet Przyrodniczy
w Poznaniu (lider projektu, UPP); Instytut Zootechniki - Panstwowy
Instytut Badawczy w Balicach (IZ-PIB); Instytut Genetyki Czlowieka
PAN (IGC PAN); Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu (UMP); Fundacje Rozwoju Kardiochirurgii im. prof. Zbig-
niewa Religi w Zabrzu (FRK); Centrum Leczenia Oparzeri im. dr. Stani-
stawa Sakiela w Siemianowicach Slaskich (CLO) oraz Laboratorium
Genetyki Molekularnej w Poznaniu (LGM).

W trakcie badan pojawila sie¢ obawa zwigzana z ryzykiem zakazenia
biorcy przez endogenne retrowirusy $wini PERV (ang. porcine endogenous
retroviruses), przy czym w ramach projektu rozwigzano ten problem
poprzez selekcje $wini pozbawionych wirusa PERV. Badania wirusolo-
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giczne zostaly zapoczatkowane w zespole prof. Tadeusza Wilczoka,
rektora Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w latach 1999-2005, wspot-
praca jest kontynuowana do dnia dzisiejszego przez jego nastepcéw.
Znaczny dystans filogenetyczny miedzy $winia a cztowiekiem prowadzi
rowniez do natychmiastowego odrzucania narzadéw swini w wyniku
tzw. nadostrej reakcji immunologicznej. Uwaza sie, ze modyfikacja
genetyczna zwierzat pozwolilaby przediuzy¢ czas przezycia przeszcze-
poéw odzwierzecych z kilku minut do kilku lat, a to pozwoliloby my3sle¢
o ich wykorzystaniu w transplantologii. Szereg probleméw zwigzanych
z ewentualnym odrzucaniem przeszczepu rozwigzano poprzez modyfi-
kacje genetyczne. Prowadzone prace hodowlane umozliwiajg uzyskanie
transgenicznych $win z delecja w obydwu allelach genu, prowadzac do
wylaczenia antygenu Gal. Obecnie w Fundacji Rozwoju Kardiochirurgii
zesp6l prof. Piotra Wilczka prowadzi prace, ktérych celem jest spraw-
dzenie mozliwosci wykorzystania do przeszczepéw zastawek, natomiast
w Centrum Leczenia Oparzen w Siemianowicach Slaskich dr Agnieszka
Klama-Baryta wykorzystuje w praktyce klinicznej skére pochodzaca od
uzyskanych w ramach projektu ksenotransplantacyjnego zwierzat jako
material opatrunkowy. W ramach prac otrzymano patent nr P.404878 pt.:
»Biotechnologiczny opatrunek do leczenia ran oparzeniowych, sposéb
wykonania opatrunku biotechnologicznego do leczenia ran oparzenio-
wych i spos6b zastosowania opatrunku biotechnologicznego do leczenia
ran oparzeniowych”, ktérego tworcami sg Kazimierz Cieslik, Zdzistaw
Smorag, Ryszard Stomski, Mariusz Nowak i Marek Kawecki.

Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu
podjal badania, ktérych celem jest wykorzystanie skéry i naczyn krwio-
noénych transgenicznych $win. Badaniami kierowali prof. Grzegorz
Oszkinis i dr hab. Ewa Strauss.

Zrealizowanie zaplanowanych etapéw zapewnia mozliwo$¢ komer-
cjalizacji projektu. Dodatkowo na uwage zastuguje duza aktywnosc¢
wszystkich zespoléw w upowszechnianiu wynikéw projektu, co zostato
rowniez zauwazone i nagrodzone przez organizatoréw II Forum
Inteligentnego Rozwoju i przyznanie Euro Symbolu Innowacji
w 2017 r. Warto$ciami dodatkowymi projektu jest wykazanie mozliwosci
Scistej wspolpracy wykonawcoéw na tym samym materiale biologicznym,
jak réwniez wprowadzenie do badan technologii modyfikacji CRISPR/
Cas9 i uzyskanie ta metoda pierwszych na $wiecie duzych zwierzat
z wylaczonymi genami warunkujacymi odrzucanie przeszczepéw.

