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WPROWADZENIE

Poznanie biologicznych podstaw fizjologii
czlowieka nie byloby mozliwe bez badan na
zwierzetach laboratoryjnych. Mimo ogrom-
nych mozliwosci jakie zapewniaja hodowle
komoérek prowadzone in vitro, a zwlaszcza
hodowle organoidéw, doswiadczenia na zwie-
rzetach sa wciaz niezbedne dla zrozumienia
patofizjologii choréb i bardzo pomocne przy
opracowywaniu nowych lekow. W badaniach
biomedycznych najczeSciej wykorzystywane
sa myszy i szczury. Wyboér gryzoni jako or-
ganizméw modelowych wynika z jednej stro-
ny z ich genetycznego i fizjologicznego podo-
bienstwa do ludzi, a z drugiej, z ich malych
rozmiaréw, tatwosci hodowli, duzej pltodno-
Sci i niewielkich kosztow utrzymania. Szcze-
gbélnie cennym gatunkiem staly sie myszy,
zwlaszcza po opracowaniu metod precyzyjne-
go wprowadzania modyfikacji genetycznych
i tworzenia zwierzat transgenicznych (BRYDA
2013).

Analiza porownawcza ludzkiego genomu
zsekwencjonowanego w 2001 r. (LANDER i
wspoétaut. 2001, VENTER i wspoétaut. 2001)
oraz genomu myszy zsekwencjonowanego w
2002 r. (WATERSTON i wspoétaut. 2002) wy-
kazala, ze oba gatunki majg ponad 95%
wspolnych genow. Dlatego wiele badan pro-
wadzonych na mysich modelach dobrze ttu-
maczy zaréwno biologie myszy, jak i czlowie-
ka (BRYDA 2013). Nalezy jednak pamietac,
ze mimo podobienstwa genetycznego, fizjolo-
gia myszy i ludzi w wielu waznych aspek-
tach jest jednak odmienna. Dotyczy to np.

tempa metabolizmu, gospodarki lipidowej,
wrazliwosci na uszkodzenia DNA, podatnosci
na rozwoj nowotworéw, czy mozliwosci pro-
dukcji endogennego kwasu askorbinowego.
To sprawia, ze wyniki uzyskane na mode-
lach mysich nie zawsze mozna odnosi¢ bez-
posrednio do ludzi.

Szczegblnie istotne z punktu widzenia
wykorzystywania myszy do badan biome-
dycznych sa roéznice dotyczace ukitadu od-
pornosciowego i hematopoezy. Uklady od-
pornosciowe ludzi i myszy, mimo wspoélnych
podstawowych zasad dziatania, wykazuja ce-
chy specyficzne dla gatunku zaréwno w od-
pornosci wrodzonej, jak i nabytej. Niektore
odmiennosci latwo zauwazy¢ juz przy pod-
stawowej analizie hematopoezy i parametrow
hematologicznych. U zdrowych dorostych lu-
dzi hematopoeza zachodzi prawie wylacznie
w szpiku kostnym, a najwieckszy procentowy
udzial wsréd leukocytow krwi maja granu-
locyty. U zdrowych, dorostych myszy hema-
topoeza jest aktywna i w szpiku i w Sle-
dzionie, a dominujaca populacjg krazacych
leukocytow sa limfocyty. Inne roznice wy-
magaja dokladniejszych analiz. Specyficzne
dla gatunku sa np. wazne biatka regulujace
hematopoeze, jak chocby Sca-1 (ang. stem
cell antigen-1, Ly6a). Odmienna jest rowniez
regulacja ekspresji genoéw kodujacych biatka
biorace udzial w reakcji na infekcje. Dotyczy
to miedzy innymi dziatania i lokalizacji re-
ceptorow typu Toll (ang. toll-like receptors,
TLR2, TLR3, TLR9 i TLR10), rodzaju komo-
rek produkujacych defensyny czy aktywno-

Stlowa kluczowe: humanizacja, immunologia, koronawirus, modele zwierzece, przeszczep



486 WitoLD N. NOWAK i wspolaut.
A B (o]
—=N\ —=0 —=N
[ \i \ / g Q \‘\ / \ \
NSG / @ NRG [ o\, NBSGW | e
NSG-SGM3 MISTRG </ /8
C \w% @l (¢
N N
AN N RN
Mieloablacja do Mieloablacja do
3.5 Gy 6.0 Gy
= =N
.\ a Przeszcze
-y / 5 ludzkich komgrek
N 7
<W </\$ @ krwiotwdrczych
S x;—i
\\ e
Przeszczep Przeszczep
ludzkich komérek ludzkich komérek
krwiotworczych krwiotworczych

)\

——=N
.35 SN

2. 3 il g
<\ a

e

~

Mysz
humanizowana

~

Ryc 1. Procedura humanizacji myszy NSG i NSG-SGM3 wymaga przed przeszczepieniem ludzkich ko-
morek krwiotwoérczych zastosowania mieloablacji za pomoca niskich dawek promieniowania jonizujace-
go — do 3,5 Gy (A), myszy NRG i MISTRG sa bardziej odporne na promieniowanie jonizujace i moga

by¢ traktowane dawka promieniowania do 6 Gy (B),
przeszczepieniem ludzkich komorek krwiotwoérczych (C).

Medical Art.

§ci niektorych cytokin, np. interleukiny 4
(ang. interleukin 4, IL-4) czy interleukiny-13
(IL-13) (podsumowane w MESTAS i HUGHES
2004).

Dodatkowe przeszkody pojawiaja sie przy
probach wykorzystywania myszy w bada-
niach zwigzanych z chorobami infekcyjnymi,
czeS¢ patogenow moze bowiem infekowac
jedynie komoérki ludzkie. Do takich patoge-
néw naleza miedzy innymi: pateczka duru
brzusznego Salmonella typhi, kretek odklesz-
czowej goraczki powrotnej Borrelia hermsii i
pratek gruzlicy Mycobacterium tuberculosis
(DouaMm i PLoss 2018) oraz wirus ludzkiego
niedoboru odpornosci (ang. human immu-
nodeficiency virus, HIV), wirus cytomegalii
(ang. cytomegalovirus, CMV), wirus Epste-
ina-Barra (ang. Epstein-Barr virus, EBV)
mogacy wywoltywaé mononukleoze zakazna,
ludzki wirus T-limfotropowy (ang. human T-
-lymphotropic virus, HTLV) mogacy wywotac
biataczki i chloniaki z limfocytow T czy tez
wirus miesaka Kaposiego (ang. Kaposi’s sar-
coma-associated herpesvirus, KSHV). Takim

myszy NBSGW nie wymagaja mieloablacji przed
Rycine przygotowano wykorzystujac Servier

patogenem okazal sie rowniez wirus SARS-
-CoV-2 wywolujacy COVID-19.

