KOSMOS

PROBLEMY NAUK BIOLOGICZNYCH

Tom 67 2018
Numer 3 (320)
Strony 541-553

Polskie Towarzystwo Przyrodnikéw im. Kopernika

JERZY WIATER

Zaktad Biologii i Obrazowania Komorki
Instytut Zoologii i Badari Biomedycznych
Uniwersytet Jagielloriski w Krakowie
Gronostajowa 9, 30-387 Krakéw

E-mail: jerzy.wiater@uj.edu.pl

CZY DZIEKI METODOM INZYNIERII GENETYCZNEJ )
KSENOTRANSPLANTACJA STANIE SIE FAKTEM? TRANSGENICZNE SWINIE
JAKO POTENCJALNI DAWCY NARZADOW DLA CZLOWIEKA

WPROWADZENIE

Niedostatek organéw i tkanek do prze-
szczepow od zmarlych dawcéw stanowi
obecnie powazny problem w transplantologii.
W wyniku rosnacej Sredniej dlugosci zycia
ludzi wzrasta liczba pacjentéw cierpiacych
na choroby przewlekle oraz schylkowag nie-
wydolnos¢ narzadowa. Co wiecej, niewydol-
nos$¢ narzadoéw wystepuje takze u noworod-
kow i niemowlat. Obecne zapotrzebowanie
na narzady, tkanki i komérki do transplan-
tacji znacznie przewyzsza liczbe dostepnych
dawcow. Listy pacjentow oczekujacych na
przeszczep (np. serca, nerki, watroby, wyse-
pek Langerhansa) z roku na rok dramatycz-
nie sie wydluzaja. Wedlug danych Poltran-
splantu w 2014 r. w Polsce liczba pacjentow
oczekujacych na przeszczep byla znacznie
wieksza niz liczba wykonanych transplanta-
cji (Tabela 1) (POLTRANSPLANT 2015). Z kolei
w Stanach Zjednoczonych Ameryki Po6inoc-
nej, jak podaje baza danych Organ Procure-
ment and Transplantation Network, sSrednio
co 10 minut dodawana jest kolejna osoba
do listy pacjentéw oczekujacych na prze-
szczep (OPIN 2017). Wspoélczesna transplan-
tologia, mimo wielu sukceséw m.in. udane-
go wprowadzenia przeszczepu nerki i watro-
by od spokrewnionego dawcy, wcigz boryka
sie z problemem zbyt malej liczby dawcéow
wzgledem liczby pacjentow oczekujacych na
przeszczep. Niestety, co roku wielu pacjen-
tow umiera nie doczekawszy przeszczepu.

Czy istnieja zatem jakie§s alternatywy
dla ludzkich narzadow i komorek? Liczne
postepy w biologii komérek macierzystych
oraz inzynierii tkankowej daja spore nadzie-
je, jednak kliniczne zastosowanie tych tech-
nik na masowa skale to jednak wciaz od-
legla przysztosé. Ksenotransplantacja, czyli
przeszczep miedzygatunkowy, wydaje sie byc¢
odpowiedzia na wspoélczesny niedobor orga-
now. Wykorzystanie zwierzat jako tatwo do-
stepnego zrodla narzadow, tkanek i komo-
rek do transplantacji mogloby w przysztosci
uratowac¢ zycie setek pacjentéw na calym
Swiecie (CIERPKA i BUDzINSKI 2013). W mi-
nionym wieku zarejestrowano niewielka licz-
be prob klinicznego zastosowania narzadow
pochodzenia zwierzecego. Wyniki wiekszosci
zabiegobw byly niesatysfakcjonujace, ale mate
Swiatetko w tunelu daly badania, w ktorych
watroba pawiana funkcjonowala w organi-
zmie czlowieka okolo 70 dni, a nerki nawet
9 miesiecy (COLLINS 2003). Wyniki tych ba-
dan sklonily wiele zespoléw badawczych do
poszukiwania przyczyny odrzucenia prze-
szczepu miedzygatunkowego i do znalezienia
optymalnego dawcy.

KSENOTRANSPLANTACJA — KROTKI
RYS HISTORYCZNY

Ksenotransplantacja to procedura prze-
szczepu, implantacji lub infuzji do orga-
nizmu czlowieka zywych komorek, tkanek
lub organow pochodzacych od innych or-
ganizmow niz czlowiek (SLOMSKI i wspoétaut.

Stlowa kluczowe: ksenotransplantacja, Swinia, transgeneza
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Tabela 1. Wyciag z Krajowej Listy Oczekujacych
na przeszczep w 2014 r. (POLTRANSPLANT 2015).

Liczba Liczba
pacjentow wykonanych
oczekujacych  przeszczepow
Nerka 2635 1120*
Watroba 570 366*
Serce 559 76
Trzustka i/lub wy- 39 gx*
spy Langerhansa
Rogowka 3926 939
Szpik kostny 835 397

*taczna liczba przeszczepien od zywych i zmartych
dawcow. **Liczba przeszczepien tylko trzustek (catego
narzadu; na komorki pacjenci nadal oczekuja).

2013). Nalezy pamietaé¢ jednak, ze termin
ksenotransplantacja nie dotyczy wszczepial-
nych materialow biologicznych pochodzenia
zwierzecego, takich jak sSwinskie zastaw-
ki (CIERPKA i BUDZzINSKI 2013). Przeszczep
miedzygatunkowy nie jest pomystem XXI
w., pierwsze doniesienia o takich zabie-
gach pochodzg z lat 1900-1914. Jednak
przez wiele lat metoda ta byla traktowana
jako pomyst szalony, bez szans na rzeczy-
wista 1 skuteczna aplikacje. Pionierem i
jednoczesnie ojcem transplantologii ekspe-
rymentalnej jest Alexis Carrel. To on jako
pierwszy dokonal autogenicznego przeszcze-
pu zyt (SAMDANI 2004, TILNEY 2005). Z ko-
lejnych doniesien dowiadujemy sie takze,
ze w 1905 r. Princeteau dokonal nefrotomii
jednej nerki u dziecka z anuria, po czym
zastapil narzad platami nerki kroélika, w
wyniku zabiegu chirurg uzyskat wzrost diu-
rezy u pacjenta. Niestety dziecko zmarto po
16 dniach od zabiegu w wyniku powiklan
ptucnych (SAMDANI 2004). W poézniejszych
latach przeszczepiano pacjentom z mocznica
koniczyny goérnej, nerki od kozy, owcy, mal-
py, Swini — niestety bez wiekszego sukcesu
(SAMDANI 2004). Znaczacy wzrost przezy-
cia organow po przeszczepie zaobserwowa-
no wraz z wprowadzeniem pierwszego leku
immunosupresyjnego, jakim byla cyklospo-
ryna. Badania te byly wykonywane na na-
czelnych, jednak dawaly nadzieje na poten-
cjalne zastosowanie u ludzi (COLLINS 2003).
W 1992 r. Zbigniew Religa wraz z Jeremim
Czaplickim i Barbarg Btlonska opisali przy-
padek zastosowania serca $wini u pacjen-
ta cierpiacego na zesp6t Marfana. Przy tym
zabiegu dodatkowo, oprécz klasycznych le-
kow immunosupresyjnych, zastosowano wy-
ciagi z cielecych grasic ptodowych (MICHLER

