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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. Wstep

BodZcem do rozwoju badan nad klonowaniem somatycznym
$win, szczeg6lnie w ostatnich latach, byla przede wszystkim moz-
liwos¢ praktycznego zastosowania tej techniki wspomaganego
rozrodu zwierzat do produkcji transgenicznych prosigt przy
wykorzystaniu transfekowanych in vitro komdrek-dawcow jader
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oraz do multiplikacji uzyskanych juz transformowanych genetycznie loch i knuréw,
ze wzgledu na wazne implikacje dla biomedycyny, a takze farmacji (1-4). Jednakze,
efektywne klonowanie somatyczne $win, omijajac droge rozrodu piciowego, stwa-
rza rowniez mozliwos¢ dostarczania dosyC licznego monogenetycznego i jedno-
ptciowego potomstwa wywodzacego sie nie tylko z transgenicznych osobnikdw,
lecz takze z wyselekcjonowanych pod wzgledem wybitnych cech wartosci hodowla-
nej i uzytkowej dorostych zwierzat (5-7).

2. Rola klonowania somatycznego i transgenezy w genetycznej inzynierii
embrionalnej ssakow

Sprzezenie technik transfekcji hodowanych in vitro komoérek somatycznych
oraz transplantacji jader tych komoérek do enukleowanych oocytéw-biorcéw jest
obecnie najbardziej efektywna metoda uzyskiwania ssakéw transgenicznych. Po-
prawa wydajnosci produkcji transgenicznych zwierzat gospodarskich przy jed-
noczesnym obnizeniu kosztow ich uzyskiwania jest szczegdlnie atrakcyjng per-
spektywg agroekonomicznych uwarunkowan badan biotechnologicznych zaréw-
no o charakterze podstawowym jak i o0 wymiarze aplikacyjnym (8-13). Jednakze,
gtéwna barierg limitujgca stosowanie technik transgenezy na szeroka skale po-
zostaje wcigz problem opracowania bardziej efektywnych systemow wprowadza-
nia (a takze integracji) egzogennych konstrukcji genowych do genomu jadrowe-
go réznych uktadéw biologicznych (zygot, komérek somatycznych, plemnikow,
oocytow i in.). Prowadzone sg rowniez liczne proby nad optymalizacjg moleku-
larnych mechanizméw odpowiedzialnych za precyzyjng regulacje poziomu eks-
presji transgenu w genomowym DNA (14-20). Mimo ze standardowa procedura
mikroiniekcji transgenéw do przedjadrzy zygot jest wykorzystywana od ponad
dwudziestu lat do produkcji genetycznie zmodyfikowanych myszy, krolikow,
$win, owiec, k6z oraz bydta, to u urodzonych zwierzat obserwuje sie czesto roz-
nice osobnicze we wzorcach ekspresji transgendéw (somatyczny mozaicyzm ge-
netyczny), a takze nieprawidtowosci w procesie transmisji aktywnej transkryp-
cyjnie konstrukcji genowej do genomu linii komérek ptciowych, co znacznie ob-
niza potencjat mozliwosci aplikacyjnych tej technologii, tkwigcy w perspektywie
komercyjnej produkcji rekombinowanych biatek ludzkich przez bioreaktory
zwierzece (21-26). Dlatego tez, uzyskiwanie zwierzat klonalnych przy zastoso-
waniu procedury transplantacji ja- der transfekowanych in vitro komérek soma-
tycznych o réznym fenotypie tkankowym otwiera zupetnie nowy rozdziat w hi-
storii badan nad strategiami transgenizacji zwierzat, szczeg6lnie w zakresie ste-
rowanej mutagenezy technikg rekombinacji homologicznej. Wiasciwa selekcja
pozytywna transgenicznych komorek jest bowiem niezwykle wydajnym sposo-
bem weryfikacji efektywnosci procesu transfekcji, gwarantujacym stosunkowo
wysoki odsetek transformowanego genetycznie potomstwa klonalnego, co po-
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twierdzajg wyniki badan przeprowadzonych u réznych gatunkéw ssakéw (kozy,
owce, bydio i swinie; 117,27-32]).

Uzyskiwanie wysokiej efektywnosci w zakresie produkcji transgenicznego po-
tomstwa klonalnego, pochodzacego z zarodkéw rekonstruowanych z jader transfe-
kowanych komdrek somatycznych ma wazne implikacje dla réznych dziedzin nauk
biomedycznych, rolniczych, a takze dla badan podstawowych, nie majacych charak-
teru aplikacyjnego. Potgczenie technik klonowania somatycznego oraz transgenezy
oferuje zupetnie nowe mozliwosci dla celéw: komdérkowej terapii genowej, kseno-
transplantacji organéw, jak réwniez tworzenia i/lub multiplikacji populacji transfor-
mowanych genetycznie zwierzecych modeli badawczych (medycznych) choréb mo-
nogenowych cztowieka, wywotujacych wrodzone wady rozwojowe, oraz bioreakto-
row zwierzecych o wysokiej wartosci hodowlanej i uzytkowej, dostarczajacych re-
kombinowanych biatek ludzkich (tzw. biofarmaceutykéw; [3,4,27,30,33-37]).