Sposobem na obejScie tych przeszkod
jest wykorzystanie myszy humanizowanych
(Ryc. 1). Termin ,myszy humanizowane” nie
jest precyzyjny i moze by¢é rozumiany sze-
roko. W najbardziej ogélnym ujeciu huma-
nizacja myszy polega albo na wprowadzeniu
takich modyfikacji genetycznych, ktére upo-
dabniaja fizjologie mysia do fizjologii ludzkiej
(np. wylaczenie mozliwosci edycji mRNA dla
apolipoproteiny B w mysich hepatocytach
likwiduje jedna z ro6znic w metabolizmie li-
poprotein) albo na przeszczepieniu myszom
ludzkich komoérek i tkanek (a nawet mikro-
biomu), ktére po przeszczepieniu zachowuja
swoje funkcje specyficzne gatunkowo. Oba
podejscia sa czesto stosowane lacznie. Uzy-
skane modele myszy humanizowanych (ang.
humanized mice, humice) staja sie¢ niezasta-
pionym narzedziem w badaniach patogenezy
ludzkich choréb nowotworowych, autoimmu-
nizacyjnych i infekcyjnych. Pozwalaja réw-
niez na przedkliniczna ocene skutecznosci
proponowanych terapii, takze takich, kto-
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Tabela 1. Stowniczek.

Komorki progenitorowe

Komorki potomne pochodzace od komoérek macierzystych, sa zazwyczaj bardziej

ukierunkowane i nie maja zdolnosci samoodnowy

Mieloablacja

Zniszczenie szpiku kostnego przez radioterapie lub chemioterapie

Mielopoeza

Wytwarzanie limfocytow linii mieloidalnej tj. granulocytow (neutrofili, bazofili i
eozynofili), monocytow

Myszy permisywne

Myszy w ktérych mozliwa jest infekcja i namnazanie specyficznego wirusa

Nisza hematopoetyczna

Srodowisko szpiku kostnego, w ktérym wystepuja krwiotwoércze komoérki macie-
rzyste. Nisze tworza komorki kosci, naczyn krwionosnych, tkanki lacznej, w tym
komorki macierzyste zrebu szpiku kostnego. Sygnaly pochodzace z niszy sa klu-
czowym regulatorem stanu komérek krwiotwoérczych.

Rekombinacja V(D)J

Proces tworzenia genow przeciwcial lub receptorow limfocytow T poprzez rekom-
binacje. Przeciwciatla kodowane sa w genomie przez geny state C oraz zmienne V,
D, J, ktérych wystepuje kilkadziesiat wariantow. W procesie rekombinacji docho-

dzi do losowego laczenia wariantow przy udziale kompleksu rekombinazy.

Transdukcja

Wprowadzenie do komoérek RNA lub DNA za pomoca wektorow wirusowych

Transfekcja

Wprowadzenie do komoérek RNA lub DNA

rych dzialanie wykorzystuje specyficzne ce-
chy ludzkiego ukladu odpornosciowego. Mo-
dele te sg obecnie bardzo intensywnie rozwi-
jane, dlatego warto podsumowac informacje
dotyczace najwazniejszych humanizowanych
szczepow mysich. Skupimy sie na szczepach
wykorzystywanych w badaniach nad choro-
bami wirusowymi, w szczegbélnosci nad za-
kazeniem wirusem SARS-CoV-2.

Informacje dotyczace wuzytych w pracy
terminéw znajdzie czytelnik w Tabeli 1.

HUMANIZACJA MYSZY Z
NIEDOBORAMI ODPORNOSCI

Myszy humanizowane najszerzej wykorzy-
stywane w badaniach to myszy z ludzkim
ukladem odpornosciowym. Powstaja one na
bazie szczepéw z niedoborami odpornosci,
czesto sg tez dodatkowo modyfikowane ge-
netycznie, dzieki czemu produkujg ludzkie
czynniki stymulujace wzrost komoérek krwio-
tworczych. Kluczowa jest zwlaszcza produk-
cja czynnikéw, ktoérych mysie formy nie sa
rozpoznawane przez ludzkie receptory. Tak
dzieje sie w przypadku interleukiny 3 (IL-3),
czynnika stymulujacego kolonie makrofagow
(ang. macrophage colony stimulating factor,
M-CSF, CSF1), czynnika stymulujacego ko-
lonie granulocytow i makrofagéow (ang. gra-
nulocyte-macrophage colony stimulating fac-
tor, GM-CSF, CSF2), trombopoetyny (ang.
thrombopoietin, TPO) oraz interleukiny 15
(IL-15), koniecznej dla prawidlowego rozwoju
komoérek NK. CzeSciowa interakcja miedzy

mysimi ligandami a ludzkimi receptorami
zachodzi natomiast w przypadku czynnika
wzrostu komorek macierzystych (ang. stem
cell factor, SCF, KITL), liganda receptorowe;j
kinazy tyrozynowej FLT3 (ang. FMS-like ty-
rosine kinase 3 ligand, FLT3L) i interleukiny
7 (IL-7).

Najlepiej bedzie, jesli produkcja ludzkich
bialek w humanizowanych myszach nie za-
chodzi konstytutywnie, ale jest regulowana
analogicznie, jak w mysiej hematopoezie.
Mozna to uzyska¢ wprowadzajac ludzkie
geny w miejsce ich mysich odpowiednikéw,
pod kontrola endogennych promotorow.
Dzieki takim modyfikacjom nisza hemato-
poetyczna promuje ludzka hematopoeze po
przeszczepieniu ludzkich krwiotworczych ko-
morek macierzystych i progenitorowych.