1996, TILNEY 2005). Z kolei w 1993 r. Tho-
mas Starzl, wybitny amerykanski lekarz,
czesto nazywany ,ojcem wspolczesnej trans-
plantologii”, réwniez podjal sie ryzykow-
nego zabiegu i az dwukrotnie przeszczepit
pacjentom watrobe pochodzaca od pawia-
na. Jeden z pacjentow chorowal na AIDS i
wirusowe zapalenie watroby, zatem celowo
otrzymal watrobe pawiana niewrazliwa na
wirusy. Przeszczepiona watroba wytwarzata
biatka pawiana i inne czynniki krzepnie-
cia krwi konieczne do przezycia pacjenta.
Niestety, mimo leczenia chory zmart po 70
dniach w wyniku zakazenia (COLLINS 2003).
Przypadkow takich jak opisane powyzej
w historii ksenotransplantacji jest bardzo
duzo. Niestety, w wyniku wielu niepowo-
dzen, zarzucono dalsze préby przeszczepow
narzadow miedzy odleglymi gatunkami.

Malpy cztekoksztaltne, takie jak pawian
czy szympans, poczatkowo uwazane za naj-
lepszych dawcow ze wzgledu na bliskos¢ fi-
logenetyczna, bardzo trudno rozmnazajg sie
w warunkach niewoli, posiadaja mata liczbe
potomstwa, ktéra znacznie wolniej dorasta.
Dodatkowo, ich narzady sa znacznie mniej-
sze, co ogranicza wykorzystanie ich jedy-
nie dla dzieci. Mimo licznych, obiecujacych
prob w przeszlosci, potencjalne wykorzysta-
nie narzadéw od szympanséw czy pawia-
noéw na potrzeby ksenotransplantacji bytoby
rozwigzaniem bardzo kosztownym i nieopta-
calnym (REEMTSMA 1966, BAILEY i wspotaut.
1985, STARTZL i wspétaut. 1993, LIPINSKI
i wspotaut. 2013). W ostatnich latach co-
raz wiecej pojawia sie doniesien na temat
narzadow pochodzacych od genetycznie
zmodyfikowanych §swin (EKSER i wspotaut.
2012, COOPER i wspoélaut. 2014, COOPER i
BOTTINO 2015). Swinia domowa filogenetycz-
nie jest bardziej oddalona od czlowieka niz
malpy czlekoksztaltne, jednak posiada wiele
innych cech, ktore przemawiaja za wybo-
rem tego gatunku jako optymalnego daw-
cy. ZgodnosS¢ genetyczna Swini i czlowieka
utrzymuje sie¢ na poziomie 96%, ponadto
zarowno wielko$¢, jak i parametry fizjolo-
giczne wielu organéw Swini sa bardzo zbli-
zone do ludzkich. Dodatkowo, swinia ma
liczne potomstwo, ktére stosunkowo szybko
osiaga dojrzalos¢ (GaLiLl 2001). Co wiecej,
Swinia domowa jest gatunkiem popularnie
hodowanym i stosunkowo tanim w utrzy-
maniu, a wykorzystanie jej narzadéw na
potrzeby ksenotransplantacji budzi mniej
kontrowersji etycznych. W 1995 r. komisja
etyczna w Wielkiej Brytanii orzekla, ze nie-
dopuszczalne jest wykorzystywanie naczel-
nych na cele ksenotransplantacji, natomiast
organy $wini domowej sa wystarczajace do
przeprowadzania prob klinicznych z udzia-
lem ludzi (MICHLER1996).
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Ryc. 1. Schemat reakcji katalizowanej przez al,3-galaktozylotransferaze.

Gal - galaktoza; GIcNAc — N-acetyloglukozamina; al,3GT - al,3-galaktozylotransferaza; UDP-Gal — urydyno-5’-difos-
foran galaktozy; UDP — urydyno-5-difosforan; R — reszta biatkowa

KSENOTRANSPLANTACJA - BARIERA
IMMUNOLOGICZNA

Mimo duzych podobienstw miedzy Swi-
nia a czlowiekiem, zaré6wno na poziomie
genetycznym, jak i fizjologicznym, dystans
filogenetyczny jest przyczyna bariery immu-
nologicznej. Na powierzchni wiekszosci ko-
morek swini wystepuje struktura cukrowa
Gala(1,3)Galp(1,4)GIcNA-R, nazywana popu-
larnie epitopem a-gal (lub epitopem gal) (GA-
LILI wspolaut. 1984). Epitop a-gal syntetyzo-
wany jest przez al,3-galaktozylotransferaze
(@l1,3GT), enzym kodowany przez gen
GGTA1. al,3GT katalizuje reakcje przylacze-
nia, wigzaniem al-3 glikozydowym, czastecz-
ki galaktozy z UDP-Gal do glikosfingolipidow
lub glikoprotein, ktore zawieraja koncowe
reszty Galp(1,4)GlcNAc-R (Ryc. 1) (BLANKEN
i wspoétaut. 1985). Epitop a-gal wystepuje
réwniez u innych ssakéw, a takze bakterii
i pierwotniakéw (GALILI i wspoélaut. 1988a,
COOPER i wspotaut. 1993). Z kolei cztowiek
i malpy czlekoksztaltne w wyniku ewolucji
utracily epitop a-gal i wytwarzajg naturalne
przeciwciala skierowane przeciwko tej struk-
turze (GALILI i wspoétaut. 1988a, b). Prawdo-
podobnie juz u przodkéw czlowieka i malp
cztekoksztaltnych gen GGTAI wulegl inakty-
wacji (GALILI i SWANSON 1991). Zesp6t GALILI
i wspotaut (1988b) pokazal, ze obecnos¢ u
czlowieka przeciwcial skierowanych przeciw-
ko a-gal, jest konsekwencja immunizacji an-
tygenami bakterii naturalnie zasiedlajacych
ludzki przewod pokarmowy. Przeciwciala te
wystepuja w dwoéch klasach immunoglobu-
lin: IgG i IgM, interakcja jednych i drugich
z epitopem a-gal prowadzi do reakcji nado-
strego odrzucenia przeszczepu (ang. hypera-
cute rejection, HAR). Polaczenie sie przeciw-
cial IgG i IgM z epitopem a-gal, powoduje
u biorcy uruchomienie tzw. enzymatyczne;j
kaskady dopelniacza, w wyniku czego do-
chodzi do lizy komoérek w przeszczepionym
narzadzie i tym samym do zniszczenia prze-
szczepu. Proces ten jest bardzo precyzyjnie
kontrolowany i uczestniczy w nim ponad 30