Perspektywa klonowania zmodyfikowanych genetycznie zwierzat gospodarskich
i laboratoryjnych w celu pozyskania biopreparatow rekombinowanych biatek ludz-
kich czy organow przydatnych w transplantologii medycznej lub stworzenia pod-
staw komorkowej terapii wielu ciezkich choréb genetycznych na zwierzecych mo-
delach badawczych jest perspektywa, ktorej racjonalne wykorzystanie przystuzy sie
niewatpliwie cztowiekowi (2,9,13,15,38).

3. Prognoza mozliwosci praktycznego zastosowania klonowania
somatycznego i transgenezy Swin w ksenotransplantologii i przemysle
biofarmaceutycznym

Swinia domowa (Sus scrofa domesticus L.) jest gatunkiem zwierzat gospodarskich,
niezwykle atrakcyjnym w aspekcie praktycznego zastosowania sprzezonej technolo-
gii transgenezy i klonowania somatycznego w medycynie i immunologii transplanta-
cyjnej, a takze farmacji (3,4,27,39-43). Ostatnie doniesienia 0: 1) wykorzystaniu
techniki transplantacji jader transfekowanych in vitro komoérek somatycznych do
uzyskania transgenicznych $win z potwierdzong molekularnie oraz fenotypowo eks-
presja reporterowego genu biatka intensywnej zieleni fluorescencyjnej (ang. enhan-
ced green fluorescent protein/eGFP; 16,44-46|), jak réwniez o: 2) wyprodukowaniu sklo-
nowanych prosiat z hodowanych in vitro fibroblastéw wyizolowanych z tkanki skér-
nej zmodyfikowanego genetycznie knura lub z ciata ptodéw z ksenogenicznymi de-
terminantami antygenowymi zablokowanymi pod wptywem ekspresji genu ludzkiej
H-transferazy (a-I ,2-fukozylotransferazy/a-l ,2-FT; [47,48]) moga Swiadczy¢ o zbliza-
jacej sie fazie intensywnych testéw nad przeszczepianiem transformowanych gene-
tycznie organéw Swinskich do organizméw naczelnych i potencjalnych ludzi-bior-
cow. Niestety, préby przeszczep6w unaczynionych narzaddw $winskich konczg sie
zawsze ich nadostrym, humoralnym odrzuceniem waskularnym (HAR, ang. hyperacute
rejection; [17,27,49]). jedynie organy $win transgenicznych, ktére posiadatyby eks-
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presje gendw ,ucztowieczajgcych” ich komorki, stanowityby, jak sie wydaje, po-
zadany material do przeszczepow ksenogenicznych. Gtéwng przeszkoda dla po-
wszechnego stosowania organéw $win w transplantologii medycznej jest immuno-
logiczna niezgodnos¢, przede wszystkim w zakresie gatunkowospecyficznych anty-
genow gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej (MHC, ang. major histocompatibility
complex): ludzi (HLA, ang. human leukocyte antigens) oraz $win (SLA, ang. swine leukocy-
te antigens), jednakze deficyt organdw do allotransplantacji u ludzi stat sie bodzcem
do poszukiwania nowych, alternatywnych zrodet przeszczepéw. Od dawna postulu-
je sie bowiem, Ze zmodyfikowane genetycznie Swinie mogg stanowi¢ (przy uw-
zglednieniu wysokiej plennosci i ptodnosci tego gatunku) wprost nieograniczone
zrodto dawcow ksenotransplantdw. Ksenotransplantacja narzaddéw Swinskich jest
réwniez atrakcyjng opcja z powodu ich kompatybilnej z organami ludzkimi wielkos-
ci oraz fizjologii i anatomii (49,50). Wykorzystanie systemu ukierunkowanego wpro-
wadzania obcego DNA, wybranymi metodami transfekcji, hodowanych in vitro réz-
nych typow Swinskich komdrek somatycznych, a nastepnie uzycie populacji trans-
formowanych genetycznie komdrek-dawcdw w technice transplantacji jader soma-
tycznych moze prowadzi¢ do otrzymania dos$¢ liczebnych klonéw swin wytwarza-
jacych np. 1) antygeny ludzkiego MHC (HLA); 2) endogenne immunosupresory czto-
wieka; czy 3) gtdwne biatka regulujace kaskade enzymatyczna dopetniacza cztowie-
ka, z grupy obecnych w btonach komérkowych inhibitoréw cytotoksycznosci ukfadu
dopetniacza o $cisle okreSlonych tzw. kompleksach réznicowania (CD, ang. cluster of
dijferentiation; [2,49,51-53]), m.in. takie jak: a) ludzki btonowy kofaktor biatkowy dla
czynnika regulatorowego 1, czyli inaktywatora katalizujgcego hydrolize sktadnikéw
komplementu C3b/C4b, zapobiegajgcy formowaniu sie na powierzchni btony kon-
wertaz C3 - CD46/MCP (ang. membrane cofactor protein); b) ludzki czynnik przyspie-
szajacy rozktad konwertaz C3 i C5 zardwno klasycznej, jak i alternatywnej drogi ak-
tywacji komplementu - CD55/DAF (ang. decay-accelerating factor); lub c) biatko wig-
zace surowicze skiadniki dopetniacza C8 i C9 (ang. C8/C9 binding protein), zwane
réwniez czynnikiem restrykcji homologicznej lub btonowym inhibitorem reaktyw-
nej lizy komorkowej (protektyng), ktére zapobiega formowaniu sie kompleksu ata-
kujgcego btone cytoplazmatyczng (C5b-9/MAC, ang. membrane attack complex), po-
przez hamowanie polimeryzacji czynnika C9, a tym samym blokowanie Kkatalizowa-
nej za posrednictwem kompleksu C5b-8 reakcji wbhudowywania/zakotwiczania C9
w plazmolemme - CD59/HRF20/MIRL (ang. homologous restriction factor 20/membra-
ne inhibitor of reactive lysis). Tg droga mozna réwniez uzyskac transgeniczne osobniki
klonalne z indukowalng modyfikacja/rekombinacjg ksenogenicznych epitopow,
w nastepstwie ich enzymatycznego ,,zamaskowania” przez inhibicje kompetycyjna
(hamowanie konkurencyjne) a-l,3-galaktozylotransferazy (a-1,3-GT) pod wplywem
a-l ,2-fukozylotransferazy (27,51,52). W wyniku praktycznego wykorzystania opisa-
nej kompleksowej technologii genetycznej inzynierii embrionalnej mozna takze wy-
produkowaé stada zarodowe $wifi klonalnych, majacych zinaktywowane technikg
knock-out (rekombinacji homologicznej) geny kodujgce enzymy katalizujace przy-
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taczenie réznych fragmentoéw determinant antygenowych - ksenogenicznych reszt
cukrowcowych (np. allel genu a-1,3-GT; locus GGTAI) do glikoprotein oraz glikolipi-
déw bton komorkowych, odpowiedzialnych za nadostre odrzucanie ksenogenicz-
nych przeszczepow, w wyniku reakcji z ludzkimi preformowanymi przeciwciatami
ksenoreaktywnymi (gtownie przeciwciatami anty-Gal, skierowanymi przeciwko epi-
topom galaktozylo-a-1,3-galaktozy/a-Gal na powierzchni komorek endotetiatnych
unaczynionych ksenotransplantéw; [28,49,51,53,54]). Transgeneza (z zastosowaniem
ukierunkowanej mutagenezy, ang. gene targeting) sprzezona z klonowaniem soma-
tycznym moze stanowi¢ w najblizszej przysztosci podstawe do powstania i powiela-
nia populacji $win z tak transformowanym genetycznie (,,zhumanizowanym”) ukta-
dem immunologicznym o zablokowanej ekspresji wielu epitopdéw oraz populacji
Swin stanowiacej zrédto dawcdéw ksenotransplantéw o wyraznie wydtuzonej przezy-
walnosci (zwiekszonej opornosci na HAR) w organizmie biorcow.