Myszy z niedoborami odpornosci sa pod-
stawa tworzenia wszystkich modeli doswiad-
czalnych, wykorzystujacych przeszczepienia
ksenogeniczne. W wielu badaniach, w kté-
rych konieczne jest podanie myszom komé-
rek ludzkich (np. komérek nowotworowych),
uzywa sie szczepow nude (Foxnl™), scid, scid-
-beige lub NOD-scid. Szczepy te maja muta-
cje powodujace przede wszystkim zaburzenia
dojrzewania limfocytow i przez to wykazuja
uposledzona odpornos$é. Zostaly dobrze scha-
rakteryzowane w pracy Pauliny KOWALCZYK i
wspotaut. (2019), do ktérej warto siegnac¢. Do
tworzenia myszy humanizowanych stosuje sie
zwykle bardziej zaawansowane szczepy, ta-
kie jak NSG Iub NSG-SGMS3 oraz ich dalsze,
wcigz udoskonalane modyfikacje.
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MYSZY NSG tow, komorek NK i plytek krwi. Samice my-
Myszy NSG (szczep NOD.Cg-Prkdcscid  SZY NSG uwazane sa za najlepszych biorcow

-I2rgmiWirmdd) to szczep wyprowadzony z nie-
otyltych cukrzycowych myszy NOD (ang.
non-obese diabetic), uzyskanych w latach
70. w Japonii (MAKINO i wspotaut. 1980).
Myszy NOD wykazuja zaburzony rozwdéj ma-
krofagéw i ostabionag aktywnosé komoérek NK
i NKT. Nie maja réowniez bialtka C5 ukladu
dopeliacza (KOWALCZYK i wspétaut. 2019).

Co ciekawe, u wszystkich myszy wywo-
dzacych sie ze szczepow NOD wystepuje wa-
riant polimorficzny genu Sirpa, umozliwiaja-
cy efektywne wigzanie receptora SIRP-a na
mysich makrofagach do Iudzkiego biatka
btonowego CD47 (bedacego réwniez recepto-
rem dla trombospondyny 1). Interakcja bia-
tek SIRP-a/CD47 to sygnal ,nie jedz mnie”
dla makrofagow, chroniacy komorki CD47*
przed fagocytoza i zwiekszajacy przezywal-
nos¢ przeszczepionych komorek ludzkich,
a co za tym idzie poprawiajacy zasiedlanie
szpiku przez przeszczepione krwiotwércze
komorki macierzyste (TAKENAKA i wspotaut.
2007).

U myszy NSG obecna jest takze mutacja
scid w genie Prkdc kodujacym podjednost-
ke katalityczna kinazy biatkowej zaleznej od
DNA (ang. DNA-dependent protein kinase,
catalytic subunit, DNA-PKcs) oraz mutacja
lub delecja genu IlI2rg kodujacego lancuch
y receptora interleukiny 2 (ang. interleukin
2 receptor subunit gamma). Ma to bardzo
wazne konsekwencje, gdyz tancuch y wcho-
dzi w sklad kilku receptoréw, nie tylko dla
IL-2, ale réwniez IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 i IL-
21. Myszy NSG z delecja genu Il2rg zostaly
opisane w 2005 r. przez ISHIKAWE i wspol-
aut. (2005) oraz SHULTZA i wspétaut. (2005).

Unieczynnienie genu Prkdc prowadzi do
silnej limfopenii, czyli braku funkcjonalnych
limfocytow B i T (KOWALCZYK i wspotaut.
2019), oraz zwieksza wrazliwoS¢ myszy NSG
na promieniowanie jonizujace. Delecja lub
mutacja Il2rg wiaze si¢ natomiast z zablo-
kowaniem przekazywania sygnatu od inter-
leukin. Wytaczenie aktywnosci IL-15 blokuje
rozw6j komorek NK i uposledza odpornosé
nieswoista (KOWALCZYK 1 wspélaut. 2019).
Dodatkowym skutkiem braku aktywnosci
IL-2 jest zabezpieczenie myszy przed sponta-
nicznym rozwojem chtoniakéw.

Myszy NSG maja zatem silnie uposle-
dzong odpornos¢ swoista 1 nieswoista, a
jednoczesnie ich fagocyty rozpoznaja ludz-
kie CD47, czyli rozumieja sygnal ,nie jedz
mnie”. Umozliwia to przyjmowanie przez my-
szy NSG przeszczepéw ludzkich krwiotwor-
czych komorek macierzystych i progenitoro-
wych, w tym takze komoérek mobilizowanych
do krwi obwodowej, a nastepnie produkcje
ludzkich granulocytéw, monocytow, limfocy-

ludzkich komorek (znacznie lepszych niz
samce), skutecznych nawet przy malej licz-
bie przeszczepianych krwiotwoérczych komo-
rek macierzystych. Co istotne, przy zacho-
waniu warunkow zabezpieczajacych przed
infekcjami, myszy NSG zyja i rozmnazaja sie
normalnie.

MYSZY NRG

Obecnosé mutacji scid u myszy NSG po-
woduje ich zwiekszong wrazliwoS¢ na pro-
mieniowanie jonizujace stosowane na etapie
mieloablacji przed przeszczepieniem ludz-
kich komoérek krwiotwoérczych. Myszy szcze-
pu NRG (NOD-RagI™-Il2rg*") sa natomiast
pozbawione funkcjonalnego genu Ragl (ang.
recombination activating gene 1), co prowa-
dzi do zablokowania rearanzacji V(D)J ge-
now immunoglobulin i receptorow T, a w
konsekwencji do braku funkcjonalnych lim-
focytow B i T (PEARSON i wspoélaut. 2008).
Jest to zatem fenotyp podobny do myszy
z mutacja Prkdc*9, ale myszy nie sa tak
wrazliwe na promieniowanie jonizujace (PE-
ARSON i wspotaut. 2008). Co wazne, myszy
NRG i NSG wykazuja podobny chimeryzm
po przeszczepieniu ludzkich krwiotwérczych
komoérek macierzystych (PEARSON i wspélaut.
2008), zapewniajac produkcje ludzkich gra-
nulocytéw, monocytow, limfocytéow, komorek
NK i ptytek.