biatek zlokalizowanych w blonie komorkowe;j
lub plynach tkankowych (glownie w oso-
czu) (GALILI 1993, SUCHANOWSKA i wspotaut.
2009).

Uklad dopelniacza jest naturalnym me-
chanizmem obronnym naszego organizmu
przed patogenami, stanowi element odpor-
nosci nieswoistej. Dzieki ukladowi dopelnia-
cza zniszczeniu ulegaja komorki pasozytni-
cze, bakteryjne i nowotworowe. W kaskadzie
enzymatycznej najwazniejsze sa anafilatok-
syny: C3a, C4a i Cba, oraz kompleks ata-
kujacy blone komoérkowa (ang. membrane
attack complex, MAC). Kompleks atakujacy
blone katalizuje wprowadzenie do blony bia-
lek tworzacych w niej duze pory, przez co
rozpoznana komorka ulega lizie. Natomiast
anafilatoksyny maja wlasciwosci chemotak-
tyczne w stosunku do monocytow, komorek
tucznych, wszystkich granulocytow, sa zdol-
ne do uwalniania czynnikow prozapalnych, a
takze zwiekszaja wlasciwosci fagocytarne ko-
morek zernych (MCCURRY i wspétaut. 1995).

Aktywacja ukladu dopelniacza moze za-
chodzi¢ na trzy sposoby: szlakiem klasycz-
nym, alternatywnym lub lektynowym. Szlak
klasyczny rozpoczyna sie od zwigzania prze-
ciwciat IgM i/lub IgG z antygenem (w tym
takze z epitopem a-gal), dochodzi do utwo-
rzenia tzw. kompleksu immunologicznego.
Nastepnie do takiego kompleksu przylacza
sie bialko C1. Biatko to sklada sie z trzech
podjednostek: Clq, Clr i Cls, oraz jest pro-
enzymem kontrolowanym przez inhibitor
Cl. W momencie przylaczenia sie komplek-
su immunologicznego do podjednostki Clq,
nastepuje zniesienie dzialania inhibitora C1,
w wyniku czego obserwowana jest zmiana
konformacji biatka C1 i przeksztalcenie go
do aktywnej proteazy serynowej. Biatko C1
uruchamia kaskadowy szlak dopelniacza,
przez trawienie skladnika C4 (McCURRY i
wspoétaut. 1995, LIPINSKI i wspélaut. 2013).

Bialko C1 moze by¢ aktywowane bez
udziatlu przeciwcial; ma to miejsce w lekty-
nowym szlaku aktywacji ukladu dopelnia-
cza. Lektyna wiazaca mannoze (ang. man-
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nan binding lectin, MBL) wystepuje w su-
rowicy krwi i jest zdolna do wigzania sie z
koncowymi grupami mannozy obecnymi na
powierzchni komorek bakterii. MBL zmienia
konformacje C1 i aktywuje proenzym MASP
(ang. MBL associated serine protease), ktory
trawi skladnik C4 i tym samym uruchamia
kaskade enzymatyczna dopelniacza (LIPINSKI
i wspotaut. 2013).

Trzecia z drog aktywacji kaskady dopet-
niacza to tzw. szlak alternatywny, niezwykle
istotny, gdy organizm atakuja drobnoustroje;
stanowi pierwsza linie obrony zanim pojawig
sie specyficzne przeciwciata. Szlak alterna-
tywny aktywowany jest przez niski poziom
sktadnika C3 w surowicy krwi. W wyniku
licznych przeksztalcen skladnika C3 w szla-
ku alternatywnym powstaje konwertaza CS5,
ktora wilaczana jest do kaskady dopelniacza
(McCURRY i wspotaut. 1995, LIPINSKI i wspot-
aut. 2013).

Na koncu enzymatycznej kaskady dopel-
niacza tworzy sie kompleks MAC, ktory ka-
talizuje przytaczenie sie do blony komorko-
wej kolejnych czynnikow kaskady dopelnia-
cza. Ostatecznie dochodzi do podziurawienia
blony komorkowej i zniszczenia rozpoznanej
komorki (LIPINSKI i wspotaut. 2013).

KSENOTRANSPLANTACJA A RYZYKO
WIRUSOW ODZWIERZECYCH

Z ksenotransplantacja zwiazane jest row-
niez ryzyko przeniesienia na czlowieka wiru-
sow odzwierzecych. Ryzyko to ro$nie wraz z
malejaca odlegtoscia filogenetyczna miedzy
dawca a biorca ksenoprzeszczepu. Zatem i
w tym przypadku wyboér swini domowej jako
potencjalnego dawcy wydaje sie byc¢ bardziej
uzasadniony. ZbieznosS¢ genetyczna miedzy
Swinia a czlowiekiem jest nieco mniejsza niz
miedzy malpami czlekoksztaltnymi a czto-
wiekiem. Mimo to nie mozna wykluczy¢ ta-
kiego ryzyka i dlatego tez prowadzone sa in-
tensywne badania nad potwierdzeniem i/lub
wykluczeniem obecnosci tzw. PERV (ang.
porcine endogenous retroviruses) w organi-
zmie $§win transgenicznych, wykorzystywa-
nych jako modele do badan nad ksenotran-
splantacja. Badania te maja na celu okre-
§lenie m.in. stopnia inwazyjnosci oraz praw-
dopodobienstwa transmisji PERV od swin do
organizmu czlowieka (MAZUREK i wspétaut.
2014, KiMsA i wspétaut. 2015).