Instytut Zootechniki - PIB pod kierunkiem prof. Zdzistawa Smoraga
opracowal system hodowli oraz pozyskiwania tkanek transgenicznych
$win oraz zaangazowal sie¢ w biotechnologie rozrodu. Zespét pozyskiwat
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skére, zastawki i naczynia krwionosne od transgenicznych $wini do
wykorzystania w biomedycynie. Prowadzono prace krzyzownicze,
majace na celu uzyskanie $win z wielogenowa transgenezg, niezbednych
do realizacji innych zadan projektu. Po kilku lub kilkunastu dniach po
urodzeniu od wszystkich prosigt pobierano skrawki tkanki usznej
i przekazywano je do kierowanych przeze mnie zespoléw poznariskich,
gdzie byly identyfikowane osobniki transgeniczne. Wszystkie trans-
geniczne $winie byly monitorowane wirusologicznie w laboratoriach
Slaskiego Uniwersytetu Medycznego, kierowanych przez prof. Urszule
Mazurek i prof. llone Bednarek.

Ryc. 1. Pierwsza transgeniczna
$winia - knur TG1154, zalozyciel
rodu z genem czltowieka koduja-
cym al,2-fukozylotransferaze
cztowieka regulowang promoto-
rem CMV. Byt przygotowany na
potrzeby ksenotransplantacji i byt
ojcem wielu pokoleri $win dzieki
stosowanemu sztucznemu za-
plodnieniu.

Zespot prof. Zdzistawa Smoraga opracowal system hodowli oraz
pozyskiwania skory, zastawek i naczyn krwionosnych od transgenicz-
nych $win do wykorzystywania w biomedycynie. Od knuréw transge-
nicznych uzyskiwano plemniki najadrzowe, a lochy i loszki trans-
geniczne poddawano superowulacji i uzyskiwano od nich zarodki.
Wykorzystano tutaj kompetentny kriobiologiczny zesp6l, ktéry jako
jeden z pierwszych na $wiecie uzyskal potomstwo po transplantacji
kriokonserwowanych zarodkéw s$wini. Kriokonserwowane zarodki,
podobnie jak kriokonserwowane nasienie pochodzace od transgenicz-
nych $win, stanowily bank materiatlu genetycznego, ktéry w zaleznosci
od potrzeb w dowolnym miejscu i czasie moze by¢ wykorzystywany do
odtwarzania stada transgenicznych $win.

Ten sam zespoét zwiekszal potencjal uzyskiwania $win politransge-
nicznych metodami biotechnologii rozrodu oraz uzyskiwanie politrans-
genicznych $win technika klonowania somatycznego. Wyprowadzono
linie komérek fibroblastycznych z eksplantéw ptodowych pochodzacych
od potencjalnie transgenicznych prosiat, potwierdzono transgeneze
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metodami molekularnymi. W badaniach wyprowadzono réwniez linie
klonalne transfekowanych fibroblastow ptodowych.

Instytut Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu pod moim kierunkiem
zajal sie opracowaniem i charakterystyka nowych konstrukeji genowych
zapobiegajgcych odrzuceniu ksenoprzeszczepu. Przygotowane konstruk-
cje genowe wprowadzano do $win w Instytucie Zootechniki - PIB
w Balicach oraz do linii komérkowych in vitro na Uniwersytecie Przy-
rodniczym w Poznaniu, a potencjalnie transgeniczne potomstwo
i komorki analizowano molekularnie oraz cytogenetycznie na UPP.
Zaprojektowano i wykonano ekspresyjne konstrukcje genowe, wprowa-
dzajace biatka czlowieka, jak réwniez inaktywujace konstrukcje genowe,
wylaczajace aktywnos$é endogennych genéw Swini. Przygotowano
ponadto konstrukcje typu inaktywujacego w technologii CRISPR/Cas9.
Zaadoptowano réwniez magnetofekcje w celu otrzymania transgenicz-
nych komoérek, poprzez wprowadzanie kwaséw nukleinowych do
komérek w polu magnetycznym dzialajacym na nanoczastki magne-
tyczne, ktore sa zasocjowane z kwasem nukleinowym.

