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The role of pig in somatic cell cloning and transgenesis

Summary

A stimulus for development of the studies on pig somatic cell cloning, espe
cially in recent years, was above all the possibility of its practical application for 
production of transgenic piglets using in vitro transfected nuclear donor cells 
and multiplication of genetically-engineered sows and boars generated so far, 
on the grounds of important implications for biomedicine, pharmacy and agri
culture. However, effective pig somatic cell nuclear transfer, avoiding the sexual 
reproduction pathway, creates a possibility of providing numerous monoge- 
netic and monosexual offspring derived not only from genetically-transformed 
individuals, but also from adult (postpubertal) animals of high genetic merit. 
Generation of cloned transgenic pigs for biomedical purposes to obtain recom
binant xenogeneic proteins or organs suitable in xenotransplantology, or to cre
ate cell (gene) therapy foundations for a number of serious monogenic diseases 
that induce heritable (congenital) developmental anomalies, is perceived as 
a service to humanity.
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1. Wstęp

Bodźcem do rozwoju badań nad klonowaniem somatycznym 
świń, szczególnie w ostatnich latach, była przede wszystkim moż
liwość praktycznego zastosowania tej techniki wspomaganego 
rozrodu zwierząt do produkcji transgenicznych prosiąt przy 
wykorzystaniu transfekowanych in vitro komórek-dawców jąder
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oraz do multiplikacji uzyskanych już transformowanych genetycznie loch i knurów, 
ze względu na ważne implikacje dla biomedycyny, a także farmacji (1-4). Jednakże, 
efektywne klonowanie somatyczne świń, omijając drogę rozrodu płciowego, stwa
rza również możliwość dostarczania dosyć licznego monogenetycznego i jedno- 
płciowego potomstwa wywodzącego się nie tylko z transgenicznych osobników, 
lecz także z wyselekcjonowanych pod względem wybitnych cech wartości hodowla
nej i użytkowej dorosłych zwierząt (5-7).

2. Rola klonowania somatycznego i transgenezy w genetycznej inżynierii 
embrionalnej ssaków

Sprzężenie technik transfekcji hodowanych in vitro komórek somatycznych 
oraz transplantacji jąder tych komórek do enukleowanych oocytów-biorców jest 
obecnie najbardziej efektywną metodą uzyskiwania ssaków transgenicznych. Po
prawa wydajności produkcji transgenicznych zwierząt gospodarskich przy jed
noczesnym obniżeniu kosztów ich uzyskiwania jest szczególnie atrakcyjną per
spektywą agroekonomicznych uwarunkowań badań biotechnologicznych zarów
no o charakterze podstawowym jak i o wymiarze aplikacyjnym (8-13). Jednakże, 
główną barierą limitującą stosowanie technik transgenezy na szeroką skalę po
zostaje wciąż problem opracowania bardziej efektywnych systemów wprowadza
nia (a także integracji) egzogennych konstrukcji genowych do genomu jądrowe
go różnych układów biologicznych (zygot, komórek somatycznych, plemników, 
oocytów i in.). Prowadzone są również liczne próby nad optymalizacją moleku
larnych mechanizmów odpowiedzialnych za precyzyjną regulację poziomu eks
presji transgenu w genomowym DNA (14-20). Mimo że standardowa procedura 
mikroiniekcji transgenów do przedjądrzy zygot jest wykorzystywana od ponad 
dwudziestu lat do produkcji genetycznie zmodyfikowanych myszy, królików, 
świń, owiec, kóz oraz bydła, to u urodzonych zwierząt obserwuje się często róż
nice osobnicze we wzorcach ekspresji transgenów (somatyczny mozaicyzm ge
netyczny), a także nieprawidłowości w procesie transmisji aktywnej transkryp- 
cyjnie konstrukcji genowej do genomu linii komórek płciowych, co znacznie ob
niża potencjał możliwości aplikacyjnych tej technologii, tkwiący w perspektywie 
komercyjnej produkcji rekombinowanych białek ludzkich przez bioreaktory 
zwierzęce (21-26). Dlatego też, uzyskiwanie zwierząt klonalnych przy zastoso
waniu procedury transplantacji ją- der transfekowanych in vitro komórek soma
tycznych o różnym fenotypie tkankowym otwiera zupełnie nowy rozdział w hi
storii badań nad strategiami transgenizacji zwierząt, szczególnie w zakresie ste
rowanej mutagenezy techniką rekombinacji homologicznej. Właściwa selekcja 
pozytywna transgenicznych komórek jest bowiem niezwykle wydajnym sposo
bem weryfikacji efektywności procesu transfekcji, gwarantującym stosunkowo 
wysoki odsetek transformowanego genetycznie potomstwa klonalnego, co po
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twierdzają wyniki badań przeprowadzonych u różnych gatunków ssaków (kozy, 
owce, bydło i świnie; 117,27-32]).