U $win jednym z najbardziej spektakularnych przyktadéw ukierunkowanej tech-
nikg knock-out inaktywacji genéw byto sklonowanie ogdtem 29 prosiat z uzyciem fi-
broblastéw ptodowych z unieczynnionym allelem locus GGTAI (2,48,55,56). Kolej-
nym sukcesem w zakresie sterowanej mutagenezy DNA genomowego komorek so-
matycznych $wini byta indukcja insercyjnej inaktywacji atlelu genu a-1,3-GT w trans-
fekowanych technikg elektroporacji liniach ktonalnych fibroblastéw, wyprowadzo-
nych z eksplantéw tkankowych transformowanych genetycznie ptodéw pici me-
skiej, ktore uzyskano w wyniku krycia dojrzatych ptciowo loszek heterozygotycz-
nym knurem transgenicznym, wykazujacym ekspresje genu ludzkiej a-1,2-FT (48).
W nastepstwie transplantacji jgder tych komorek do enukleowanych oocytow-bior-
cow, wyprodukowano tacznie 4 zywe prosieta klonalne, posiadajgce nie tylko zno-
kautowany gen a-1,3-GT, lecz bedace takze nosicielami ogélnoustrojowej aktywno-
sci transkrypcyjnej losowo wprowadzonego genu H-transferazy cztowieka. Postulu-
je sie, ze uzyskana tg droga tzw. pietrowa modyfikacja genetyczna knurkéw klonal-
nych moze by¢ bardziej efektywng technika genetycznej inzynierii embrionalnej
w aspekcie jej przydatnosci w ksenotransplantologii narzadéw niz wyprodukowanie
potomstwa klonalnego z tzw. potowicznym fenotypem nuli w zakresie ekspresji
genu a-l,3-galaktozylotransferazy. Przypuszcza sie, ze obnizenie miedzygatunko-
wej bariery immunologicznej, wynikajace ze znacznego ostabienia lub catkowitego
ominiecia (supresji) reakcji nadostrego lub opdZnionego odrzucania ksenotrans-
plantéw, mozna osiggna¢ dopiero przez sklonowanie prosiat z tzw. ztozonym profi-
lem transgenicznym rekombinowanych immunoprotein powierzchniowych, jednym
z tego typu przykladow sa wihasnie wyniki doSwiadczen przeprowadzonych przez
Ramsoondara i wsp. (48). Wyprodukowanie $win kionalnych z semideficiencja genu
a-1,3-GT, a zatem heterozygotycznych osobnikéw transgenicznych ze znokautowa-
nym pojedynczym allelem locus GGTAI, nie wystarczy bowiem do zwigkszenia opor-
nosci na HAR w ksenogenicznych organach. Represja transkrypcyjna allelu genu
a-1,3-GT prawdopodobnie powinna by¢ dodatkowo wspomagana przez proces Kie-
rowanej za posrednictwem enzymu a-1,2-FT cztowieka inhibicji kompetycyjnej re-
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akcji biokatalizowanej przez druga pule czasteczek a-1,3-galaktozylotransferazy,
obecnych w komorkach narzadoéw transgenicznych prosigt klonalnych w wyniku
czynnej ekspresji nie zinaktywowanego technika rekombinacji homologicznej dru-
giego allelu genu a-1,3-GT. Hamowanie wspotzawodnicze a-l,3-galaktozylotransfe-
razy $wini przez rekombinowang a-l ,2-fukozylotransferaze ludzka prowadzi z kolei
do maskowania epitopéw a-Gal w nastepstwie konkurencyjnego przytgczania reszt
fukozy (inhibitora izosterycznego) do czasteczek substratu akceptorowego -
N-acetylolaktozoaminy (Gal-(3-1 ,4-GIctNAc-R) na powierzchni komoérek $rédbtonka
naczyniowego $wiri - potencjalnych dawcéw ksenotransplantow (29,48,49,51,53).