W ramach wieloparametrycznej charakterystyki transgenicznych
zwierzat z uwzglednieniem genomiki, cytogenetyki, proteomiki i testow
funkcjonalnych na Uniwersytecie Przyrodniczym w Poznaniu pod moim
kierunkiem oceniano integracje i ekspresje transgenéw w komoérkach
i tkankach $win oraz okreélano prawidlowosci kariotypu i mapowano
transgen metodami cytogenetyki klasycznej i molekularne;j.

Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu
zajal sie¢ opracowaniem metod leczenia choréb naczyn czlowieka
W oparciu o naczynia transgenicznych $win. Badania ,ex vivo” materiatu
ksenogenicznego pozyskiwanego od S$wini transgenicznej obejmowaty
poréwnawcze badania morfometryczne aorty czlowieka i $win, wy-
kazujac wieksza elastycznos$¢ naczyn zwierzat transgenicznych, co
potwierdzily badania wstepne, wskazujac jednoczeénie ich wysoka
przydatnosé kliniczna. Wykazano, ze linie transgeniczne cechuje o poto-
we nizsza immunogenno$¢é w zakresie odrzutu nadostrego w poréwna-
niu z liniami nietransgenicznymi. Opracowano protokét badan przed-
klinicznych I majgcych na celu ocene in vivo wlasciwosci graftow
skérnych petnej grubosci pochodzacych od swin transgenicznych, jako
substancji leczniczej w rozumieniu art. 2 pkt 38b ustawy z dnia
6 wrzesnia 2001 r. - Prawo farmaceutyczne.

Fundacja Rozwoju Kardiochirurgii w Zabrzu opracowata technologie
wytwarzania innowacyjnych bioprotez zastawek serca z wykorzystaniem
technik inzynierii tkankowej i metod biologii molekularnej. Osrodek
prowadzil ocene in vitro biokompatybilnoéci badanych materiatow
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z uwzglednieniem proceséw indukgji reakcji immunologicznej, trombo-
gennoéci i podatnosci na kalcyfikacje. Material do badarn stanowily zas-
tawki plucne pozyskiwane od transgenicznych $win. Jako grupe
kontrolng wykorzystano tkanki od $win nietransgenicznych. Do badan
wykorzystywano zaréwno tkanki natywne, jak i decellularne. Badania
prowadzono réwniez na komorkach izolowanych z pozyskiwanych
tkanek. Badania immunogennoéci oraz trombogennosci in vitro wyko-
nywano na krwi pelnej ludzkiej konserwowanej, pozyskiwanej z Regio-
nalnego Centrum Krwiodawstwa w Katowicach. Wszystkie testy
prowadzono z wykorzystaniem bioreaktoréw dla zapewnienia warun-
kéw przeptywu zblizonych do fizjologicznych.

Centrum Leczenia Oparzeit w Siemianowicach Slaskich opracowato
dwa warianty opatrunku biologicznego ze skory transgenicznych $win
przeznaczonych do wykorzystania klinicznego u chorych z ranami
oparzeniowymi i przewleklymi, z zastosowaniem technik inzynierii
tkankowej i komérkowej. W pierwszym etapie opracowano procedury
przygotowania opatrunku skéry $wiriskiej posredniej grubosci, kriopre-
zerwowanej w glicerolu.

Skéra swin transgenicznych pochodzita od zwierzat z wylaczonym
genem warunkujagcym powstawanie antygenu aGal (a-1,3-galaktozylo-
transferaza) oraz ze zmodyfikowanymi biatkami powierzchniowymi
komoérek (gen a-1,2-fukozylotransferazy czlowieka). Poczatkowo w ba-
daniach stosowano pobrane dermatomem skrawki skory, ktére posiadaly
wlasciwosci gojenia ran (ryc. 2).