Uzyskiwanie wysokiej efektywności w zakresie produkcji transgenicznego po
tomstwa klonalnego, pochodzącego z zarodków rekonstruowanych z jąder transfe- 
kowanych komórek somatycznych ma ważne implikacje dla różnych dziedzin nauk 
biomedycznych, rolniczych, a także dla badań podstawowych, nie mających charak
teru aplikacyjnego. Połączenie technik klonowania somatycznego oraz transgenezy 
oferuje zupełnie nowe możliwości dla celów: komórkowej terapii genowej, kseno- 
transplantacji organów, jak również tworzenia i/lub multiplikacji populacji transfor
mowanych genetycznie zwierzęcych modeli badawczych (medycznych) chorób mo- 
nogenowych człowieka, wywołujących wrodzone wady rozwojowe, oraz bioreakto- 
rów zwierzęcych o wysokiej wartości hodowlanej i użytkowej, dostarczających re- 
kombinowanych białek ludzkich (tzw. biofarmaceutyków; [3,4,27,30,33-37]).

Perspektywa klonowania zmodyfikowanych genetycznie zwierząt gospodarskich 
i laboratoryjnych w celu pozyskania biopreparatów rekombinowanych białek ludz
kich czy organów przydatnych w transplantologii medycznej lub stworzenia pod
staw komórkowej terapii wielu ciężkich chorób genetycznych na zwierzęcych mo
delach badawczych jest perspektywą, której racjonalne wykorzystanie przysłuży się 
niewątpliwie człowiekowi (2,9,13,15,38).

3. Prognoza możliwości praktycznego zastosowania klonowania
somatycznego i transgenezy świń w ksenotransplantologii i przemyśle 
biofarmaceutycznym

Świnia domowa (Sus scrofa domesticus L.) jest gatunkiem zwierząt gospodarskich, 
niezwykle atrakcyjnym w aspekcie praktycznego zastosowania sprzężonej technolo
gii transgenezy i klonowania somatycznego w medycynie i immunologii transplanta
cyjnej, a także farmacji (3,4,27,39-43). Ostatnie doniesienia o: 1) wykorzystaniu 
techniki transplantacji jąder transfekowanych in vitro komórek somatycznych do 
uzyskania transgenicznych świń z potwierdzoną molekularnie oraz fenotypowo eks
presją reporterowego genu białka intensywnej zieleni fluorescencyjnej (ang. enhan
ced green fluorescent protein/eGFP; ]6,44-46|), jak również o: 2) wyprodukowaniu sklo
nowanych prosiąt z hodowanych in vitro fibroblastów wyizolowanych z tkanki skór
nej zmodyfikowanego genetycznie knura lub z ciała płodów z ksenogenicznymi de
terminantami antygenowymi zablokowanymi pod wpływem ekspresji genu ludzkiej 
H-transferazy (a-l ,2-fukozylotransferazy/a-l ,2-FT; [47,48]) mogą świadczyć o zbliża
jącej się fazie intensywnych testów nad przeszczepianiem transformowanych gene
tycznie organów świńskich do organizmów naczelnych i potencjalnych ludzi-bior- 
ców. Niestety, próby przeszczepów unaczynionych narządów świńskich kończą się 
zawsze ich nadostrym, humoralnym odrzuceniem waskularnym (HAR, ang. hyperacute 
rejection; [17,27,49]). jedynie organy świń transgenicznych, które posiadałyby eks
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presję genów „uczłowieczających” ich komórki, stanowiłyby, jak się wydaje, po
żądany materiał do przeszczepów ksenogenicznych. Główną przeszkodą dla po
wszechnego stosowania organów świń w transplantologii medycznej jest immuno
logiczna niezgodność, przede wszystkim w zakresie gatunkowospecyficznych anty
genów głównego układu zgodności tkankowej (MHC, ang. major histocompatibility 
complex): ludzi (HLA, ang. human leukocyte antigens) oraz świń (SLA, ang. swine leukocy
te antigens), jednakże deficyt organów do allotransplantacji u ludzi stał się bodźcem 
do poszukiwania nowych, alternatywnych źródeł przeszczepów. Od dawna postulu
je się bowiem, źe zmodyfikowane genetycznie świnie mogą stanowić (przy uw
zględnieniu wysokiej plenności i płodności tego gatunku) wprost nieograniczone 
źródło dawców ksenotransplantów. Ksenotransplantacja narządów świńskich jest 
również atrakcyjną opcją z powodu ich kompatybilnej z organami ludzkimi wielkoś
ci oraz fizjologii i anatomii (49,50). Wykorzystanie systemu ukierunkowanego wpro
wadzania obcego DNA, wybranymi metodami transfekcji, hodowanych in vitro róż
nych typów świńskich komórek somatycznych, a następnie użycie populacji trans
formowanych genetycznie komórek-dawców w technice transplantacji jąder soma
tycznych może prowadzić do otrzymania dość liczebnych klonów świń wytwarza
jących np. 1) antygeny ludzkiego MHC (HLA); 2) endogenne immunosupresory czło
wieka; czy 3) główne białka regulujące kaskadę enzymatyczną dopełniacza człowie
ka, z grupy obecnych w błonach komórkowych inhibitorów cytotoksyczności układu 
dopełniacza o ściśle określonych tzw. kompleksach różnicowania (CD, ang. cluster of 
dijferentiation; [2,49,51-53]), m.in. takie jak: a) ludzki błonowy kofaktor białkowy dla 
czynnika regulatorowego 1, czyli inaktywatora katalizującego hydrolizę składników 
komplementu C3b/C4b, zapobiegający formowaniu się na powierzchni błony kon- 
wertaz C3 - CD46/MCP (ang. membrane cofactor protein); b) ludzki czynnik przyśpie
szający rozkład konwertaz C3 i C5 zarówno klasycznej, jak i alternatywnej drogi ak
tywacji komplementu - CD55/DAF (ang. decay-accelerating factor); lub c) białko wią
żące surowicze składniki dopełniacza C8 i C9 (ang. C8/C9 binding protein), zwane 
również czynnikiem restrykcji homologicznej lub błonowym inhibitorem reaktyw
nej lizy komórkowej (protektyną), które zapobiega formowaniu się kompleksu ata
kującego błonę cytoplazmatyczną (C5b-9/MAC, ang. membrane attack complex), po
przez hamowanie polimeryzacji czynnika C9, a tym samym blokowanie katalizowa
nej za pośrednictwem kompleksu C5b-8 reakcji wbudowywania/zakotwiczania C9 
w plazmolemmę - CD59/HRF20/MIRL (ang. homologous restriction factor 20/membra- 
ne inhibitor of reactive lysis). Tą drogą można również uzyskać transgeniczne osobniki 
klonalne z indukowalną modyfikacją/rekombinacją ksenogenicznych epitopów, 
w następstwie ich enzymatycznego „zamaskowania” przez inhibicję kompetycyjną 
(hamowanie konkurencyjne) a-l,3-galaktozylotransferazy (a-l,3-GT) pod wpływem 
a-l ,2-fukozylotransferazy (27,51,52). W wyniku praktycznego wykorzystania opisa
nej kompleksowej technologii genetycznej inżynierii embrionalnej można także wy
produkować stada zarodowe świń klonalnych, mających zinaktywowane techniką 
knock-out (rekombinacji homologicznej) geny kodujące enzymy katalizujące przy