Doskonaty egzemplifikacjg sprzezenia tzw. pietrowej transgenezy i klonowania
somatycznego moze by¢ rowniez uzyskanie transformowanych genetycznie prosiat
klonalnych, urodzonych po transplantacji zarodkéw zrekonstruowanych z jader ho-
dowanych in vitro komorek fibroblastycznych, pochodzacych z bioptatow tkanki
skornej Swin, ktore wykazywaly tzw. ztozony profil transgeniczny w postaci induko-
walnej ekspresji gendéw kodujacych zaréwno: 1) ludzki czynnik przysSpieszajacy roz-
ktad konwertaz C3 (CD55/DAF) oraz 2) N-acetyloglukozoaminotransferaze 11l (GnT-111)
cztowieka (57). Rekombinowany ludzki enzym GnT-111 odpowiedzialny jest za prze-
modelowanie/rearanzacje biosyntezy powierzchniowych tancuchdw oligosacharydo-
wych, stanowigcych cze$¢ terminalng ksenogenicznych determinant antygenowych
a-Gal. Z kolei, ten ostatni proces biokatalityczny, w potaczeniu z hamowaniem ak-
tywnosci (cytotoksycznosci) kaskady enzymatycznej uktadu dopetniacza, moze pro-
wadzi¢ do zablokowania reakcji rekombinowanych glikolipidéw i glikoprotein po-
wierzchniowych z ludzkimi preformowanymi immunoglobulinami ksenoreaktywny-
mi z grupy anty-Gal, a tym samym opdZnienia reakcji nadostrego lub ostrego odrzu-
cania przeszczepow ksenogenicznych. Zjawisko to ttumaczy sie preferencyjnym
wigzaniem reszt N-acetyloglukozoaminy (petnigcych funkcje inhibitora izosterycz-
nego) z fancuchami cukrowcowymi epitopéw Gal-P-1,4-GIcNAc-R, w nastepstwie
procesu hamowania wspotzawodniczego czasteczek a-l,3-galaktozylotransferazy
Swini przez enzym GnT-111 cztowieka (50,51,57,58).