Ryc. 2. Pozyskiwanie opatrunku ze skory transgenicznych swin. Pierwsze prace
wdrozeniowe prowadzil dr Kazimierz Cieslik w Centrum Leczenia Oparzeri w Siemiano-
wicach Slaskich. Prace kontynuowata dr Agnieszka Klama-Baryta.
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Najwyzszy odsetek komoérek zywych odnotowano w hodowlach
keratynocytéow inkubowanych ze skora swiriska w 15% glicerolu (79%
komérek to komorki zywe) i skérg ludzka inkubowang w 15% glicerolu -
82% komorek zywych. Jedna z metod oceny jakoSciowej przygotowywa-
nych produktéw byla analiza histopatologiczna przygotowanych opa-
trunkéw ze skory konserwowanej w glicerolu.

W kolejnym etapie opracowano metody usuwania komérek z macie-
rzy pozakomorkowej skory wiasciwej $win transgenicznych (ADM)
w celu uzyskania matrycy do hodowli komérek in vitro.

Centrum Leczenia Oparzeri w Siemianowicach Slaskich uzyskalo
zgody Komisji Bioetycznej na wykonanie eksperymentu medycznego
obejmujacego 50 chorych w pierwszej czesci eksperymentu (pacjentéw
z polami dawczymi) i 20 chorych w drugiej czesci eksperymentu
(pacjenci z ranami oparzeniowymi). Badania kliniczne wykazaty, ze
zastosowanie skory $winskiej glicerowanej zmniejszylo odczuwane przez
pacjentéw dolegliwosci bélowe, co jest znamienne z klinicznego punktu
widzenia. Procedura umozliwita skrécenie czasu hospitalizacji o érednio
8 dni, co znacznie wplywa na redukcje kosztéw hospitalizacji. Skéra
Swinska glicerowana pod wzgledem bezpieczeristwa stosowania jest
poréwnywalna ze standardowg metoda leczenia. Ponadto przeszczep
macierzy pozakomoérkowej skéry wiasciwej $win transgenicznych
z autologicznymi keratynocytami zmniejsza odczuwane przez pacjentéw
dolegliwosci bélowe w poréwnywalny sposéb z obecng metoda leczenia
i prowadzi do skrécenia czasu hospitalizacji srednio o 1 dzieri, co nie jest
wynikiem istotnym statystycznie, jednak waznym z punktu widzenia
redukcji kosztow hospitalizacji. Przeszczep ten jest rownie bezpieczny
jak zloty standard, co wynika z braku réznic pomiedzy badanymi
parametrami w grupie badanej i kontrolnej (ryc. 3).

Laboratorium Genetyki Molekularnej prowadzi kontrole spéjnosci
jakosciowej realizowanych zadan i stabilnosci transgenezy, laczac
partneréw naukowych i biznesowych. Zwracano réwniez uwage na
zachowanie odpowiednich kontroli badani oraz plynnos¢ przekazywania
informacji do Instytutu Zootechniki PIB w Balicach, pod ktérego kontrola
znajduja sie zwierzeta i program ich krzyzowan oraz przekazywanie
materiatu biologicznego do wszystkich konsorcjantéw. Przeprowadzono
réowniez weryfikacje wynikoéw transgenezy z zastosowaniem technologii
CRISPR/Cas9 do uzyskiwania nowych modyfikacji, jak réwniez okres-
lono zmienno$¢ genetyczng wybranych swin.