PERV naleza do rodzaju Gammaretrovi-
rus, ich genom, podobnie jak wiekszosci re-
trowiruséw, zbudowany jest z trzech genéw:
gag (ang. group-specyfic antigen), pol (ang.
polymerase) i env (ang. envelope). Na etapie
prowirusowego DNA geny te sg ograniczone
przez tzw. LTR (ang. long terminal repeats),
czyli dilugie niekodujace powtérzenia konco-

we. Powtorzenia te zawieraja promotor, en-
hancer i elementy regulatorowe. Gen gag
koduje biatka strukturalne, m.in. budujace
kapsyd wirusa i jego macierz wewnetrzna.
Gen pol koduje wlasng polimeraze wirusa,
ktéra jest odwrotna transkryptaza. Nato-
miast gen env koduje transblonowe biatka
envelope (TM) oraz powierzchniowe biatka
envelope (SU), ktore zawieraja domene wia-
zaca receptor. Wewnatrz tej domeny moz-
na wyrozni¢c dwa zmienne regiony, ktore
decyduja m.in. o podtypie PERV (LE Tis-
SIER i wspoétaut. 1997, WILSON i wspoétaut.
2000, GEMENIANO i wspoélaut. 2006, DEN-
NER 2010). Dwa z podtypéw PERV: PERV-
-A i PERV-B wystepuja u wszystkich $swin
(DENNER i TONJES 2012). Obydwa podtypy
naleza do tzw. politropowych retrowiruséw
i maja zdolnos¢ zakazania ludzkich komoé-
rek. Trzeci z podtypow, PERV-C, wystepuje
u wiekszosci swin i ma zdolnos¢ do repli-
kacji wytacznie w komorkach $wini. Jednak
sa potwierdzone przypadki, kiedy PERV-A
ma zdolnos¢ do rekombinacji z PERV-C i
taki zrekombinowany PERV-A/C retrowirus
posiada juz zdolnos¢ do infekcji komorek
ludzkich (BARTOSCH i wspotaut. 2004, HARRI-
SON i wspoétaut. 2004, DENNER 2008).

Zdolnos¢ do infekcji ludzkich komorek
przez PERV potwierdzono do tej pory w ba-
daniach in vitro, jednak zjawisko to nie bylo
obserwowane in vivo. Z kolei w badaniach
na myszach potwierdzono mozliwos¢ trans-
misji PERV in vivo. Nie wyjasnione sg réw-
niez konsekwencje takiej infekcji dla czltowie-
ka. Podejrzewa sie, ze PERV moga prowa-
dzi¢ do spontanicznych mutacji w genomie,
jednak ta hipoteza jest wciaz niepotwierdzo-
na (MAZUREK i wspoélaut. 2014).

Wobec powyzszego, niezmiernie wazne sa
badania na obecnos¢ wszystkich podtypow
PERV u swin, ktére maja zosta¢ wykorzy-
stane jako potencjalni dawcy komorek, tka-
nek czy narzadow do ksenotransplantacji.
Niestety, nie jest mozliwe uzyskanie Swin
zupelnie pozbawionych PERV, jednak dzieki
badaniom molekularnym istnieje mozliwo§é
wyselekcjonowania tych osobnikéw, ktére
odznaczaja sie najnizsza ekspresja PERV w
swoim genomie (MAZUREK i wspoélaut. 2014).

REGULACJA UKEADU DOPELNIACZA

Rozwiazanie problemu nadostrego od-
rzucenia przeszczepu z udzialem uktadu
dopelniacza moga stanowi¢ Swinie transge-
niczne z wprowadzonymi ludzkimi genami
regulujacymi kaskade dopeilniacza (MCCURRY
i wspotaut. 1995). W wyniku ewolucji roz-
winely sie precyzyjne mechanizmy kontro-
li ukladu dopelniacza, poniewaz moze on
ulega¢ spontanicznej aktywacji i atakowac
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wlasne komorki. Regulatory te naleza do
rodziny bialek strukturalnie i funkcjonalnie
podobnych do siebie. Jedne z nich bloku-
ja aktywacje kaskady dopelniacza, inne na-
tomiast nie dopuszczaja do formowania sie
kompleksu MAC. Czes$é z tych biatek zwig-
zana jest z blong komorkowsa (CR1, CDSS5,
MCP, CD359), inne zas wystepuja w osoczu
(czynnik H, C4bp, inhibitor C1, karboksy-
peptydaza N, biatko S, klasteryna). Wazne
z punktu widzenia ksenotransplantacji sa
czynniki: CD55, MCP i CD59 (LE BAS-BER-
NARDET i wspoétaut. 2011).

Czynnik CDS39 (inaczej MIRL, ang. mem-
brane inhibitor of reactive lysis) hamuje
tworzenie sie kompleksu MAC. Prawdopo-
dobnie CDS39 blokuje polimeryzacje czyn-
nika C9 oraz nie pozwala na przylaczenie
sie kompleksu do blony komoérkowej (SACKS
i ZHou 2012). Dzieki temu czynnik CDS359
chroni komorki przed degradacja przez
uktad dopelniacza. Poczatkowo w bada-
niach in vitro wykazano, ze stala ekspresja
CD59 w linii komoérkowej CHO (ang. Chi-
nese hamster ovary cells; komorki wyizolo-
wane z jajnika chomika chinskiego) chroni
te komorki przed atakiem ukladu dopeinia-
cza, a stopien ochrony zalezy od poziomu
ekspresji na powierzchni komoérek (FODOR i
wspoélaut. 1994). W pozniejszych badaniach
udalo sie wuzyskac¢ transgeniczne myszy i
Swinie z ekspresja CDS59 (DIAMOND i wspol-
aut. 1996, CHEN i wspotaut. 1999, NIEMANN
i wspoétaut. 2001). Dwie grupy badawcze po-
kazaly niezaleznie, ze czynnik CDS9 zabez-
piecza przed atakiem kaskady dopelniacza
zarowno organy zwierzat poddane perfuzji ex
vivo (NIEMANN i wspotaut. 2001), jak i orga-
ny przeszczepione pawianom (CHEN i wspol-
aut. 1999). Inna grupa wykazata, ze ludzki
czynnik CDS9 nie ma negatywnego wplywu
na organizm Swini (DEPPENMEIER i wspélaut.
2006).