Perspektywa produkcji homozygotycznych swin klonalnych ze znokautowanym
genotypem a-l ,3-galaktozylotransferazy oraz dodatkowo z tzw. ,transgenicznym
ttem” a-l ,2-fukozylotransferazy cztowieka otwiera ogromne mozliwosci aplikacyjne
klonowania somatycznego i pietrowej transgenezy w medycynie i immunologii trans-
plantacyjnej. Jedng z drdg prowadzacych do osiggniecia tego celu bylo sklonowanie
ogotem 4 zmodyfikowanych genetycznie prosigt (loszek) z podwdjnym nokautem
(mutagenezg ukierunkowana) genu a-1,3-GT (59). jeden allel locus GGTAI zostat
unieczynniony technikg insercyjnej inaktywacji (sterowanego uszkodzenia eksono-
wej sekwencji nukleotydowej genu) w hodowanych in vitro komérkach somatycznych
$wini. Z kolei, supresje transkrypcyjng drugiego allelu uzyskano na drodze selektyw-
nej indukcji mutacji genowej/punktowej - transwersji T/G (zamiany zasady pirymi-
dynowej - tyminy na zasade purynowag - guanine) w obrebie drugiego nukleotydu
eksonu dziewigtego genu kodujgcego enzym a-1,3-GT. W przeciwienstwie do klono-
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wania somatycznego $win transgenicznych z semideficiencjg genu a-1 ,3-galaktozylo-
transferazy, ktére prowadzi jedynie do potowicznej eliminacji ksenogenicznych de-
terminant antygenowych a-Gal z bton cytoplazmatycznych komorek endotelialnych
naczyf krwionosnych, produkcja prosigt klonalnych z ukierunkowang inaktywacja
dwach alleli locus GGTAI ma na celu uzyskanie petnego fenotypu nuli w zakresie eks-
presji genu a-1,3-GT, a zatem catkowitego usuniecia epitopéw galaktozylo-a-1,3-ga-
laktozy z organizmu $wi - potencjalnych dawcow ksenotransplantow (48,59). Ten
kierunek badan biotechnologicznych w medycynie transplantacyjnej jest, jak sie wy-
daje, jedyng drogg znoszacg miedzygatunkowe bariery immunologiczne, limitujgce
zastosowanie sprzezonych technik klonowania somatycznego i transgenezy $wir na
szerokg skale w ksenotransplantologii narzaddw. Taka perspektywa otwiera réwniez
nowe mozliwosci dla produkcji $winskich bioreaktoréw syntetyzujacych w komér-
kach krwi lub dostarczajacych w osoczu krwi oraz w naturalnych (fizjologicznych)
wydzielinach i wydalinach ciata (np. mleko, plazma/osocze nasienia, mocz) ludzkie
biatka i hormony, w tym r6zne biofarmaceutyki (np. ludzka insuling, VIII i IX czynnik
krzepniecia krwi, ludzkg antytrombine 111, a-l-antytrypsyne i inne; [4,17,60]). Bezpo-
Srednie korzysci wykorzystania transgenicznych loch i knuréw, a takze samic i sam-
céw innych gatunkéw zwierzat gospodarskich do uzyskiwania rekombinowanych
biatek terapeutycznych cztowieka wynikaja z: 1) wysokiej wydajnosci produkcyjnej;
2) niskich kosztow wytwarzania w poréwnaniu z technologiami hodowli in vitro
transgenicznych komérek gruczotowych (komérkowych bioreaktoréw); 3) cytofizjo-
togicznej zdolnosci transformowanych genetycznie biatek obcogatunkowych, ktére
syntetyzowane sg w gruczotach mlekowych (wymionach) lub nerkach, do podlegania
szeregom kompleksowych posttranslacyjnych modyfikacji biochemicznych, np. gli-
kozylacji, fosforylacji, czy y-karboksylacji, pozwalajacych z jednej strony na utrzyma-
nie stosunkowo wysokiego poziomu aktywnosci centrow katalitycznych wielu re-
kombinowanych biatek enzymatycznych, a z drugiej - znacznie ulatwiajacych wie-
lokrotne pozyskiwanie (ekstrakcje) bioterapeutyku z takich ptyndw ustrojowych jak
mleko, siara czy mocz poprzez ostabienie jego powinowactwa do kompleksowych
(np. glikozylowanych) zwiazkéw chelatujgcych mleka lub moczu; 4) stopniowego
zwiekszania zaufania ludzi cierpigcych na szereg nieuleczalnych choréb genetycz-
nych poprzez eliminowanie biatkowych produktéw leczniczych wymagajacych izola-
cji z krwi cztowieka, ktéra moze by¢ Zzrédtem wietu niebezpiecznych patogendw ta-
kich jak wirus H1V czy wirus zakaznego zapalenia watroby typu C (38,58,61-63).