Laboratorium zgromadzito informacje o dostepnych regulacjach
prawnych zwigzanych z zastosowaniem komorek i tkanek ksenogenicz-
nych pochodzgcych od zwierzat nietransgenicznych i transgenicznych
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Ryc. 3. Pierwsze zastosowanie skory transgenicznych $win do ratowania zycia ciezko
poparzonych os6b w Centrum Leczenia Oparzenn w Siemianowicach Slaskich

w oparciu o przepisy amerykariskiej Agencji ds. Zywnosci i Lekéw (Food
and Drug Administration, FDA) oraz Europejskiej Agencji Lekéw (Euro-
pean Medicines Agency, EMA). Nalezy pamieta¢, ze w ostatnich latach
dokonat sie olbrzymi postep w tej dziedzinie, poniewaz dostepnych
komercyjnie jest kilka lekéw uzyskiwanych w transgenicznych zwie-
rzetach (rekombinowana antytrombina III cztowieka uzyskiwana w mle-
ku kéz - ATryn®; lizosomalna kwasna lipaza czlowieka uzyskiwana
w biatku jaj - Kanuma). Dopuszczono réwniez pierwsze transgeniczne
zwierze do spozycia (foso$ AquAdvantage). Laboratorium zwrdcito
réwniez uwage na prace prowadzone przez brytyjska firme Oxitec,
ktéra opracowata genetycznie modyfikowang linie komara Aedes aegypti
(OX513A) w celu ograniczenia populacji tego komara w miejscu
uwalniania. Prace zwigzane z charakterystyka zwierzat transgenicznych
na poziomie molekularnym, cytogenetycznym, komérkowym i funkcjo-
nalnym spetniajag wymagania niezbedne do zatwierdzenia proponowa-
nych rozwigzan przez EMA czy FDA. Zagadnienia te obejmuja zaréwno
zwierzeta, ich dobrostan, przygotowanie i charakterystyke konstrukcji
genowych, wykrywanie transgenicznych zwierzat, analizy na poziomie
DNA, RNA, bialek, na poziomie komérkowym i zwierzecym, az do
oceny ekspresji i stabilnosci transgenezy, jak réwniez praktycznego
zastosowania skéry, naczyn i zastawek. Na razie problem stanowi¢ moze
ryzyko zakazenia wirusami PERYV, ale dzieki metodom edycji genomu to
zagrozenie wydaje sie by¢ ograniczone i w najblizszym czasie mozna
oczekiwaé komercyjnie dostepnych $winn do ksenotransplantacji, nie
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tylko w Chinach, ktére majg olbrzymie zapotrzebowanie na narzady do
przeszczepéw, ale takze w Stanach Zjednoczonych i Europie. Tutaj
bardzo dobrze wpisuje sie projekt MEDPIG. Nalezy podkresli¢ rowniez
zaangazowanie jednostek bezposrednio wdrazajacych osiaggniecia pro-
jektu, tj. Centrum Leczenia Oparzen, Fundacji Rozwoju Kardiochirurgii,
jak réwniez Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.

Przez ostatnie lata nie bylo informacji o badaniach ksenotransplanta-
cyjnych prowadzonych w Stanach Zjednoczonych. Podczas pobytu
w Texas Heart Institute w Houston zorientowatem sie, ze prowadzone
sg badania z zastosowaniem duzych zwierzat, jednak nie byto informacji
o badaniach przelomowych. Dopiero pojawienie si¢ technologii edycji
genomu spowodowalo przyspieszenie i szerokie rozwiniecie badar.
W grudniu 2020 r. FDA zatwierdzila pierwsza zamierzong zmiane
genomowa w linii $win domowych. Swinie GalSafe® pozbawione sa
epitopu al,3Gal na powierzchni komoérek. Homozygotyczne S$winie
GalSafe® sa przeznaczone do stosowania zaréwno jako zywnosé, jak
i do wytwarzania lekéw dla ludzi.