Czynnik CDSS5 (inaczej DAF; ang. de-
cay accelerating factor), czyli czynnik przy-
spieszajacy rozklad, steruje podatnoscia ko-
morek na atak ukladu dopelniacza (SACKS
i ZHou 2012). CDS5 blokuje tworzenie sie
kompleksu konwertaz C3 i CS i powoduje
dysocjacje uformowanego kompleksu. Wyka-
zano w badaniach ex vivo, ze wprowadzenie
do genomu $wini dodatkowych kopii genu
kodujacego czynnik CDS5, chroni niektore
Swinie przed atakiem ludzkiego ukladu do-
pelniacza (WATERWORTH i wspoétaut. 1998,
Cozzl i wspoétaut. 2000, DIAMOND i wspoélaut.
2001).

Czynnik MCP (ang. membrane cofactor
protein), inaczej blonowy kofaktor bialko-
wy, podobnie jak CDS55, hamuje tworzenie
sie kompleksu konwertazy C3, tym samym
dziala zaréwno w szlaku klasycznym, jak i

alternatywnym aktywacji ukladu dopeknia-
cza. Jego ekspresja na powierzchni komo-
rek, chroni je przed atakiem dopelniacza. W
badaniach przeprowadzonych z udzialem pa-
wian6éw wykazano, ze ekspresja MCP w or-
ganach Swin chroni je przed atakiem ukla-
du dopelniacza pawiana (LOVELAND i wspol-
aut. 2004, SACKS i ZHOU 2012).

TRANSGENICZNE SWINIE Z OBNIZONA
EKSPRESJA EPITOPU A-GAL

Omoéwione wczesniej modyfikacje geno-
mu $Swini domowej pokazuja jedna z moz-
liwych strategii wyciszenia nadostrej reakcji
immunologicznej. Inna mozliwoscia jest mo-
dyfikacja biatek powierzchniowych komorek
Swini w taki sposéb, aby obnizy¢ ilos¢ epito-
pu a-gal. Modyfikacji takiej mozna dokonac
przez inaktywacje w genomie $wini genu
GGTA1 lub przez wprowadzenie do tego ge-
nomu ludzkich genéw kodujacych biatka ob-
nizajace ilo$¢ epitopu a-gal.

Inzynieria genetyczna dysponuje obecnie
sporym orezem niezbednym do precyzyjne-
go usuniecia konkretnego genu z genomu.
W celu wykonania okreslonych modyfikacji
genetycznych, wykorzystuje sie naturalnie
wystepujace endonukleazy, czyli tzw. enzymy
restrykcyjne, rozpoznajace okreslone sekwen-
cje DNA, a nastepnie wycinajace rozpoznany
fragment. Doskonalym przykladem takich
enzymow sa miejscowo specyficzne nukleazy
z motywem ,palca cynkowego” oraz nukleazy
typu TALEN (ang. transcription activator-like
effector nucleases).

Nukleaza z motywem ,palca cynkowego”
(ang. zinc finger nuclease, ZFN) jest sztucz-
nie skonstruowanym enzymem restrykcyj-
nym. Powstalta w wyniku potaczenia motywu
spalca cynkowego” z domena, ktéra przecina
ni¢ DNA (BITINAITE i wspoétaut. 1998, MILLER
i wspotaut. 2007). Motyw ,palca cynkowe-
go” to specjalna struktura biatkowa, zdolna
do wigzania nici DNA. Nazwa ,palec cynko-
wy” oddaje wyglad tej czasteczki, poniewaz
ksztaltem przypomina ona ludzki palec. Z
kolei ,cynkowy”, poniewaz w centralnej jego
czesSci znajduje sie atom cynku, ktéry peini
role stabilizatora calej struktury. Brak ato-
mu cynku sprawia, ze struktura rozpada
sie i traci swoja funkcje (MILLER i wspol-
aut. 2007). Motyw ,palca cynkowego” jest
niezbedny tam, gdzie musi dojs¢ do rozpo-
znania unikatowej sekwencji DNA. ,Palce
cynkowe” to mnajbardziej charakterystyczna
struktura wielu czynnikéw transkrypcyjnych.
Dzieki tej domenie czynniki transkrypcyj-
ne moga pelni¢ swoja funkcje z wielka pre-
cyzja, rozpoznawaé konkretny region nici
DNA, wigza¢ sie¢ z nim i kontrolowac¢ pro-
ces transkrypcji. Czlowiek stara sie naslado-



546

JERZY WIATER

J —

dodanie sekwencji
donorowej

—
- J

niehomologiczne
faczenie koricow

rekombinacja
homologiczna

— s - i

docelowa wymiana genéw

(NHEJ)

J—

ukierunkowana mutageneza

Ryc. 2. Schemat dzialania nukleazy z motywem ,palca cynkowego” (ZFN).

wac nature, dlatego i ten mechanizm zostat
zaadaptowany na nasze potrzeby - tak po-
wstalo precyzyjne narzedzie tnace ni¢ DNA
w interesujacym nas miejscu. Nukleaza z
motywem ,palca cynkowego” zbudowana
jest z domeny tnacej nic DNA pochodzace;j
od endonukleazy Fokl oraz motywu ,palca
cynkowego”. Domena endonukleazy FokI na-
turalnie wystepuje w postaci monomeru (po-
jedynczej struktury), jednak do catkowitego
przeciecia nici DNA wymagana jest dimery-
zacja (potaczenie sie¢ dwoch takich samych
struktur) (DURAI i wspotaut. 2005). Moéwiac
prosciej, enzym ten dziala jak nozyczki, bo
do pelnego przeciecia nici DNA potrzebuje
dwoéch takich samych elementéow, ustawio-
nych naprzeciw siebie (Ryc. 2). Czes¢ od-
powiedzialng za rozpoznanie konkretnej se-
kwencji DNA stanowia trzy trojki nukleoty-
dowe. Dzigki takiemu ukladowi istnieje moz-
liwos¢ precyzyjnego zaprojektowania ,palcow
cynkowych” rozpoznajacych interesujaca nas
sekwencje DNA.