MYSZY NBSGW

Wiegkszos¢ szczepow myszy z uposledzo-
nym ukladem odpornosciowym, przed prze-
szczepieniem ludzkich komorek krwiotwor-
czych wymaga mieloablacji, czesto z wy-
korzystaniem promieniowania jonizujacego.
Procedura ta jest obciazajaca dla zwierzecia
i niesie wiele skutkéw ubocznych. Przeszcze-
pienie ludzkich komoérek krwiotworczych do
mysich biorcow NSG bez uprzedniej mielo-
ablacji jest mozliwe, ale malo wydajne.

McINTOSH i  wspoélaut.  opublikowa-
li w 2015 r. prace, w ktorej opisali szczep
NBSGW. Sa to myszy NOD, B6.SCID Ii2rg™t
Kit"#1/w#1 - ktore powstaly w wyniku skrzyzo-
wania myszy NSG z myszami homozygotycz-
nymi dla zmutowanego genu receptora SCEF,
czyli KIT"!. Po przeszczepieniu ludzkich ko-
morek krwiotwérczych bez mieloablacji bior-
cow, poziom chimeryzmu u myszy NBSGW
byl dziewie¢ razy wyzszy niz chimeryzm u
myszy NSG, podobny do chimeryzmu uzy-
skiwanego u myszy NSG po mieloablacji
promieniowaniem jonizujacym (MCINTOSH i
wspotaut. 2015). Potwierdzono réwniez, ze
przeszczepione do myszy NBSGW ludzkie
krwiotworcze komoérki macierzyste moga od-
budowywac¢ hematopoeze u drugorzedowych
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biorcow, co potwierdza ich pelna funkcjo-
nalnos¢. Niemniej, podobnie jak w innych
modelach mysich, rowniez u myszy NBSGW
przy réznicowaniu ludzkich komérek hema-
topoetycznych obserwuje sie nietypowe dla
ludzi ukierunkowanie: zamiast klasycznych
proporcji ok. 53% granulocytow, 20% limfo-
cytow T i 33% limfocytow B, uzyskuje sie
np. 2,5% granulocytow, 3,3% limfocytow T i
68% limfocytow B.

MYSZY NSG-SGM3 I MISTRG

Obecnos¢ mutacji uposledzajacych dzia-
tanie wukladu odpornosciowego umozliwia
przyjmowanie przez biorcow NSG przeszcze-
pow ludzkich krwiotwoérczych komoérek ma-
cierzystych. Aby poprawi¢ warunki funkcjo-
nowania przeszczepionych komoérek i zwiek-
szy¢ poziom chimeryzmu, wykonano kolejng
modyfikacje — do mysiego genomu wpro-
wadzono geny kodujace trzy ludzkie biatka
promujace hematopoeze: SCF, GM-CSF i
IL-3 (czyli zestaw biatek SGMS3).

Geny te zostaly po raz pierwszy wprowa-
dzone do myszy NOD-Prkdc@ pod kontrolg
promotora ludzkiego wirusa CMV w 2003 r.
przez NICOLINIEGO i wspotaut.,, a uzyskane
myszy charakteryzowaly sie wysokim steze-
niem wszystkich ludzkich bialek (na poziomie
ng/ml). Aby zweryfikowaé¢ funkcjonalng sku-
tecznos¢ wykonanej modyfikacji, poréwnano
wydajnos¢ przeszczepienia ludzkich ptodo-
wych krwiotworczych komoérek macierzystych
do biorcow wyjsciowego szczepu NOD-Prkdc-
sid oraz biorcow szczepu produkujacego ludz-
kie biatka. Zgodnie z oczekiwaniami, u myszy
z ekspresja ludzkich genéw zaobserwowano
zwiekszona ludzka mielopoeze. Jednocze$nie
jednak stwierdzono zmniejszona erytropoeze
i obnizona produkcje komoérek linii limfocy-
tow B (NicoLInt i wspoétaut. 2003). Model nie
spekil wiec wszystkich oczekiwan.

W 2011 roku Eva BILLERBECK i wspol-
aut. wprowadzili do genomu szczepu NSG
geny kodujace ludzkie czynniki wspierajace
hematopoeze. Co ciekawe, u uzyskanych w
ten sposéb myszy NSG-SGM3 réwniez za-
obserwowano odbudowe szpiku kostnego z
przeszczepionych ludzkich komoérek krwio-
tworczych CD34*, ale jednoczeSnie stwier-
dzono zwiekszony udzial komorek mieloidal-
nych w poréwnaniu do kontrolnych biorcow
NSG. Wiekszy byl réwniez odsetek regulato-
rowych limfocytow T CD4'FoxP3* (BILLERBECK
i wspoétaut. 2011). Warto zwrécic uwage, ze
wysoki poziom ludzkich bialek IL-3, GM-
-CSF i SCF u myszy NSG-SGM3 utlatwia
takze przyjmowanie ludzkich komoérek ostrej
biataczki szpikowej (ang. acute myeloid leu-
kemia, AML) (WUNDERLICH 2010), co czyni ze
szczepu NSG-SGM3 cenny model w bada-
niach onkologicznych.

Bardzo wyrafinowanym modelem sa my-
szy szczepu MISTRG. Rowniez one wykazuja
znaczne niedobory odpornosci, ktére w tym
przypadku wynikaja z delecji Il2rg i genu
Rag2 (ang. recombination activating gene 2),
kodujacego biatko podobne do Rag-2, czyli
zaangazowane w rekombinacje V(D)J w roz-
woju limfocytow. Myszy MISTRG wykazuja
takze ekspresje ludzkich genow kodujacych
M-CSF, GM-CSF, IL-3 i trombopoetyne, oraz
ekspresje ludzkiego genu Sirpa, co ulatwia
przyjmowanie sie przeszczepow ludzkich ko-
morek krwiotworczych i stymuluje prawidlo-
wy rozwoj ludzkiego ukladu odpornosciowe-
go u mysich biorcow (RONGVAUX i wspotaut.
2014). Co istotne, geny kodujace M-CSF,
GM-CSF, IL-3 i trombopoetyne, wprowadzo-
no w miejsce ich mysich odpowiednikéw.