4. Swinia domowa jako transgeniczny bioreaktor rekombinowanej
hemoglobiny ludzkiej

Mozliwos¢ wykorzystania erytrocytow $Swin wykazujacych ekspresje genu ludz-

kiej hemoglobiny jako substytutu krwi ludzkiej jest réwniez bardzo atrakcyjnym
aspektem klonowania somatycznego $win, gtéwnie w zwiazku z ciggle zmniejsza-
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jaca sie liczbg dawcow krwi, a takze co jest bardzo znaczace, w zwigzku ze wzra-
stajagcym w ostatnich latach niebezpieczenstwem transmisji groznych infekcji wiru-
sowych indukowanych przez retrowirusy H1V i zakaznego zapalenia watroby typu C.
W 1992 r. uzyskano po raz pierwszy transgeniczne $winie, syntetyzujgce w czerwo-
nych ciatkach krwi ok. 9% rekombinowanej hemoglobiny ludzkiej (rhHb, ang. recom-
binant human hemoglobin) o zdolnosci utlenowania bardzo zblizonej do oksyhemo-
globiny (Hb(02)4) z krwi cztowieka (64). Zastosowano pie¢ réznych konstrukcji ge-
nowych, jednak w przypadku wszystkich wariantow do$wiadczalnych zarejestrowa-
no wystepowanie duzych réznic w ekspresji gendéw kodujacych czasteczki globin
cztowieka wsréd urodzonych prosiat. Jednakze, gen a-globiny charakteryzowat sie
wysokim poziomem transkrypcji w przeciwienstwie do minimalnego stopnia eks-
presji genu P-globiny. Realne mozliwosci efektywnej biosyntezy duzych ilosci hete-
rotetramerycznych czasteczek ksenogenicznej hemoglobiny A (wystepujacej we
krwi ludzi dorostych), ztozonych z dwdch tafncuchdw a- i dwdch taricuchéw P-globi-
ny (HaHp, ang. human a-l human “-globin chains) oraz z chelatowego kompleksu
hemu (zelazoprotoporfiryny) posiadajacego prawidtowy wykres krzywej rownowagi
tlenowej Hb(oz)a, byty zatem bardzo ograniczone w krwiobiegach transgenicznych
bioreaktoréw Swinskich. Dlatego tez z ekonomicznego punktu widzenia zmonitoro-
wany maksymalny poziom koncentracji ludzkiej Hb (okoto 9%) w ogdlnej puli hemo-
globiny transformowanych genetycznie $wiri okazat sie zupetnie nieoptacalny dla
przemystu biofarmaceutycznego. Oszacowano natomiast, ze gdyby udziat transge-
nicznej Hb w tozysku naczyniowym $win osiggnat co najmniej 39% w stosunku do
catkowitego stezenia tej chromoproteiny (hemoproteiny) w erytrocytach, zaist-
niatyby dopiero wystarczajgce warunki rentownosci jej produkcji (ekstrakcji/puryfi-
kacji) na szerokg skale techniczng. Nowy rozdziat w historii badarn nad uzyskiwa-
niem rekombinowanej hemoglobiny ludzkiej w zwierzecych bioreaktorach transge-
nicznych otworzyty dopiero wyniki eksperymentéw przeprowadzonych na $winiach
przez Sharme i wsp. (65). Przy wykorzystaniu konstruktu genetycznego nowej gene-
racji, ktory wprowadzono do genomu przedjadrzowego zygot swinskich uzyskano
znaczacy postep w zakresie efektywnosci ekspresji (transkrypcji) genu ludzkiej Hb
w organizmach $win. Potwierdzito to wysoki potencjat mozliwosci aplikacyjnych
tkwiacy w perspektywie komercyjnej produkcji tego terapeutycznego biatka hemo-
wego przez koncerny biotechnologiczne. Struktura wymienionej konstrukcji geno-
wej obejmowata sekwencje regulatorowg ludzkiego intronowego regionu kontrol-
nego locus allelu p-globiny (P-LCR, ang. "-locus control region), zawierajgcg cztery cha-
rakterystyczne miejsca superwrazliwe na DNA-aze 1, sprzezong z ludzkimi genami
a- i 8-globiny oraz ze zhybrydyzowanymi eksonowymi sekwencjami chimerowego
(Swinsko-ludzkiego) genu konstytucji p-globiny. Gen 8-globiny wiaczony byt do kon-
struktu w celu poprawy regulacji transkrypcji genu P-globiny w bardzo wczesnych
etapach rozwoju ontogenetycznego. W doswiadczeniach przeprowadzonych przez
Swansona i wsp. (64) wykazano bowiem, ze nieprawidtowa ekspresja genu kodu-
jacego tancuch p-globiny ludzkiej Hb w przedimplantacyjnej fazie embriogenezy
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daje efekt letalny lub semiletalny w rozwoju ptodowym. Wydajnos$¢ produkcji trans-
genicznych prosiat posiadajacych prawidtowo zintegrowany w genomie jadrowym
konstrukt egzogennego DNA wyniosta az okoto 5,5% w stosunku do catkowitej licz-
by uzyskanego potomstwa. Ponadto w erytroblastach (normoblastach) urodzonych
prosiat zaobserwowano maksymalng dodatnig korelacje miedzy integracja transge-
nu a jego ekspresjg w dojrzatych, bezjadrzastych krwinkach czerwonych. U siedmiu
sposréd o$miu transformowanych genetycznie $win rekombinowana hemoglobina
ludzka (HaH(3) stanowita od 5 do 24% catkowitego poziomu koncentracji Hb obec-
nej w erytrocytach. Z kotei u jednego osobnika transgenicznego tudzka hemoglobi-
na osiggneta niezwykle wysokie stezenie (32 g/L osocza krwi), co stanowito okoto
24% ogolnej liczby czgsteczek Hb w krwiobiegu, a hybrydowy tzn. ludzko-$winski
wariant Hb (HaP(3, ang. human a- /porcine “-globin chains) wahat sie na poziomie
okoto 30 g/L osocza krwi, przy udziale rzedu 30% w stosunku do catkowitego pozio-
mu tego biatka w czerwonych ciatkach krwi. Koncentracja rekombinowanej hemo-
globiny tzw. profilu transgenicznego w organizmie $winskiego bioreaktora wynio-
sta zatem az 54% ogOtnej puli tej hemoproteiny w tozysku naczyniowym. Ponadto
u scharakteryzowanej lochy - zatozycielki transgenicznych rodéw zwierzat - za-
obserwowano transmisje konstruktu genetycznego do linii komdrek piciowych
i zdolno$¢ do przekazywania fenotypowo potwierdzonej (niemozaikowej) ekspresji
transgendéw do genomu pokolenia potomnego. U pieciu sztuk prosiat z liczacego
12 osobnikdéw miotu uzyskanego od tej lochy transgeniczny profil ekspresji ludzkiej
hemoglobiny utrzymywat sie na takim samym poziomie jak u matki (65). Z obserwa-
cji procesow fizjologicznych organizmu $win najistotniejsze bylo to, ze populacja
transgenicznych loch i knuréw posiadajacych ponad 50% ksenogenicznej (obcoga-
tunkowej) Hb byta catkowicie zdrowa.