W styczniu 2022 roku naukowcy Wydzialu Medycznego Uniwersytetu
Maryland w Baltimore donieéli o przeszczepie serca $wini pacjentowi, dla
ktérego nie mozna byto znalez¢é dawcy. Byla to pierwsza transplantacja
serca miedzy zwierzeciem a czlowiekiem. Odbiorca byl 57-letni pacjent
David Bennett, a zabieg chirurgiczny przeprowadzit dr Bartley P. Griffith.
FDA wudzielita zezwolenia na operacje w trybie pilnym, co ma
zastosowanie jedynie w sytuacji, gdy eksperymentalny produkt medycz-
ny, w tym przypadku serce zmodyfikowanej genetycznie $wini, byto
jedyna dostepna opcja leczenia dla pacjenta. Badania z zakresu kseno-
transplantacji na Uniwersytecie Maryland zostaly zainicjowane pieé lat
wczedniej przez znakomitej stawy uczonego Muhammada M. Mohiuddi-
na, ktérego poznatem na Kongresie Miedzynarodowego Towarzystwa
Ksenotransplantacyjnego w Monachium w 2019 roku. Wymieniliémy
woéwczas poglady dotyczace nowoczesnych sposobéw modyfikacji
komérek Swin, poniewaz realizowaliSmy w kraju oméwiony wczesniej
projekt MEDPIG , Opracowanie innowacyjnej technologii wykorzystania
tkanek transgenicznych $win dla celéw biomedycznych”. Podkresli¢
nalezy, ze tkanki transgenicznych zwierzat - skora, zastawki, naczynia
moga by¢ stosowane do leczenia pacjentéw onkologicznych. Poprzez
uczestniczenie w unijnej akcji COST BM1308 ,,Sharing Advances on Large
Animal Models” mogliSmy z wynikami prac prowadzonych w Polsce
zaznajomic spolecznos¢ miedzynarodowa.

Przeszczep serca $§wini przeprowadzono zaledwie dwa miesigce po
przeszczepieniu nerki §wini przez dra Roberta Montgomery'ego z aka-
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demickiego centrum medycznego w Nowym Jorku. U dawcy - $wini
transgenicznej, wprowadzono dziesie¢ modyfikacji genetycznych, kto-
rych celem byto zapobiegniecie odrzuceniu przeszczepu. Zlikwidowano
réwniez niebezpieczeristwo uaktywnienia sie wiruséw $wini. Pacjent
zmarl dwa miesigce po zabiegu, a szpital stwierdzil, ze przeszczepione
serce dzialalo dobrze przez kilka tygodni i nie zaobserwowano oznak
odrzucenia.

Badania nad ksenotransplantacjg intensywnie sie rozwijaja. Naukow-
cy z Niemiec réwniez pracuja nad hodowla $win, ktérych serca moga
potencjalnie zosta¢ przeszczepione ludziom, jest to zwigzane z duzym
zapotrzebowaniem i poparciem spotecznym. Dzialajaca tam firma
Xtransplant-LMU ma na celu rozwéj chronionych patentem genetycznie
modyfikowanych $wift dawcéw, jak réwniez produkcje swin dawcow
w warunkach okredlonych jako wolne od patogenéw. Planowane jest
przygotowanie kanaléw dystrybucji narzadéw obejmujacych réwniez
sie¢ klinik transplantacyjnych z certyfikatem XTransplant. Niezbedne jest
wsparcie techniczne podczas przeszczepu narzadéw oraz zapewnienie
obserwacji klinicznej pacjentéw po przeszczepieniu i biobankowanie. Do
badan wybrano §winie Auckland Island z Nowej Zelandii ze wzgledu na
niewielkie rozmiary, co sprawia, ze ich serce jest bardziej odpowiednie
dla cztowieka. Profesor Eckhard Wolf z Uniwersytetu Ludwiga Maxi-
miliana w Monachium planuje genetyczne modyfikowanie $win daw-
céw, aby ich narzady nie zostaly odrzucone po przeszczepieniu ludziom.
Naukowcy wylaczaja okreslone geny $win i dodaja geny czlowieka, aby
umozliwi¢ przeszczep. Projekt przejdzie testy w 2025 r.
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