Myszy MISTRG dobrze wspieraja roz-
woj linii mieloidalnych i komorek NK oraz
maja zahamowang aktywnos¢é fagocytarna
makrofagbw w stosunku do przeszczepio-
nych komorek ludzkich. Biorcy, u ktérych
endogenne cytokiny sa zastapione ludzkimi
odpowiednikami, zapewniaja przewage he-
matopoezy z wszczepionych komoérek Iludz-
kich, kosztem mysiej hematopoezy endogen-
nej. Zapewniaja takze réznicowanie ludzkich
eozynofili, bazofili i komoérek dendrytycz-
nych. Co istotne, wszczepienie ludzkich ko-
morek hematopoetycznych CD34" do biorcow
MISTRG nie wymaga mieloablacji, bo efek-
tywnos§¢ repopulacji szpiku u biorcow nie-
naswietlanych jest podobnie wysoka jak po
mieloablacji. Problemem moze by¢ natomiast
rozwijajaca sie u biorcéw anemia wynikajaca
z niewystarczajacej mysiej erytropoezy (RON-
GVAUX i wspoélaut. 2014).

MYSZY BLT

Modyfikacje pozwalajace na uzyskanie
myszy, w ktorych moga prawidlowo funk-
cjonowac ludzkie krwiotworcze komorki ma-
cierzyste, nie sa jednak wystarczajace w
badaniach funkcji komorek efektorowych,
zaangazowanych w zwalczanie infekcji. Nie
wystarczaja tez do badan patogenow, ktére
nie zakazaja komérek mysich. Aby badac¢
interakcje miedzy ukladem odpornosciowym
a zakazajacymi organizm wirusami, koniecz-
ny byl dalszy rozw6j modeli myszy humani-
zowanych. Wsréd nich najlepiej scharaktery-
zowane sa myszy BLT.

Myszy BLT uzywane sa m.in. do badan
nad wirusem HIV. Ich nazwa pochodzi od
przeszczepianych im tkanek: szpiku kost-
nego (ang. bone marrow), ludzkiej plodowe;j
watroby (ang. liver) oraz grasicy (ang. thy-
mus) (KARPEL i wspétaut. 2015). Do two-
rzenia tego typu myszy wykorzystuje sie
szczepy NSG, NRG lub rzadziej NOD-scid,
ktorym najpierw przeszczepia sie fragment
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ludzkiej watroby i grasicy, a nastepnie po-
daje sie dozylnie ludzkie komoérki krwiotwor-
cze CD34* pochodzace najczesSciej z ludzkiej
ptodowej watroby.

Po raz pierwszy model ten zostal zapro-
ponowany przez LANA i wspoélaut. w 2006 r.
Myszy NOD-scid poddane zostaly przeszcze-
powi komoérek krwiotworczych oraz prze-
szczepowi fragmentow ludzkiej ptodowej gra-
sicy i watroby pod powiez nerkowa. Okazalo
sie, ze przeszczep grasicy i watroby plodo-
wej znaczaco zwieksza przyjmowanie sie ko-
morek krwiotworczych oraz poprawia rozwoj
i dojrzewanie limfocytow T (LAN i wspotaut.
20006). Jest to szczegdlnie istotne w przy-
padku wykorzystywania modeli myszy hu-
manizowanych do badan nad zakazeniem
wirusem HIV, ze wzgledu na jego tropizm
do ludzkich limfocytéw T.

OGRANICZENIA MODELI MYSZY

HUMANIZOWANYCH
Wiele modeli myszy humanizowanych
powstaje dzieki przeszczepieniu ludzkich
komorek krwiotworczych do szczepow z
uposledzonym ukladem odpornosciowym.

Przeszczepione ludzkie komorki krwiotwor-
cze trafiaja jednak do mysiej niszy szpiko-
wej (SzZADE i wspélaut. 2018), ktéra nie w
pelni odzwierciedla ludzka nisze, nawet u
myszy produkujacych ludzkie cytokiny. Pro-
blem ten mozna czeSciowo rozwiazaC przez
utworzenie ektopowych ludzkich nisz dla
ludzkich komoérek hematopoetycznych. Nisze
powstaja po przeszczepieniu ludzkich komo-
rek macierzystych zrebu szpiku kostnego,
np. pod skoére myszy (REINISCH i wspotaut.
2016). Zapewniaja prawidlowe dzialanie he-
matopoetycznych komorek macierzystych,
potwierdzone zdolnoscia do odtwarzania he-
matopoezy u drugorzedowych biorcow. Wciaz
jednak s$rédblonek wspottworzacy ektopowa
nisze wywodzi sie z komorek mysich. Nie
jest jasne, na ile brak ludzkich komérek
Srodblonka wplywa na regulacje hematopo-
ezy.
Niedawno okazalo sie, ze prawidlowe
funkcjonowanie ludzkich komoérek odporno-
Sciowych u myszy humanizowanych moze
by¢ zaburzone przez odmienny od ludzkiego
mikrobiom myszy, w szczegbdlnosci u zwie-
rzat utrzymywanych w warunkach wolnych
od specyficznych gatunkowo patogenow (ang.
specific pathogen-free, SPF) (TAO i REESE
2017). Ten warunek bedzie prawdopodobnie
coraz czesciej uwzgledniany w badaniach.
Pojawiaja sie rowniez przypuszczenia, ze
funkcja komorek odpornosciowych pocho-
dzacych z przeszczepionych komoérek krwio-
twoérczych moze zaleze¢ od ich pochodzenia
i od historii chorob dawcy. Coraz czesciej

sugeruje sie, ze komorki krwiotworcze po-
siadaja epigenetyczna ,pamiec” przebytych
infekcji (CHEN i OzAaTO 2021). Na razie nie
wiadomo jednak na ile moze to wplywac¢ na
wyniki badan wykorzystujacych myszy hu-
manizowane jako modele choréb zakaznych.