5. Ocena ryzyka pasazowalnych infekcji wirusowych w uktadzie
heterologicznym: transgeniczna $winia-cztowiek

Potencjalnym zagrozeniem dla pokonania miedzygatunkowej bariery immunolo-
gicznej w transplantacji organow, a takze przeszkoda w stosowaniu biatek terapeu-
tycznych wyizolowanych z organizméw $win transgenicznych moze by¢ niebezpie-
czenstwo przeniesienia i reaktywacji endogennych retrowirusow $win (PERVS, ang.
porcine endogenous retroviruses) i/lub czastek (wiriondéw) cytomegalowirusa Swinskie-
go (PCMV) do ludzkiego ustroju (66,67). Intensywnos$¢ reinfekcji/reaktywacji latent-
nych form obcogatunkowego wirusa w duzym stopniu zalezy od rodzaju zastosowa-
nego leczenia immunosupresyjnego biorcy ksenogenicznego przeszczepu/-6w. Ry-
zyko transmisji tych endowirusow mozna wyeliminowac réwniez na drodze ukie-
runkowanej transgenezy, ograniczajacej szanse na ich uaktywnienie sie¢ w organi-
zmie biorcy (tj. zréznicowanie/progresje wiremii latentnej w stadium aktywnego za-
kazenia wirusowego). W czasie genetycznej modyfikacji catego organizmu badZ po-
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szczegOlnych tkanek lub komoérek dawcy przeszczepu mozna réwnocze$nie trans-
formowac genetycznie retrowirusy. To z kolei moze sie przyczyni¢ do ich preacap-
tacji do nowych warunkéw i pozostania nadal w formie latentnej po przeszczepie-
niu organu, lub do ich inaktywacji/atenuacji, a nawet catkowitego usuniecia na dro-
dze nokautowania docelowych genéw wiruséw, np. genu odwrotnej transkryptazy,
majacej rownoczesnie aktywnos¢ integrazy DNA, czyli enzymu katalizujgcego inte-
gracje materiatu genetycznego wiruséw z genomem jagdrowym komérek gospoda-
rza, bedgcego w tym przypadku biorcg ksenotransplantu (66,68).

6. Udziat Instytutu Zootechniki w Balicach w rozwoju badan
nad klonowaniem somatycznym i transgeneza $win

w Dziale Biotechnologii Rozrodu Zwierzat Instytutu Zootechniki w Balicach pro-
wadzone sa obecnie intensywne badania nad klonowaniem somatycznym $win z wy-
korzystaniem hodowanych in vitro linii komorek fibroblastycznych, ktére wyprowa-
dzono z bioptatéw tkanki skdrnej ucha transgenicznego knura TG-1154, wykazu-
jacego ogolnoustrojowa ekspresje genu ludzkiej a-1 ,2-fukozylotransferazy (H-trans-
ferazy). Kolejny kierunek badan z zakresu transgenezy i klonowania somatycznego
w Dziale Biotechnologii Rozrodu Zwierzat Instytutu Zootechniki w Balicach dotyczy
z kolei okreslenia kompetencji rozwojowych in vitro $winskich zarodkéw transge-
nicznych pochodzenia klonalnego w zaleznosci od zastosowania réznych procedur
sztucznej aktywacji rekonstruowanych hybryd jgdrowo-cytoplazmatycznych. Posred-
nim markerem selekcyjnym postaktywacyjnego potencjatu przezywalnosci oraz ak-
tywnosci podziatowej transformowanych genetycznie zarodkéw klonalnych jest de-
tekcja zielonej bioluminescencji ich blastomeréw, bedaca wynikiem catkowitego
lub mozaikowego wzorca ekspresji transgenu reporterowego biatka intensyv/nej
zieleni fluorescencyjnej (eGFP), trwale zintegrowanego z ulegajagcym epigenetyczne-
mu przeprogramowaniu genomem jadrowym komorki somatycznej. Zachowanie
przez sklonowane zarodki Swinskie zdolnosci do emisji zielonej fluorescencji o wy-
sokim natezeniu po zainicjowaniu aktywnosci transkrypcyjnej wiasnego genomu
w péznym stadium 4-komdrkowym moze by¢ réwniez wyznacznikiem prawidtowe-
go przemodelowania konformacji przestrzennej somatycznej chromatyny jadrowej
z wbudowanym egzogennym konstruktem zawierajagcym cDNA biatka eGFP. Nasile-
nie epigenetycznych modyfikacji somatycznego materiatu genetycznego w postaci
wzrostu stopnia demetylacji reszt cytozyny DNA oraz zaawansowanych procesow
acetylacji reszt lizyny gtéwnie histonéw Fl4 mogtoby $wiadczy¢ o whasciwym prze-
biegu rearanzacji chromatyny réwniez w miejscu integracji transgenu eGFP. Konse-
kwencja tego moze by¢ z kolei brak zaburzen w przeprogramowaniu samego kon-
struktu genetycznego bedacego nosnikiem alleli kodujgcych te fluorygeniczng prote-
ine, w nastepstwie inhibicji represji nukleosomowej przez wielokompleksowe biatka
z rodziny brahma (m.in. biatka BRGI oraz BRM, homologiczne z czynnikami biatko-
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wymi drozdzy Saccharomyces cerevisiae z grupy SWI2/SNF2, ang. switch of mating
type/sucrose non-fermenting). Te zalezne od ATP wielopodjednostkowe kompleksy
biatkowe sg odpowiedzialne za przebudowe chromatyny somatycznej (zmiany w to-
pologii DNA) najpierw w mikrosrodowisku cytoplazmatycznym oocytu-biorcy jadra,
a nastepnie w cytozolu blastomeréw zarodkéw znajdujacych sie w kolejnych sta-
diach rozwojowych przedimplantacyjnej fazy embriogenezy.