TALEN (ang. transcription activator-li-
ke effector nucleases) jest kolejna z metod
inzynierii genetycznej, pozwalajaca precy-
zyjnie edytowa¢ genom. Zasada dzialania
systemu TALEN jest analogiczna do ZFN,
gléowng roznice stanowig elementy rozpo-
znajace sekwencje DNA, ktore wiaza sie do
pojedynczych nukleotydow (Ryc. 3), a nie
do calych tréjek, jak to ma miejsce w ZFN
(CHRISTIAN i wspoétaut. 2010). Prostsza bu-
dowa domeny rozpoznajacej DNA jest cecha
charakterystyczna dla nukleaz TALE. Uktad
ten pozwala na latwiejsza modyfikacje do-
meny rozpoznajacej DNA, rozszerzajac tym

samym mozliwosci aplikacyjne tej metody.
System TALEN zostal zaadaptowany od bak-
terii Xantomonas atakujacych rosliny (Kay i
wspotaut. 2009, BocH i Bonas 2010).
Jednym z najmlodszych systemow ukie-
runkowanej mutagenezy majacej na celu
edycje genomu jest system CRISPR/Cas9
(ang. clustered regularly interspaced short
palindromic repeats, co tlumaczy sie na
jezyk polski jako zgrupowane, regularnie
rozproszone, krotkie, powtarzajace sie se-
kwencje palindromowe). System ten stano-
wi niejako rodzaj ukladu odpornosciowego
bakterii m.in. u Streptococcus pyogenes,
zabezpiecza bakterie przed infekcja ob-
cym DNA, np. fagowym lub plazmidowym.
Endonukleaza Cas9 kodowana jest w ge-
nomowym locus CRISPR. Za rozpoznanie
konkretnej sekwencji DNA oraz zwiazanie
sie nukleazy odpowiada krotka sekwencja
PAM (ang. protospacer adjacent motif). Do-
datkowo w sktad kompleksu Cas9 wchodza
dwie mate, niekodujace czasteczki RNA tzw.
CRISPR RNA (crRNA) oraz transaktywuja-
ce crRNA (tracrRNA). Krotkie RNA pozwa-
laja biatku Cas9 na rozpoznanie i przecie-
cie konkretnego regionu DNA (BARRANGOU
2013, PeENNISI 2013, CHEN i GAOo 2014).
Ogromna zaleta systemu CRISPR/Cas9 jest
jego wysoka specyficznos¢ i prostota w pro-
jektowaniu konstruktu, ktora zalezny glow-
nie od 20 par zasad budujacych gRNA (gu-
ide RNA). Co wiecej, nukleaza Cas9 nie wy-
maga szczegdlnych zmian i sprawdzila sie
do tej pory w wielu badanych uktadach.
Oprocz tego mozliwos¢ multipleksowania
i uzyskania ekspresji kilku syntetycznych
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Ryc. 3. Schemat dzialania nukleazy typu TALEN.

RNA w ramach jednego doswiadczenia po-
zwala skroci¢ czas analiz i obnizy¢ nakltady
finansowe (CONG i wspoétaut. 2013). Istnie-
je zatem duza szansa, ze ten prosty i tani
system w niedalekiej przyszloSci stanie sie
podstawowa metoda uzyskiwania genetycz-
nie modyfikowanych zwierzat. Omoéwione
powyzej metody opieraja sie na strategii
inaktywacji genu GGTAI kodujacego al,3-
galakozylotransferaze. Kazda z tych metod
mozna to osiagnac z rozna specyficznoscig
i wydajnoscia (Tabela 2).

Inna ze strategii usuniecia epitopu a-gal
z powierzchni komorek Swini opiera sie na
wprowadzeniu do jej genomu, za pomo-
ca metody mikroiniekcji, ludzkich genéw
FUT2 i/lub GLA. Mikroiniekcja polega na
wstrzyknieciu zaprojektowanej wczesniej se-
kwencji DNA do meskiego przedjadrza zy-
goty. Procedure ta przeprowadza sie pod
kontrola specjalnego mikromanipulatora.
Aparat ten w uproszczeniu sklada sie z mi-
kroskopu, specjalnej pipety, za pomoca kto-
rej przytrzymuje sie zygote oraz mikroigly
iniekcyjnej, dzieki ktorej mozliwe jest precy-
zyjne wprowadzenie sekwencji DNA do zy-
goty. Metoda ta jest niestety malo wydajna,
ale jak na razie najbardziej skuteczna.

Gen FUT2 koduje al,2-fukozylo-
transferaze (al,2FT), ktéra odpowiada za
synteze tzw. struktury H, rdzeniowego

sktadnika grup krwi ukladu ABO. Modyfi-
kacja ta opiera sie na konkurencji dwoéch
enzymoéw o ten sam substrat i ma na celu
zablokowanie syntezy epitopu a-gal. Zaréw-
no endogenna al,3GT, jak i wprowadzona
al,2FT do syntezy specyficznych dla sie-

(NHEJ)

— i ~

ukierunkowana mutageneza

bie epitopow wykorzystuja N-acetylolakto-
zoamine (N-lac). Aktywnos¢ al,2FT u swi-
ni transgenicznej powoduje obnizenie ilosci
epitopu a-gal na powierzchni komorek. Jak
to jest mozliwe? Obydwa enzymy wystepu-
ja w aparacie Golgiego, przy czym al,2FT
w czeSci cis, natomiast al,3GT w czeSci
trans. Zatem N-lac wczesSniej wystawiony
jest na dziatanie al,2FT, ktora przylacza
do niego czasteczke fukozy, a tak powsta-
ly kompleks nie posiada juz wolnych wia-
zan do przylaczenia czasteczki galaktozy w
reakcji katalizowanej przez al,3GT. W wy-
niku tej reakcji zamiast epitopu a-gal na
powierzchni komorek swini powstaje ludzka
struktura H, ktora prawdopodobnie moze
dodatkowo rozwiazaé problem opo6znionego
odrzucenia ksenoprzeszczepu (Ryc. 4A) (LI-
PINSKI i wspétaut. 2010).

Kolejna z mozliwosci, pozwalajaca na
zredukowanie liczby czasteczek a-gal na
powierzchni komoérek $wini, wykorzystuje
ludzka a-galaktozydaze, enzym kodowany
przez gen GLA. a-Galaktozydaza katalizuje
reakcje odciecia koncowych reszt D-galak-
tozy z epitopu a-gal (Ryc. 4B). Pozbawienie
epitopu a-gal galaktozy sprawia, ze staje
sie on ,niewidzialny” dla przeciwcial (mniej
ksenoreaktywny), tym samym dochodzi do
obnizenia nadostrej reakcji immunologicz-
nej zaleznej m.in. od ukladu dopelniacza.
Przeprowadzone in vitro badania pokaza-
ly, ze transfekowane komoérki wykazujace
ekspresje ludzkiej a-galaktozydazy sa bar-
dziej odporne na atak ukladu dopelniacza
niz komorki kontrolne (Rys. 5A) (ZEYLAND i
wspotaut. 2013).
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Tabela 2. Poréwnanie efektywnosci metod ZFN, TALEN oraz CRISPR/Cas9 (wg SEGA i LINKIEWICZ 2014,