MODELE ZWIERZECE
WYKORZYSTYWANE W BADANIACH
NAD SARS-CoV-2

Pandemia COVID-19 sprawia, 2ze naj-
wiekszym zainteresowaniem ciesza sie obec-
nie modele pozwalajace na badanie infekcji
wirusem SARS-CoV-2. W badaniach nad
SARS-CoV-1, zidentyfikowanym w 2003 r.,
bardzo przydatne okazaly sie myszy. Co
ciekawe, wirus SARS-CoV-1 infekowal my-
szy typu dzikiego (np. C57BL/6, BALB/c,
129SvEv), ale wywolywal u nich lagodne i
nieco inne niz u ludzi objawy, co nie bylo
dobrym modelem sytuacji klinicznej. Dla-
tego stworzone zostaly myszy transgenicz-
ne. Poniewaz SARS-CoV-1 infekuje komoérki
dzieki interakcji biatka S (spike) z bialtkiem
konwertazy angiotensyny-2 (ACE2), stwo-
rzono myszy humanizowane, z ludzkim ge-
nem ACE2. Byly one bardzo wrazliwe na
zakazenie, a objawy chorobowe wywolywane
przez SARS-Cov-1 byly znacznie silniejsze
niz u myszy typu dzikiego (ZHENG i wspol-
aut. 2021). Myszy te okazaly sie przydatne
rowniez do badan nad SARS-CoV-2 (MUNOz-
FONTELA i wspotaut. 2020).

MYSZY HACE2 I HDPP4

Podobnie jak SARS-CoV-1, rowniez wi-
rus SARS-CoV-2 wiaze sie do ludzkiej kon-
wertazy angiotensyny-2 za pomoca biatka
S. Jednak w tym przypadku, ze wzgledu
na niskie powinowactwo bialka S do mysiej
Ace2, klasyczne modele mysie nie moga byc¢
wykorzystywane, gdyz myszy typu dzikiego
nie sg podatne na infekcje wirusem SARS-
-CoV-2. Dlatego w badaniach nad COVID-19
wykorzystano modele humanizowanych my-
szy wykazujacych ekspresje ludzkiego genu
ACE2. Istnieja rézne warianty takich myszy:
z ACE2 pod kontrolg promotora keratyny 18
(ang. keratin 18, KRT18) — specyficznego dla
komorek nabltonka, z ACE2 pod kontrola
promotora HFH4 (ang. forkhead homologue
4) - specyficznego dla komoérek nablonka
plucnego i neuronéw, z ACE2 pod kontro-
la promotora uniwersalnego (kurzy promo-
tor B-aktyny z enhancerem CMV) lub ACE2
pod kontrola mysiego promotora genu Ace2
(MuNOZz-FONTELA i wspétaut. 2020). Objawy
chorobowe rozwijane przez myszy byly sil-
ne i w duzej mierze przypominaly objawy
kliniczne u ludzi. Co jednak wazne, myszy
transgeniczne z ekspresja ludzkiego genu
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ACE2 w komoérkach Krtl18" (Krtl18-ACE2),
komérkach HNF4* (Hnf4-ACE2) 1lub pod
kontrola promotora uniwersalnego rozwija-
ly po infekcji wirusami SARS-CoV zapalenie
mozgu, ktére moglo prowadzi¢ do $mierci
zwierzat (DINNON i wspoétaut. 2020, YINDA i
wspoélaut. 2021). Objawu takiego nie wyka-
zywaly myszy z transgenem ACEZ2 pod kon-
trola endogennego promotora Ace2 (MUNOZz-
FONTELA i wspoétaut. 2020).

Wykorzystujac w badaniach myszy z eks-
presja ludzkiej konwertazy ACE2 pod kon-
trola egzogennych promotorow nalezy pa-
mietac o zachowanej ekspresji mysiej formy
biatka. Jest ono nieaktywne w samej infek-
cji, ale potencjalnie moze wplywaé na bada-
nia skutecznosci inhibitoréw drobnoczastecz-
kowych i przeciwciat zaklocajacych interak-
cje ludzkiej ACE2 z wirusem.

Myszy, w ktorych mysi Ace2 zastapiono
ludzkim genem ACE2, utworzono modyfi-
kujac zarodkowe komorki macierzyste my-
szy C57BL6 lub BALB/c za pomoca Crispr/
Cas9. Zmodyfikowane komorki podano na-
stepnie do tetraploidalnych blastocyst (LiU
i wspotaut. 2020). Tetraploidalne komorki
moga dac poczatek jedynie tkankom pozaza-
rodkowym (np. tozysku), natomiast zarodki
rozwijaja sie tylko z podanych zmodyfikowa-
nych diploidalnych embrionalnych komoérek
macierzystych (LU i wspélaut. 2020).

Podobna strategia uzyskania myszy per-
misywnych dla ludzkich wiruséw zostala za-
stosowana w przypadku szczepow wykorzy-
stywanych do modelowania infekcji wirusem
MERS-CoV, ktory wiaze sie do ludzkiej di-
peptydylopeptydazy-4 (ang. dipeptidyl pep-
tidase 4, DPP4), a nie ma powinowactwa
do mysiej Dpp4. U zainfekowanych MERS-
-CoV myszy wykazujacych ekspresje DPP4
pod kontrola promotora Krtl8, podobnie jak
w przypadku myszy Krtl8-ACE2 po infekcji
SARS-CoV, =zaobserwowano zapalenie mo-
zgu. To stanowi wade modelu. Dlatego za
pomoca Crispr/Cas9 stworzono nowy szczep
myszy, w ktéorym pelnej dlugosci gen DPP4
wstawiono w locus Rosa26, powodujac glo-
balng ekspresje transgenu. W tym przy-
padku mRNA Cas9, sgRNA oraz wektor z
transgenem zostaly wstrzykniete do mysich
zygot. Uzyskany szczep byl wysoce podatny
na infekcje klinicznym szczepem MERS-CoV,
a objawy chorobowe przypominaly przebieg
infekcji u ludzi.