Wykorzystywane w procedurze klonowania somatycznego, hodowane in vitro li-
nie komorek somatycznych (fibroblastycznych), poddawane sg uprzednio transfor-
macji genetycznej (w stanie subkonfluencji) przy wykorzystaniu konstrukcji ge-
nowej pWAPhGH-GFPBsd, zawierajacej: 1) gen hormonu wzrostu cztowieka (hGFI)
pod kontrolg promotora genu kwasnej serwatki mleka szczura (rWAP), 2) reportero-
wy gen biatka intensywnej zieleni fluorescencyjnej kragzkoptawa (meduzy) Aequorea
victoria (eGFP, marker selekcyjny; [69]) oraz 3) gen deaminazy blastycydyny S (mar-
ker selekcyjny). W doswiadczeniach nad uzyskiwaniem transgenicznych linii klonal-
nych komérek fibroblastycznych stosowane sg nastepujgce metody transfekcji
0 roznych parametrach fizykochemicznych: 1) lipofekcja oraz 2) nukleofekcja/nukle-
oporacja (kombinacja lipofekcji z elektroporacjg, umozliwiajaca za posrednictwem
nosnikow liposomowych, transdukcje konstrukcji genowej bezposrednio do jadra
komorki somatycznej). Transfekowane linie komoérkowe poddawane sg selekcji po-
zytywnej w pozywce z dodatkiem blastycydyny S, w celu weryfikacji efektywnosci
transgenezy. Wyselekcjonowane linie komdrek somatycznych z kilku réznych pasa-
zy analizowane sg w mikroskopie epifluorescencyjnym pod katem detekcji ekspresji
transgenicznego biatka eGFP. Nastepnie, prowadzone sg eksperymenty nad uzyski-
waniem zarodkéw $wini technikg klonowania somatycznego, z wykorzystaniem
dwaoch typow transgenicznych (konfluentnych) komorek: fibroblastéw ptodowych
lub fibroblastow tkanki skdrnej dorostych osobnikéw (loszek lub loch), jako zrodia
dawcdw jader komorkowych. Transgeniczne zarodki klonalne hodowane sg in vitro
do stadium moruli/blastocysty, a uzyskane morule i blastocysty poddawane sg przy-
zyciowej diagnostyce fluorescencyjnej w kierunku detekcji poziomu ekspresji re-
porterowego genu eGFP. Reasumujac, z przeprowadzonych badan wynika, ze efek-
tywnos¢ transfekcji hodowanych in vitro komorek fibroblastycznych $wini oceniana
przyzyciowo (fluorescencyjnie) na bazie indeksu ekspresji ksenogenicznego genu
reporterowego eGFP wynosi blisko 100%. Technika nukleofekcji, w poréwnaniu do
standardowych metod transfekcji in vitro komorek somatycznych (lipofekcja, elek-
troporacja), pozwala na znaczne skrécenie czasu weryfikacji efektywnosci transge-
nezy poprzez przyzyciowg kontrole ekspresji reporterowego genu eGFP z 24-48 go-
dzin do nawet 4-6 godzin po zakonczeniu zabiegu transfekcji. Zarodki klonalne $wi-
ni rekonstruowane z jader transgenicznych fibroblastow ptodowych wykazuja wyz-
szg aktywno$¢ podziatows (83,7% vs. 65,8%) oraz kompetencje rozwojowe in vitro do
stadium blastocysty (22,5% vs. 17,7%) niz zarodki rekonstruowane z jgder transge-
nicznych fibroblastéw tkanki skornej dorostych osobnikéw. W uzyskanych morulach
| blastocystach klonalnych swini stwierdza sie blisko 100% indeks ekspresji reporte-
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rowego transgenu eGFP na podstawie przyzyciowej diagnostyki poziomu emisji zie-
lonej chemiluminescenciji.

7. Podsumowanie

Na obecnym etapie badan, techniczne mozliwosci klonowania somatycznego
$win i innych gatunkow ssakéw sg ogromne, lecz wyprzedzity one znacznie zrozu-
mienie biologicznych uwarunkowan, a w szczegolnosci aspektow molekularnych tej
metody. Mimo to podstawy biologiczne, jakie zostaty stworzone w zakresie gene-
tycznej inzynierii embrionatnej, zwlaszcza w ciggu ostatnich kilkunastu lat, umozli-
wity opracowanie kompleksowej technologii wspomaganego rozrodu zwierzat z wy-
korzystaniem procedury transplantacji jader komoérek somatycznych, ktéra moze
spetnia¢ w wielu przypadkach warunki dla jej zastosowania do realizacji ograniczo-
nych celéw praktycznych, a wérdd nich warunek stosunkowo wysokiej efektywnosci
(3,9,40,56,70,71). W przysztosci pozwoli on niewatpliwie na wykorzystanie techniki
klonowania somatycznego do multiplikacji identycznych genetycznie osobnikdéw,
szczegoOlnie tych o wybitnych, wysokoodziedziczonych cechach warto$ci hodowla-
nej (genetycznej) i uzytkowej, co przyczynié sie moze do skrocenia odstepu miedzy-
pokoleniowego i przy$pieszenia tempa osiggania postepu hodowlanego. Najwiek-
sze jednak oczekiwania zwigzane sg z praktyczng aplikacjg techniki transplantacji
jader komérek somatycznych, transformowanych genetycznie na poziomie hodowli
in vitro, jako alternatywnej metody uzyskiwania transgenicznych zwierzat gospodar-
skich w stosunku do mikroiniekcji egzogennych konstruktéw genetycznych do przed-
jadrzy zygot. Klonowanie somatyczne moze byc¢ takze efektywnym sposobem multi-
plikacji juz wyprodukowanych osobnikéw transgenicznych (16,30,33,70,71).

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