zmieniona)
ZFN TALEN CRISPR/Cas9
Charakterystyka Diugosc¢ sekwencji 18-30 pz Dlugosé sekwencji 50-60 pz Dlugosé sekwencji do 20 pz
Dwa monomery — 3-6 mo- Dwa monomery 13-30 mo- Laczenie RNA oraz DNA przy
dutow dutow udziale transkryptu naprowa-
Kazdy modut wiaze tryplet KaZdy' modut wiaze 1 pz dzajacego i nukleazy Cas9
DNA i nukleaze Fokl DNA i nukleaze FokI Kompleks RNA-DNA
Kompleks biatko-DNA Kompleks biatko-DNA
Zalety technika bardzo dobrze po- prosta budowa domeny wia- mozliwo§¢ precyzyjnego okresle-
znana zacej DNA nia rejonu ciecia DNA
duza liczba baz danych se- latwosc¢ projektowania prosta budowa — jedno biatko i
kwencji i narzedzi bioinfor- niski poziom efektéw niedo- elastyczna czasteczka RNA
matycznych celowych w genomie najnizszy koszt uzyskania
mozliwosé oceny aktywnodci nizsza cytotoksycznosc najkrotszy czas projektowania
niedocelowej na genom . :
W poréwnaniu ZFN dynamiczny rozwoéj metody
stosunkowo niski koszt uzy-
skania
Wady bardzo ograniczone mozli- metoda zalezna epigenetycz- bardzo wysoki poziom efektow

wosci ukierunkowania na
konkretne locus

brak palcow cynkowych dla

nie
wieloznaczny modut rozpo-
znajacy guanine

niedocelowych na genom (mu-
tacje)

brak informacji o cyto-

wszystkich tréjek nukleoty-
dow
trudne projektowanie

najwyzszy koszt uzyskania
Perspektywy za- + + +
stosowania u

Swini

+ o+ + +

i genotoksycznosci tej metody

mata liczba baz danych sekwen-
cji

+ + + + +

Dla zintensyfikowania efektu sugeruje
sie uzyskiwanie $win podwdjnie transge-
nicznych, posiadajacych w swym genomie
zarowno gen FUT2, jak i GLA. Niestety ze
wzgledu na liczne ograniczenia metody mi-
kroiniekcji, m.in. brak mozliwosci jedno-
czesnego prowadzenia dwoch konstruktow,
stosuje sie krzyzowanie $win pojedynczo
transgenicznych, tym samym uzyskujac
swinie FUT2 x GLA. Strategia ta opiera si¢
niejako na dzialaniu z dwoéch stron w ko-
morce, od wnetrza al,2-fukozylotransferaza
blokuje synteze epitopu a-gal, natomiast
od zewnatrz a-galaktozydaza dezaktywuje
pozostala czeS¢ epitopu a-gal, ktéry mimo
wszystko powstal. Trzeba mie¢ na uwadze
fakt, ze ilos¢ N-lac jest ograniczona w ko-
morce, jednak nie na tyle, by al,3GT nie
przeksztalcita czesci w epitop a-gal (ZEv-
LAND i wspétaut. 2014).

KOMORKOWY MECHANIZM
ODRZUCENIA KSENOPRZESZCZEPU A
SYSTEM KRZEPNIECIA KRWI

Oprocz probleméw z epitopem a-gal przy
ksenotransplantacji wystepuje jeszcze ryzyko
niezgodnosci tkanek $wini na poziomie bia-
lek klasy MHC. W badaniach in vitro wy-
kazano, ze obecnos¢ ludzkiego genu HLA-E
w komorkach S§rodblonka s$swini chroni je
przed zniszczeniem przez komorki NK ludz-
kiego ukladu odpornosciowego (LILIENFELD i
wspoélaut. 2007). Uzyskano zatem S$Swinie z
ekspresja ludzkiego genu HLA-E, a modyfi-
kacja ta byla mozliwa réwniez dzieki mikro-
iniekcji DNA. Gen ten, tak jak i poprzednie
omawiane, zostal wprowadzony pod kontro-
la promotora ogbdlno-tkankowego tak, aby
jego ekspresja zachodzita w wiekszosci, jesli
nie we wszystkich narzadach swini (BOKSA i
wspolaut. 2015).
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Ryc. 4. Schemat dzialania strategii transgenezy Swin opartych o: (A) ludzka al,2-fukozylotransferaze,

(B) ludzka a-galaktozydaze.

al,3GT - al,3-galakozylotransferaza; al,2FT — al,2-fukozylotransferaza; N-lac — N-acetyloglukozamina.

Duza role w odrzuceniu ksenoprzesz-
czepu odgrywaja rowniez makrofagi (CADILI
i KNETEMAN 2008). Aktywacja makrofagow
moze zachodzi¢c na dwa sposoby: (i) jako
odpowiedz na oddzialywanie ksenoreaktyw-
nych limfocytéow T lub (ii) w wyniku bezpo-
Srednich interakcji miedzy antygenami obec-
nymi w Srodbtonku dawcy, a receptorami
powierzchniowymi makrofagéw biorcy (YI i
wspotaut. 2003). Czynnikiem, ktéry hamu-
je fagocytoze jest antygen powierzchniowy
CD47. Jednakze CD47 sSwini rozni sie od
ludzkiego, przez co nie jest wlasciwie rozpo-
znawany przez receptor SIRPa (ang. signal-
-regulatory protein a), w konsekwencji do-
chodzi do aktywacji makrofagéw. Rozwiaza-
niem tego problemu moglo by by¢ uzyskanie
transgenicznych swin z wprowadzonym ludz-
kim genem kodujacym czynnik CD47 (IDE i
wspoétaut. 2007).