56 PRACE PRZEGLĄDOWE



Znaczenie świni dla klonowania somatycznego i transgenezy

łączenie różnych fragmentów determinant antygenowych - ksenogenicznych reszt 
cukrowcowych (np. allel genu a-l,3-GT; locus GGTAl) do glikoprotein oraz glikolipi
dów błon komórkowych, odpowiedzialnych za nadostre odrzucanie ksenogenicz
nych przeszczepów, w wyniku reakcji z ludzkimi preformowanymi przeciwciałami 
ksenoreaktywnymi (głównie przeciwciałami anty-Gal, skierowanymi przeciwko epi- 
topom galaktozylo-a-1,3-galaktozy/a-Gal na powierzchni komórek endotełiałnych 
unaczynionych ksenotransplantów; [28,49,51,53,54]). Transgeneza (z zastosowaniem 
ukierunkowanej mutagenezy, ang. gene targeting) sprzężona z klonowaniem soma
tycznym może stanowić w najbliższej przyszłości podstawę do powstania i powiela
nia populacji świń z tak transformowanym genetycznie („zhumanizowanym”) ukła
dem immunologicznym o zablokowanej ekspresji wielu epitopów oraz populacji 
świń stanowiącej źródło dawców ksenotransplantów o wyraźnie wydłużonej przeży- 
walności (zwiększonej oporności na HAR) w organizmie biorców.

U świń jednym z najbardziej spektakularnych przykładów ukierunkowanej tech
niką knock-out inaktywacji genów było sklonowanie ogółem 29 prosiąt z użyciem fi- 
broblastów płodowych z unieczynnionym allelem locus GGTAl (2,48,55,56). Kolej
nym sukcesem w zakresie sterowanej mutagenezy DNA genomowego komórek so
matycznych świni była indukcja insercyjnej inaktywacji ałlelu genu a-l,3-GT w trans- 
fekowanych techniką elektroporacji liniach kłonalnych fibroblastów, wyprowadzo
nych z eksplantów tkankowych transformowanych genetycznie płodów płci mę
skiej, które uzyskano w wyniku krycia dojrzałych płciowo loszek heterozygotycz- 
nym knurem transgenicznym, wykazującym ekspresję genu ludzkiej a-l,2-FT (48). 
W następstwie transplantacji jąder tych komórek do enukleowanych oocytów-bior- 
ców, wyprodukowano łącznie 4 żywe prosięta klonalne, posiadające nie tylko zno
kautowany gen a-l,3-GT, lecz będące także nosicielami ogólnoustrojowej aktywno
ści transkrypcyjnej losowo wprowadzonego genu H-transferazy człowieka. Postulu
je się, że uzyskana tą drogą tzw. piętrowa modyfikacja genetyczna knurków klonal- 
nych może być bardziej efektywną techniką genetycznej inżynierii embrionalnej 
w aspekcie jej przydatności w ksenotransplantologii narządów niż wyprodukowanie 
potomstwa klonalnego z tzw. połowicznym fenotypem nuli w zakresie ekspresji 
genu a-l,3-galaktozylotransferazy. Przypuszcza się, że obniżenie międzygatunko- 
wej bariery immunologicznej, wynikające ze znacznego osłabienia lub całkowitego 
ominięcia (supresji) reakcji nadostrego lub opóźnionego odrzucania ksenotrans
plantów, można osiągnąć dopiero przez sklonowanie prosiąt z tzw. złożonym profi
lem transgenicznym rekombinowanych immunoprotein powierzchniowych, jednym 
z tego typu przykładów są właśnie wyniki doświadczeń przeprowadzonych przez 
Ramsoondara i wsp. (48). Wyprodukowanie świń kłonalnych z semideficiencją genu 
a-l,3-GT, a zatem heterozygotycznych osobników transgenicznych ze znokautowa
nym pojedynczym allelem locus GGTAl, nie wystarczy bowiem do zwiększenia opor
ności na HAR w ksenogenicznych organach. Represja transkrypcyjna allełu genu 
a-1,3-GT prawdopodobnie powinna być dodatkowo wspomagana przez proces kie
rowanej za pośrednictwem enzymu a-l,2-FT człowieka inhibicji kompetycyjnej re
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akcji biokatalizowanej przez drugą pulę cząsteczek a-l,3-galaktozylotransferazy, 
obecnych w komórkach narządów transgenicznych prosiąt klonalnych w wyniku 
czynnej ekspresji nie zinaktywowanego techniką rekombinacji homologicznej dru
giego allelu genu a-l,3-GT. Hamowanie współzawodniczę a-l,3-galaktozylotransfe- 
razy świni przez rekombinowaną a-l ,2-fukozylotransferazę ludzką prowadzi z kolei 
do maskowania epitopów a-Gal w następstwie konkurencyjnego przyłączania reszt 
fukozy (inhibitora izosterycznego) do cząsteczek substratu akceptorowego - 
N-acetylolaktozoaminy (Gal-(3-l ,4-GlcNAc-R) na powierzchni komórek śródbłonka 
naczyniowego świń - potencjalnych dawców ksenotransplantów (29,48,49,51,53).