MYSZY TRANSDUKOWANE WEKTORAMI AAV

Esen SEFIK i wspoélaut. (2021, preprint)
zaproponowali model bedacy modyfikacja
humanizowanych myszy MISTRG6. Szczep
MISTRG6 to kolejna modyfikacja myszy
MISTRG, dodatkowo wykazujaca ekspre-
sje ludzkiej interleukiny 6 (IL-6), ktéra ma

poprawiaC przyjmowanie Si€ pPrzeszczepow
ludzkich komorek krwiotwérczych pochodza-
cych od dorostych dawcow. Do takich myszy
wprowadzono gen kodujacy ludzka konwer-
taze angiotensyny 2, wykorzystujac w tym
celu wektory AAV, utworzone na bazie wi-
ruséw towarzyszacych adenowirusom (ang.
adeno-associated viruses, AAV). Wprowadze-
nie genu ACE2 do pluc myszy MISTRG6 po
udanej rekonstytucji ludzkimi komérkami
krwiotwoérczymi pozwolilo na zakazenie zwie-
rzat wirusem SARS-CoV-2 oraz uzyskanie
obrazu choroby podobnego do klinicznego
przebiegu infekcji (SEFIK i wspoétaut. 2021,
preprint).

Zaden model mysi nie odzwierciedla jed-
nak w pelni réznorodnych objawéw zaka-
zenia SARS-CoV-2 obserwowanych u ludzi.
Wykorzystanie wektorow AAV lub wektorow
adenowirusowych do transdukcji in vivo i
uzyskiwania ekspresji ACE2 jest szybkim i
wydajnym podejsciem, umozliwiajacym uzy-
skanie modelu do badan infekcji SARS-
-CoV-2 u roznych szczepow myszy, z 10z-
nym tlem genetycznym (np. C57BL6/J z do-
minacja odpowiedzi typu Thl lub BALB/c z
dominacja odpowiedzi typu Th2). To niewat-
pliwa zaleta. Transdukcja jest jednak mato
specyficzna i prowadzi do ekspresji ACE2 w
roznych typach komoérek uktadu oddecho-
wego. Trudno réwniez kontrolowac poziom
ekspresji transgenu, przy czym ekspresja ta
moze byc¢ krotkotrwala, zaledwie kilku- lub
kilkunastodniowa (MUNOZ-FONTELA i wsp6t-
aut. 2020).

MODELE MYSIE OPARTE NA MODYFIKACJACH
WIRUSA SARS-CoV-2

Odmiennym podejsciem jest tworzenie
modelu mysiego dla infekcji wirusowej nie
poprzez modyfikacje myszy, ale przez mody-
fikacje wirusa SARS-CoV-2. Przy tworzeniu
takich dopasowanych do myszy wirusow za-
stosowano dwie strategie.

Pierwsza z nich, zastosowana przez Kuna
HuUANGA i wspolaut. (2021) polegata na dzie-
sieciokrotnym  pasazowaniu SARS-CoV-2
przez mysie pluca, poprzez kolejne infekcje
myszy BALB/c (MUNOZ-FONTELA i wspoétaut.
2020). Do infekcji donosowej wykorzystywano
nadsacze z homogenatow pluc pobranych od
zainfekowanych wczesniej zwierzat. Uzyskano
w ten sposob dostosowany do myszy szczep
wirusa WBP-1, ktéry powoduje ciezkie $rod-
miazszowe zapalenie pluc i Smier¢ u myszy
Balb/c infekowanych donosowo. Scharakte-
ryzowano rowniez mutacje odpowiedzialne za
nabycie przez SARS-CoV-2 zdolnosci do infe-
kowania myszy. Zmodyfikowany wirus moze
by¢ wykorzystywany do zakazania roznych
szczepow myszy, o roznym tle genetycznym
(CHU i wspétaut. 2021).
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Druga strategia zastosowana zostala
przez Kennetha DINNONA i wspétaut. (2020).
Polegala na analizie struktury biatek S kil-
ku koronawiruséw zdolnych do infekowania
myszy i zaprojektowaniu, a nastepnie wpro-
wadzeniu mutacji do jego domeny wiazacej
biatko ACE2 takiej, ktéra zwiekszala praw-
dopodobienstwo wiazania biatka S wirusa
SARS-CoV-2 do mysiej konwertazy Ace2.
Uzyskany wirus zostal nazwany SARS-CoV-2
MA. Okazalo sie, ze wprowadzone modyfika-
cje rzeczywiScie umozliwily skuteczne infeko-
wanie myszy, a replikacje wirusa w drogach
oddechowych zakazonych zwierzat mozna
bylo wykry¢ juz 24 h po ekspozycji. Przebieg
infekcji wykazywal réwniez cechy wspélne z
przebiegiem infekcji u ludzi. Tak wiec, po-
dobnie jak zakazenie SARS-CoV-2 u ludzi,
zakazenie SARS-CoV-2 MA u myszy prowa-
dzilo do replikacji wirusa zar6wno w gor-
nych, jak i w dolnych drogach oddechowych
(DINNON i wspoétaut. 2020). Co wigcej, znacz-
nie ciezszy przebieg zakazenia obserwowano
u myszy starych, co przypomina sytuacje w
populacji ludzkie;j.

Modele zmodyfikowanych wirusow moga
by¢ bardzo cenne w badaniach mechani-
zméw infekcji, interakcji miedzy patogenem
a gospodarzem oraz w poznawaniu biologii
wirusa. Trzeba natomiast bra¢ pod uwa-
ge, ze wprowadzone mutacje moga poten-
cjalnie wplywa¢ na rozpoznawanie wirusa
przez specyficzne przeciwciata neutralizujace.
Moga wiec nie by¢ optymalne do testowa-
nia niektoérych typéw opracowywanych lekow
(MUNOZ-FONTELA i wspoétaut. 2020).