Innym, nie mniej waznym czynnikiem
odpowiedzialnym za odrzucenie kseno-
przeszczepu jest system Kkrzepniecia krwi,
a w szczegblnosci zaburzenia w jego regu-
lacji wynikajace z pewnych réznic genetycz-
nych miedzy swinia a czlowiekiem. Proces
krzepniecia krwi, jako reakcja na uraz,
jest Scisle regulowany przez wiele czynni-
kow. System krzepniecia wymaga precy-
zyjnej kontroli, aby zapobiega¢ spontanicz-
nym krwotokom czy zakrzepom. W systemie
krzepniecia uczestniczy wiele czynnikow
aktywujacych, jak i hamujacych ten pro-
ces. Do grupy inhibitorow uktadu krzepnie-
cia krwi naleza: inhibitor szlaku czynnika

tkankowego, antytrombina III, kofaktor II
heparyny, biatka uczestniczace w aktywacji
bialka C (biatko C, trombina, biatko S oraz
trombomodulina). Inhibitor szlaku czynnika
tkankowego uczestniczy w ogolnej regulacji
uktadu krzepniecia krwi. Trombomodulina
wiaze trombine i bierze udzial w aktywacji
bialka C, ktore stanowi silny antykoagu-
lant. Z kolei biatko C, wraz z bialkiem S
jako kofaktorem, hamuje enzymatyczna ka-
skade wukladu krzepniecia, prowadzaca do
powstania skrzepu. Antytrombina III ha-
muje aktywnos¢ czynnikéw krzepniecia po-
siadajacych reszte serynowa w swym cen-
trum aktywnym. Wspomniane réznice ge-
netyczne miedzy biorca a dawca narzadéw
moga prowadzi¢ do zachwiania rownowagi
miedzy prokoagulacyjna a antykoagulacyj-
na dziatalnoscia ukladu krzepniecia krwi.
Konsekwencja takiej dysproporcji moze by¢
op6znione odrzucenie ksenoprzeszczepu.
Wiadomo, ze trombomodulina $§wini duzo
stabiej wiaze trombine ludzka, tym samym
nie aktywuje biatka C (SIEGEL i wspétaut.
1997). Podobnie inhibitor szlaku czynni-
ka tkankowego $wini bardzo stabo hamuje
ludzki czynnik Xa odpowiedzialny za prze-
ksztalcanie protrombiny w trombine (KopP
i wspotaut. 1997). Zespot DWYER i wspot-
aut. (2006) pokazal, ze ekspresja ludzkiego
CD39 u myszy zapobiega spontanicznej za-
krzepicy w przypadku allogenicznych prze-
szczepoOw serc u myszy oraz perfuzji ludzka
krwia mysich wysepek trzustkowych.
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Mechanizm opdznionego odrzucenia kse-
noprzeszczepu wciaz jest mato poznany.
Mimo licznych badan, brak jest jednoznacz-
nych odpowiedzi. Rozwaza sie¢ mozliwosc
otrzymania $win modyfikowanych genetycz-
nie, zaprojektowanych tak, aby wykazywa-
ty ekspresje ludzkich genéw kodujacych:
CD39, trombomoduline, czy tez inhibi-
tor szlaku czynnika tkankowego (LIPINSKI i
wspoétaut. 2013).

PODSUMOWANIE

Ksenotransplantacja moze w przyszlo-
Sci stac¢ sie w przypadku niektorych narza-
dow, swego rodzaju pomostem dla pacjen-
tow oczekujacych na alloprzeszczep. Dzieki
rozwojowi technik biologii molekularnej oraz
inzynierii komérkowej, z roku na rok wzra-
sta nasza wiedza o mozliwosciach wykorzy-
stania na potrzeby ksenotransplantacji ko-
morek, tkanek czy nawet calych narzadow
pochodzacych od swin transgenicznych. Do
tej pory odnotowano juz kilka przypadkow
zastosowania klinicznego biomateriatéw po-
chodzacych od tego typu zwierzat, m.in.
skora transgenicznych swin jako nowocze-
sny bioopatrunek, zastosowany przez Cen-
trum Leczenia Oparzen w Siemianowicach
Slaskich, czy tez sSwinskie zastawki ser-
ca opracowywane przez lekarzy i naukow-
cow z Kliniki w Zabrzu. Sukcesy tych ze-
spolow pokazuja, ze materialy pochodzace
od transgenicznych zwierzat maja szanse
z powodzeniem by¢ zastosowane u ludzi i
jednoczesnie daja nadzieje na przyszla apli-
kacje zywych narzadéw w zabiegach kseno-
transplantacji.

Streszczenie

Ograniczona liczba dawcow narzadéw i tkanek
do przeszczepoéw stanowi obecnie powazny problem w
transplantologii. Wielu pacjentéw co roku umiera nie-
doczekawszy przeszczepu. Czy istnieje jakas alternaty-
wa dla ludzkich narzadow? Wykorzystanie zwierzat jako
dawcow komorek, tkanek i narzadow moze stanowic
odpowiedz na to pytanie. Jednakze wyboér optymalnego
gatunku jest trudny. Malpy czlekoksztaltne, najblizsze
cztowiekowi, niestety nie spelniaja wielu kryteriow. Po-
nadto budza sporo zastrzezen etycznych. Swinia jako ga-
tunek fizjologicznie i genetycznie podobny do czlowieka
wydaje sie by¢ dawca optymalnym. Ograniczenie jednak
stanowi bariera immunologiczna, wynikajaca z wiekszego
dystansu filogenetycznego miedzy Swinig a cztowiekiem.
Wspblczesna inzynieria genetyczna stara sie rozwiazac
ten problem. Mozliwe jest uzyskanie swin transgenicz-
nych, ktore posiadaja w swoim genomie ludzkie geny
obnizajace ryzyko niezgodnosci tkankowej i immunolo-
gicznej. Niniejszy artykul stanowi przeglad dotychczaso-
wych osiagnie¢ w inzynierii genetycznej swini domowej
na potrzeby ksenotransplantacji. Omowiono kilka stra-
tegii rozwiazania problemu odrzucenia ksenoprzeszczepu
oraz pokazano mozliwe szanse i zagrozenia wynikajace z
zastosowania materialéw pochodzenia zwierzecego.
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WOULD XENOTRANSPLANTATION BECOME A REALITY DUE TO GENETIC ENGINEERING METHODS?
TRANSGENIC PIGS AS POTENTIAL DONORS OF ORGANS FOR HUMAN

Summary

Shortage of organ donors poses now a serious problem in transplantology. Many patients die every year
waiting unsuccessfully for a transplant. Is there an alternative to human organs? The use of animals as donors of
cells, tissues and organs can be the answer to this question. However, selection the best species is difficult. The
apes, which are genetically closest to humans, unfortunately do not meet many criteria. In addition, they raise a lot
of ethical controversies. The pig, which is physiologically and genetically similar to human, seems to be an optimal
donor. However, the limitation is an immunological barrier, resulting from the greater phylogenetic distance between
the pig and human. Modern genetic engineering is trying to solve this problem. It is possible to obtain transgenic
pigs that have in their genome human genes that reduce the risk of tissue and immune incompatibility. This article
provides an overview of the genetic engineering of domestic pigs for xenotransplantation. Several strategies have
been explored to tackle the problem of xenograft rejection and indicated possible opportunities and risks associated
with the use of animal derived materials.
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