Doskonałą egzemplifikacją sprzężenia tzw. piętrowej transgenezy i klonowania 
somatycznego może być również uzyskanie transformowanych genetycznie prosiąt 
klonalnych, urodzonych po transplantacji zarodków zrekonstruowanych z jąder ho
dowanych in vitro komórek fibroblastycznych, pochodzących z bioptatów tkanki 
skórnej świń, które wykazywały tzw. złożony profil transgeniczny w postaci induko- 
walnej ekspresji genów kodujących zarówno: 1) ludzki czynnik przyśpieszający roz
kład konwertaz C3 (CD55/DAF) oraz 2) N-acetyloglukozoaminotransferazę 111 (GnT-111) 
człowieka (57). Rekombinowany ludzki enzym GnT-111 odpowiedzialny jest za prze- 
modelowanie/rearanżację biosyntezy powierzchniowych łańcuchów oligosacharydo- 
wych, stanowiących część terminalną ksenogenicznych determinant antygenowych 
a-Gal. Z kolei, ten ostatni proces biokatalityczny, w połączeniu z hamowaniem ak
tywności (cytotoksyczności) kaskady enzymatycznej układu dopełniacza, może pro
wadzić do zablokowania reakcji rekombinowanych glikolipidów i glikoprotein po
wierzchniowych z ludzkimi preformowanymi immunoglobulinami ksenoreaktywny- 
mi z grupy anty-Gal, a tym samym opóźnienia reakcji nadostrego lub ostrego odrzu
cania przeszczepów ksenogenicznych. Zjawisko to tłumaczy się preferencyjnym 
wiązaniem reszt N-acetyloglukozoaminy (pełniących funkcję inhibitora izosterycz
nego) z łańcuchami cukrowcowymi epitopów Gal-P-1,4-GlcNAc-R, w następstwie 
procesu hamowania współzawodniczego cząsteczek a-l ,3-galaktozylotransferazy 
świni przez enzym GnT-111 człowieka (50,51,57,58).