MODELE WYKORZYSTUJACE INNE
GATUNKI ZWIERZAT

Wsréd malych zwierzat sa gatunki wraz-
liwe na zakazenie SARS-CoV-2. Najwazniej-
szym potencjalnym modelem badawczym
moga by¢ prawdopodobnie chomiki syryj-
skie (Mesocricetus auratus), ktore byly wy-
korzystywane miedzy innymi w pracach nad
SARS-CoV-1. Poréwnanie in silico sekwen-
cji ACE2 czlowieka z biatkiem chomiczym
sugerowalo, ze chomiki syryjskie moga by¢
podatne na infekcje SARS-CoV-2. Przypusz-
czenie to zostalo potwierdzone. Po doswiad-
czalnym zakazeniu donosowym u chomikéw
syryjskich wystepuje lagodna lub umiarko-
wana choroba z postepujaca utrata masy
ciala i oznakami zaburzen oddechowych. Po
dwoch tygodniach infekcji chomiki zwykle
zdrowieja. Podobnie jak u ludzi, stare cho-
miki i samce rozwijaja ciezsze objawy cho-
robowe. Dochodzi réwniez do zakazania ko-
lejnych zwierzat, dzieki czemu chomiki moga
byé przydatne w badaniach nad transmisja
wirusa. Najwieksza wada tego modelu jest

niewielki zestaw narzedzi badawczych, np.
specyficznych przeciwcial, ktére mozna wy-
korzysta¢ w analizach (MUNOZz-FONTELA i
wspotaut. 2020).

Innym gatunkiem wrazliwym na zakaze-
nia SARS-CoV-2 sa fretki (Mustela putorius
furo). Przebieg choroby zwykle jest lagodny
lub umiarkowany, bez wplywu na mase cia-
la, z niewielkimi zmianami parametrow he-
matologicznych i podwyzszona temperatura.
Obserwuje sie tez wyrazna odpowiedz zapal-
na (Jia i wspélaut. 2020). Podobnie jak w
przypadku chomikéw syryjskich, replikacja
wirusa u fretek jest wykrywana w drogach
oddechowych (glownie gornych) bardzo wcze-
Snie i1 zanika po okolo dwoch tygodniach.
Moze dochodzi¢ do zakazen miedzy zwierze-
tami, réwniez droga kropelkowa, wiec gatu-
nek ten takze moze byc¢ przydatny w bada-
niach transmisji wirusa (MUNOZ-FONTELA i
wspotaut. 2020).

SARS-CoV-2 =zakaza tez norki (Neovi-
son vison), u ktorych przebieg choroby jest
zwykle ciezszy niz u fretek, z objawami ze
strony uktadu oddechowego, w tym z trud-
noSciami w oddychaniu. Niektére norki pa-
daja w wyniku infekcji. Norki i fretki sg po-
tencjalnie ciekawymi modelami badawczymi.
Jednoczes$nie jednak sa trudne do utrzymy-
wania w laboratoriach, zwlaszcza z zacho-
waniem standardéw bezpieczenstwa biolo-
gicznego BL3. Niewiele jest rowniez narzedzi
biologicznych dla tych gatunkéw, co bardzo
ogranicza zakres mozliwych do wykonania
analiz.

Warto pamietaé, ze wrazliwe na zakaze-
nie SARS-CoV-2 sa koty domowe (Felis ca-
tus), ktore w wyniku infekcji moga rozwijac
srodmigzszowe zapalenie pluc oraz zapalenie
matzowin nosowych i tchawicy, cho¢ infek-
cja moze przebiega¢ bezobjawowo. Chore
koty moga zakazac kolejne osobniki, réwniez
droga kropelkowa. W 2znacznie mniejszym
stopniu podatne na zakazenia SARS-CoV-2
sa natomiast psy (Canis lupus familiaris), u
ktorych infekcja przebiega zwykle bezobjawo-
wo lub bardzo tagodnie.

PODSUMOWANIE

Wykorzystanie myszy jako systemu mo-
delowego do badan przebiegu infekcji wi-
rusem SARS-CoV-2 wydaje sie optymalnym
rozwigzaniem. Dostepnych jest wiele szcze-
péw myszy transgenicznych, z roéznym tlem
genetycznym, pozwalajacych na badania réz-
norodnych aspektéw odpowiedzi na zakaze-
nie. Dobrze poznane sg rowniez zaleznosci
miedzy genomem a cechami fenotypowymi
zwierzat. Do pracy na myszach dysponu-
jemy najbogatszym zestawem przeciwcial,
sond i zoptymalizowanych protokotéw. Moz-
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liwos¢ wilaczenia do badan myszy huma-
nizowanych, z funkcjonalnymi komoérkami
ludzkiego ukladu odpornosciowego, stwarza
mozliwosci bardziej bezposredniego odnosze-
nia wynikéw uzyskanych w ukltadzie mode-
lowym, do przebiegu infekcji u ludzi.

Streszczenie

Myszy sa podstawowym modelem badawczym w bio-
logii i fizjologii. Jednak, aby méc bada¢ na modelach
mysich ludzka fizjologie oraz rozwoj choréb specyficz-
nych dla ludzi, nalezalo stworzy¢ nowe ich szczepy. W
tym celu opracowano myszy humanizowane, ktore wy-
kazuja ekspresje ludzkich genow albo maja przeszcze-
pione ludzkie tkanki lub komérki. W niniejszej pracy
opisujemy przede wszystkim szczepy myszy, w ktorych
mozna utrzymac¢ ludzki uklad odpornosciowy. Pande-
mia COVID-19 spowodowalta duze zainteresowanie ba-
daczy biologia wirusa SARS-CoV-2. Dlatego w dalszej
czesci artykutu skupiamy sie nad modelami zwierzecymi
pozwalajacymi badac¢ zakazenie wirusem SARS-CoV-2.
Opisujemy modele myszy transgenicznych wykazujacych
ekspresje ludzkiego genu ACE2, myszy transgeniczne z
ludzkim uktadem odpornosciowym i inne modele zwie-
rzece wykorzystywane w badaniach nad COVID-19.
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HUMANIZED MICE AND THEIR USE IN MODELING OF HUMAN INFECTIOUS DISEASES

Summary

Mice are the primary research model in biology and physiology. However, in order to be able to study human
physiology and the development of human-specific diseases in mouse models, new strains had to be created. For
this purpose, humanized mice that express human genes or have transplanted human tissues or cells were de-
veloped. In this paper, we mainly focus on mouse strains in which the human immune system can be sustained.
The COVID-19 pandemic has sparked a lot of interest among researchers in the biology of the SARS-CoV-2 virus.
Therefore, later in the article, we focus on animal models that allow studying SARS-CoV-2 infection. We describe
transgenic mouse models expressing the human ACE2 gene, transgenic mice with the human immune system, and
other animal models used in COVID-19 research.
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