Perspektywa produkcji homozygotycznych świń klonalnych ze znokautowanym 
genotypem a-l ,3-galaktozylotransferazy oraz dodatkowo z tzw. „transgenicznym 
tłem” a-l ,2-fukozylotransferazy człowieka otwiera ogromne możliwości aplikacyjne 
klonowania somatycznego i piętrowej transgenezy w medycynie i immunologii trans
plantacyjnej. Jedną z dróg prowadzących do osiągnięcia tego celu było sklonowanie 
ogółem 4 zmodyfikowanych genetycznie prosiąt (loszek) z podwójnym nokautem 
(mutagenezą ukierunkowaną) genu a-l,3-GT (59). jeden allel locus GGTAl został 
unieczynniony techniką insercyjnej inaktywacji (sterowanego uszkodzenia eksono- 
wej sekwencji nukleotydowej genu) w hodowanych in vitro komórkach somatycznych 
świni. Z kolei, supresję transkrypcyjną drugiego allelu uzyskano na drodze selektyw
nej indukcji mutacji genowej/punktowej - transwersji T/G (zamiany zasady pirymi
dynowej - tyminy na zasadę purynową - guaninę) w obrębie drugiego nukleotydu 
eksonu dziewiątego genu kodującego enzym a-l,3-GT. W przeciwieństwie do klono
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wania somatycznego świń transgenicznych z semideficiencją genu a-l ,3-galaktozylo- 
transferazy, które prowadzi jedynie do połowicznej eliminacji ksenogenicznych de
terminant antygenowych a-Gal z błon cytoplazmatycznych komórek endotelialnych 
naczyń krwionośnych, produkcja prosiąt klonalnych z ukierunkowaną inaktywacją 
dwóch alleli locus GGTAl ma na celu uzyskanie pełnego fenotypu nuli w zakresie eks
presji genu a-l,3-GT, a zatem całkowitego usunięcia epitopów galaktozylo-a-l,3-ga- 
laktozy z organizmu świń - potencjalnych dawców ksenotransplantów (48,59). Ten 
kierunek badań biotechnologicznych w medycynie transplantacyjnej jest, jak się wy
daje, jedyną drogą znoszącą międzygatunkowe bariery immunologiczne, limitujące 
zastosowanie sprzężonych technik klonowania somatycznego i transgenezy świń na 
szeroką skalę w ksenotransplantologii narządów. Taka perspektywa otwiera również 
nowe możliwości dla produkcji świńskich bioreaktorów syntetyzujących w komór
kach krwi lub dostarczających w osoczu krwi oraz w naturalnych (fizjologicznych) 
wydzielinach i wydalinach ciała (np. mleko, plazma/osocze nasienia, mocz) ludzkie 
białka i hormony, w tym różne biofarmaceutyki (np. ludzką insulinę, VIII i IX czynnik 
krzepnięcia krwi, ludzką antytrombinę 111, a-l-antytrypsynę i inne; [4,17,60]). Bezpo
średnie korzyści wykorzystania transgenicznych loch i knurów, a także samic i sam
ców innych gatunków zwierząt gospodarskich do uzyskiwania rekombinowanych 
białek terapeutycznych człowieka wynikają z: 1) wysokiej wydajności produkcyjnej; 
2) niskich kosztów wytwarzania w porównaniu z technologiami hodowli in vitro 
transgenicznych komórek gruczołowych (komórkowych bioreaktorów); 3) cytofizjo- 
łogicznej zdolności transformowanych genetycznie białek obcogatunkowych, które 
syntetyzowane są w gruczołach mlekowych (wymionach) lub nerkach, do podlegania 
szeregom kompleksowych posttranslacyjnych modyfikacji biochemicznych, np. gli- 
kozylacji, fosforylacji, czy y-karboksylacji, pozwalających z jednej strony na utrzyma
nie stosunkowo wysokiego poziomu aktywności centrów katalitycznych wielu re
kombinowanych białek enzymatycznych, a z drugiej - znacznie ułatwiających wie
lokrotne pozyskiwanie (ekstrakcję) bioterapeutyku z takich płynów ustrojowych jak 
mleko, siara czy mocz poprzez osłabienie jego powinowactwa do kompleksowych 
(np. glikozylowanych) związków chelatujących mleka lub moczu; 4) stopniowego 
zwiększania zaufania ludzi cierpiących na szereg nieuleczalnych chorób genetycz
nych poprzez eliminowanie białkowych produktów leczniczych wymagających izola
cji z krwi człowieka, która może być źródłem wiełu niebezpiecznych patogenów ta
kich jak wirus H1V czy wirus zakaźnego zapalenia wątroby typu C (38,58,61-63).

4. Świnia domowa jako transgeniczny bioreaktor rekombinowanej 
hemoglobiny ludzkiej

Możliwość wykorzystania erytrocytów świń wykazujących ekspresję genu ludz
kiej hemoglobiny jako substytutu krwi ludzkiej jest również bardzo atrakcyjnym 
aspektem klonowania somatycznego świń, głównie w związku z ciągle zmniejsza

BIOTECHNOLOGIA 1 (72) 53-67 2006 59



Marcin Samiec, Maria Skrzyszowska

jącą się liczbą dawców krwi, a także co jest bardzo znaczące, w związku ze wzra
stającym w ostatnich latach niebezpieczeństwem transmisji groźnych infekcji wiru
sowych indukowanych przez retrowirusy H1V i zakaźnego zapalenia wątroby typu C. 
W 1992 r. uzyskano po raz pierwszy transgeniczne świnie, syntetyzujące w czerwo
nych ciałkach krwi ok. 9% rekombinowanej hemoglobiny ludzkiej (rhHb, ang. recom
binant human hemoglobin) o zdolności utlenowania bardzo zbliżonej do oksyhemo- 
globiny (Hb(02)4) z krwi człowieka (64). Zastosowano pięć różnych konstrukcji ge
nowych, jednak w przypadku wszystkich wariantów doświadczalnych zarejestrowa
no występowanie dużych różnic w ekspresji genów kodujących cząsteczki globin 
człowieka wśród urodzonych prosiąt. Jednakże, gen a-globiny charakteryzował się 
wysokim poziomem transkrypcji w przeciwieństwie do minimalnego stopnia eks
presji genu P-globiny. Realne możliwości efektywnej biosyntezy dużych ilości hete- 
rotetramerycznych cząsteczek ksenogenicznej hemoglobiny A (występującej we 
krwi ludzi dorosłych), złożonych z dwóch łańcuchów a- i dwóch łańcuchów P-globi
ny (HaHp, ang. human a-l human ^-globin chains) oraz z chelatowego kompleksu 
hemu (żelazoprotoporfiryny) posiadającego prawidłowy wykres krzywej równowagi 
tlenowej Hb(02)4, były zatem bardzo ograniczone w krwiobiegach transgenicznych 
bioreaktorów świńskich. Dlatego też z ekonomicznego punktu widzenia zmonitoro- 
wany maksymalny poziom koncentracji ludzkiej Hb (około 9%) w ogólnej puli hemo
globiny transformowanych genetycznie świń okazał się zupełnie nieopłacalny dla 
przemysłu biofarmaceutycznego. Oszacowano natomiast, że gdyby udział transge- 
nicznej Hb w łożysku naczyniowym świń osiągnął co najmniej 39% w stosunku do 
całkowitego stężenia tej chromoproteiny (hemoproteiny) w erytrocytach, zaist
niałyby dopiero wystarczające warunki rentowności jej produkcji (ekstrakcji/puryfi- 
kacji) na szeroką skalę techniczną. Nowy rozdział w historii badań nad uzyskiwa
niem rekombinowanej hemoglobiny ludzkiej w zwierzęcych bioreaktorach transge
nicznych otworzyły dopiero wyniki eksperymentów przeprowadzonych na świniach 
przez Sharmę i wsp. (65). Przy wykorzystaniu konstruktu genetycznego nowej gene
racji, który wprowadzono do genomu przedjądrzowego zygot świńskich uzyskano 
znaczący postęp w zakresie efektywności ekspresji (transkrypcji) genu ludzkiej Hb 
w organizmach świń. Potwierdziło to wysoki potencjał możliwości aplikacyjnych 
tkwiący w perspektywie komercyjnej produkcji tego terapeutycznego białka hemo- 
wego przez koncerny biotechnologiczne. Struktura wymienionej konstrukcji geno
wej obejmowała sekwencję regulatorową ludzkiego intronowego regionu kontrol
nego locus allelu p-globiny (P-LCR, ang. ^-locus control region), zawierającą cztery cha
rakterystyczne miejsca superwrażliwe na DNA-azę 1, sprzężoną z ludzkimi genami 
a- i 8-globiny oraz ze zhybrydyzowanymi eksonowymi sekwencjami chimerowego 
(świńsko-ludzkiego) genu konstytucji p-globiny. Gen 8-globiny włączony był do kon
struktu w celu poprawy regulacji transkrypcji genu P-globiny w bardzo wczesnych 
etapach rozwoju ontogenetycznego. W doświadczeniach przeprowadzonych przez 
Swansona i wsp. (64) wykazano bowiem, że nieprawidłowa ekspresja genu kodu
jącego łańcuch p-globiny ludzkiej Hb w przedimplantacyjnej fazie embriogenezy
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daje efekt letalny lub semiletalny w rozwoju płodowym. Wydajność produkcji trans- 
genicznych prosiąt posiadających prawidłowo zintegrowany w genomie jądrowym 
konstrukt egzogennego DNA wyniosła aż około 5,5% w stosunku do całkowitej licz
by uzyskanego potomstwa. Ponadto w erytroblastach (normoblastach) urodzonych 
prosiąt zaobserwowano maksymalną dodatnią korelację między integracją transge- 
nu a jego ekspresją w dojrzałych, bezjądrzastych krwinkach czerwonych. U siedmiu 
spośród ośmiu transformowanych genetycznie świń rekombinowana hemoglobina 
ludzka (HaH(3) stanowiła od 5 do 24% całkowitego poziomu koncentracji Hb obec
nej w erytrocytach. Z kołei u jednego osobnika transgenicznego łudzka hemoglobi
na osiągnęła niezwykle wysokie stężenie (32 g/L osocza krwi), co stanowiło około 
24% ogólnej liczby cząsteczek Hb w krwiobiegu, a hybrydowy tzn. ludzko-świński 
wariant Hb (HaP(3, ang. human a- /porcine ^-globin chains) wahał się na poziomie 
około 30 g/L osocza krwi, przy udziale rzędu 30% w stosunku do całkowitego pozio
mu tego białka w czerwonych ciałkach krwi. Koncentracja rekombinowanej hemo
globiny tzw. profilu transgenicznego w organizmie świńskiego bioreaktora wynio
sła zatem aż 54% ogółnej puli tej hemoproteiny w łożysku naczyniowym. Ponadto 
u scharakteryzowanej lochy - założycielki transgenicznych rodów zwierząt - za
obserwowano transmisję konstruktu genetycznego do linii komórek płciowych 
i zdolność do przekazywania fenotypowo potwierdzonej (niemozaikowej) ekspresji 
transgenów do genomu pokolenia potomnego. U pięciu sztuk prosiąt z liczącego 
12 osobników miotu uzyskanego od tej lochy transgeniczny profil ekspresji ludzkiej 
hemoglobiny utrzymywał się na takim samym poziomie jak u matki (65). Z obserwa
cji procesów fizjologicznych organizmu świń najistotniejsze było to, że populacja 
transgenicznych loch i knurów posiadających ponad 50% ksenogenicznej (obcoga- 
tunkowej) Hb była całkowicie zdrowa.

5. Ocena ryzyka pasażowalnych infekcji wirusowych w układzie 
heterologicznym: transgeniczna świnia-człowiek

Potencjalnym zagrożeniem dla pokonania międzygatunkowej bariery immunolo
gicznej w transplantacji organów, a także przeszkodą w stosowaniu białek terapeu
tycznych wyizolowanych z organizmów świń transgenicznych może być niebezpie
czeństwo przeniesienia i reaktywacji endogennych retrowirusów świń (PERVs, ang. 
porcine endogenous retroviruses) i/lub cząstek (wirionów) cytomegalowirusa świńskie
go (PCMV) do ludzkiego ustroju (66,67). Intensywność reinfekcji/reaktywacji latent- 
nych form obcogatunkowego wirusa w dużym stopniu zależy od rodzaju zastosowa
nego leczenia immunosupresyjnego biorcy ksenogenicznego przeszczepu/-ów. Ry
zyko transmisji tych endowirusów można wyeliminować również na drodze ukie
runkowanej transgenezy, ograniczającej szansę na ich uaktywnienie się w organi
zmie biorcy (tj. zróżnicowanie/progresję wiremii latentnej w stadium aktywnego za
każenia wirusowego). W czasie genetycznej modyfikacji całego organizmu bądź po
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szczególnych tkanek lub komórek dawcy przeszczepu można równocześnie trans
formować genetycznie retrowirusy. To z kolei może się przyczynić do ich preacap- 
tacji do nowych warunków i pozostania nadal w formie latentnej po przeszczepie
niu organu, lub do ich inaktywacji/atenuacji, a nawet całkowitego usunięcia na dro
dze nokautowania docelowych genów wirusów, np. genu odwrotnej transkryptazy, 
mającej równocześnie aktywność integrazy DNA, czyli enzymu katalizującego inte
grację materiału genetycznego wirusów z genomem jądrowym komórek gospoda
rza, będącego w tym przypadku biorcą ksenotransplantu (66,68).

6. Udział Instytutu Zootechniki w Balicach w rozwoju badań 
nad klonowaniem somatycznym i transgenezą świń

w Dziale Biotechnologii Rozrodu Zwierząt Instytutu Zootechniki w Balicach pro
wadzone są obecnie intensywne badania nad klonowaniem somatycznym świń z wy
korzystaniem hodowanych in vitro linii komórek fibroblastycznych, które wyprowa
dzono z bioptatów tkanki skórnej ucha transgenicznego knura TG-1154, wykazu
jącego ogólnoustrojową ekspresję genu ludzkiej a-l ,2-fukozylotransferazy (H-trans- 
ferazy). Kolejny kierunek badań z zakresu transgenezy i klonowania somatycznego 
w Dziale Biotechnologii Rozrodu Zwierząt Instytutu Zootechniki w Balicach dotyczy 
z kolei określenia kompetencji rozwojowych in vitro świńskich zarodków transge- 
nicznych pochodzenia klonalnego w zależności od zastosowania różnych procedur 
sztucznej aktywacji rekonstruowanych hybryd jądrowo-cytoplazmatycznych. Pośred
nim markerem selekcyjnym postaktywacyjnego potencjału przeżywalności oraz ak
tywności podziałowej transformowanych genetycznie zarodków klonalnych jest de
tekcja zielonej bioluminescencji ich blastomerów, będąca wynikiem całkowitego 
lub mozaikowego wzorca ekspresji transgenu reporterowego białka intensyv/nej 
zieleni fluorescencyjnej (eGFP), trwale zintegrowanego z ulegającym epigenetyczne- 
mu przeprogramowaniu genomem jądrowym komórki somatycznej. Zachowanie 
przez sklonowane zarodki świńskie zdolności do emisji zielonej fluorescencji o wy
sokim natężeniu po zainicjowaniu aktywności transkrypcyjnej własnego genomu 
w późnym stadium 4-komórkowym może być również wyznacznikiem prawidłowe
go przemodelowania konformacji przestrzennej somatycznej chromatyny jądrowej 
z wbudowanym egzogennym konstruktem zawierającym cDNA białka eGFP. Nasile
nie epigenetycznych modyfikacji somatycznego materiału genetycznego w postaci 
wzrostu stopnia demetylacji reszt cytozyny DNA oraz zaawansowanych procesów 
acetylacji reszt lizyny głównie histonów FI4 mogłoby świadczyć o właściwym prze
biegu rearanżacji chromatyny również w miejscu integracji transgenu eGFP. Konse
kwencją tego może być z kolei brak zaburzeń w przeprogramowaniu samego kon- 
struktu genetycznego będącego nośnikiem alleli kodujących tę fluorygeniczną prote
inę, w następstwie inhibicji represji nukleosomowej przez wielokompleksowe białka 
z rodziny brahma (m.in. białka BRGl oraz BRM, homologiczne z czynnikami białko
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wymi drożdży Saccharomyces cerevisiae z grupy SWI2/SNF2, ang. switch of mating 
type/sucrose non-fermenting). Te zależne od ATP wielopodjednostkowe kompleksy 
białkowe są odpowiedzialne za przebudowę chromatyny somatycznej (zmiany w to
pologii DNA) najpierw w mikrośrodowisku cytoplazmatycznym oocytu-biorcy jądra, 
a następnie w cytozolu blastomerów zarodków znajdujących się w kolejnych sta
diach rozwojowych przedimplantacyjnej fazy embriogenezy.

Wykorzystywane w procedurze klonowania somatycznego, hodowane in vitro li
nie komórek somatycznych (fibroblastycznych), poddawane są uprzednio transfor
macji genetycznej (w stanie subkonfluencji) przy wykorzystaniu konstrukcji ge
nowej pWAPhGH-GFPBsd, zawierającej: 1) gen hormonu wzrostu człowieka (hGFl) 
pod kontrolą promotora genu kwaśnej serwatki mleka szczura (rWAP), 2) reportero- 
wy gen białka intensywnej zieleni fluorescencyjnej krążkopława (meduzy) Aequorea 
victoria (eGFP, marker selekcyjny; [69]) oraz 3) gen deaminazy blastycydyny S (mar
ker selekcyjny). W doświadczeniach nad uzyskiwaniem transgenicznych linii klonal- 
nych komórek fibroblastycznych stosowane są następujące metody transfekcji
0 różnych parametrach fizykochemicznych: 1) lipofekcja oraz 2) nukleofekcja/nukle- 
oporacja (kombinacja lipofekcji z elektroporacją, umożliwiająca za pośrednictwem 
nośników liposomowych, transdukcję konstrukcji genowej bezpośrednio do jądra 
komórki somatycznej). Transfekowane linie komórkowe poddawane są selekcji po
zytywnej w pożywce z dodatkiem blastycydyny S, w celu weryfikacji efektywności 
transgenezy. Wyselekcjonowane linie komórek somatycznych z kilku różnych pasa
ży analizowane są w mikroskopie epifluorescencyjnym pod kątem detekcji ekspresji 
transgenicznego białka eGFP. Następnie, prowadzone są eksperymenty nad uzyski
waniem zarodków świni techniką klonowania somatycznego, z wykorzystaniem 
dwóch typów transgenicznych (konfluentnych) komórek: fibroblastów płodowych 
lub fibroblastów tkanki skórnej dorosłych osobników (loszek lub loch), jako źródła 
dawców jąder komórkowych. Transgeniczne zarodki klonalne hodowane są in vitro 
do stadium moruli/blastocysty, a uzyskane morule i blastocysty poddawane są przy
życiowej diagnostyce fluorescencyjnej w kierunku detekcji poziomu ekspresji re- 
porterowego genu eGFP. Reasumując, z przeprowadzonych badań wynika, że efek
tywność transfekcji hodowanych in vitro komórek fibroblastycznych świni oceniana 
przyżyciowo (fluorescencyjnie) na bazie indeksu ekspresji ksenogenicznego genu 
reporterowego eGFP wynosi blisko 100%. Technika nukleofekcji, w porównaniu do 
standardowych metod transfekcji in vitro komórek somatycznych (lipofekcja, elek- 
troporacja), pozwala na znaczne skrócenie czasu weryfikacji efektywności transge
nezy poprzez przyżyciową kontrolę ekspresji reporterowego genu eGFP z 24-48 go
dzin do nawet 4-6 godzin po zakończeniu zabiegu transfekcji. Zarodki klonalne świ
ni rekonstruowane z jąder transgenicznych fibroblastów płodowych wykazują wyż
szą aktywność podziałową (83,7% vs. 65,8%) oraz kompetencje rozwojowe in vitro do 
stadium blastocysty (22,5% vs. 17,7%) niż zarodki rekonstruowane z jąder transge
nicznych fibroblastów tkanki skórnej dorosłych osobników. W uzyskanych morulach
1 blastocystach klonalnych świni stwierdza się blisko 100% indeks ekspresji reporte-
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rowego transgenu eGFP na podstawie przyżyciowej diagnostyki poziomu emisji zie
lonej chemiluminescencji.

7. Podsumowanie

Na obecnym etapie badań, techniczne możliwości klonowania somatycznego 
świń i innych gatunków ssaków są ogromne, lecz wyprzedziły one znacznie zrozu
mienie biologicznych uwarunkowań, a w szczególności aspektów molekularnych tej 
metody. Mimo to podstawy biologiczne, jakie zostały stworzone w zakresie gene
tycznej inżynierii embrionałnej, zwłaszcza w ciągu ostatnich kilkunastu lat, umożli
wiły opracowanie kompleksowej technologii wspomaganego rozrodu zwierząt z wy
korzystaniem procedury transplantacji jąder komórek somatycznych, która może 
spełniać w wielu przypadkach warunki dla jej zastosowania do realizacji ograniczo
nych celów praktycznych, a wśród nich warunek stosunkowo wysokiej efektywności 
(3,9,40,56,70,71). W przyszłości pozwoli on niewątpliwie na wykorzystanie techniki 
klonowania somatycznego do multiplikacji identycznych genetycznie osobników, 
szczególnie tych o wybitnych, wysokoodziedziczonych cechach wartości hodowla
nej (genetycznej) i użytkowej, co przyczynić się może do skrócenia odstępu między
pokoleniowego i przyśpieszenia tempa osiągania postępu hodowlanego. Najwięk
sze jednak oczekiwania związane są z praktyczną aplikacją techniki transplantacji 
jąder komórek somatycznych, transformowanych genetycznie na poziomie hodowli 
in vitro, jako alternatywnej metody uzyskiwania transgenicznych zwierząt gospodar
skich w stosunku do mikroiniekcji egzogennych konstruktów genetycznych do przed- 
jądrzy zygot. Klonowanie somatyczne może być także efektywnym sposobem multi
plikacji już wyprodukowanych osobników transgenicznych (16,30,33,70,71).

Praca wykonana w ramach projektu badawczego zamawianego nr PBZ-M1N-005/P04/2002/6.
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