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1. Wprowadzenie

senotransplantacje sa obiektem rosngcego zainteresowania. O rozwoju

badcin z tego zakresu $wiadczyé moze zasobnos¢ naukowych baz danych

(np. w bazie MEDLINE znajdujg sie juz 1453 artykuly na temat ksenotran-
splantacji serca, maj 1998 r.). Natomiast o aktualnosci zagadnienia $wiadcza
ukazujace sie opracowania ekspertow (1-3), a takze opinie zamieszczane
w Swiatowych czasopismach i w publikacjach prasowych (4-8).

Ksenotransplantacje uwazane sg jako jedno z najbardziej interesujacych
i zarazem kontrowersyjnych zagadnien cywilizacyjnych. Przewodnim moty-
wem jednego z numerow ,,Nature” (391, 6665, 22 styczen 1998) jest biegnaca
W uprzezy Swinia (zapewne z genetycznie zmodyfikowanymi narzgdami we-
wnetrznymi), kierowana przez cztowieka (zapewne biotechnologa) i przestanie:
Xenotransplant hopes and fears (,,Ksenoprzeszczep nadzieje i obawy”).

Wspobiczesne badania genetyczne coraz bardziej absorbujg uwage os$rod-

kéw zainteresowanych wprowadzaniem na rynek wytwordw inzynierii gene-
tycznej i biotechnologii. Serce genetycznie zmienionych $swin jako substytut
serca ludzkiego jest szczeg6lnym polem, gdzie z informacjami o najnowszych
zdobyczach naukowych splatajg sie elementy rozwazan i spekulacji nad przy-
sztoscig ksenoprzeszczepow w medycynie klinicznej. Wielu naukowcow-ekspe-
rymentatoréw pracuje dla firm biotechnologicznych, dlatego w publikacjach
dotyczacych praktycznych zastosowan ich wytworéw rynkowych wystepowac
moga tendencje do promocji wiasnych osiggnie¢ i zamierzen.
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Celem artykutu jest przedstawienie skali zapotrzebowania na ksenogeni-
ezne przeszezepy serea u ludzi, oméwienie gtdbwnych kierunkéw badan mo-
gacych doprowadzi¢ do skutecznego zastosowania serca transgenicznych $win
w klinicznej transplantologii cztowieka, zaprezentowanie dotychczasowych do-
konan w tej dziedzinie, oraz przedstawienie zagadnienia tzw. poziomego tran-
sferu gendéw miedzy genomem ludzi i genomem $wini domowej.

2. Serce jako przeszczep

Serce od stuleci traktowano jako narzad szczeg6lny i niezastgpiony. O ile
nie kwestionuje sie pogladu, ze serce jest szczeg6lne (jest tylko jedno), to
teza o jego niezastepowalnosci juz dawno zostata praktycznie podwazona.
Z punktu widzenia kryteridw kardiochirurgicznych oraz aktualnego stanu
zaawansowania techniki medycznej, przeszczepianie serca mozna uzna¢ za
zabieg rutynowy. Serce i ptuca spetniajg w organizmie gtéwnie mechaniczne
zadania, nie petnigc powazniejszych funkcji metabolicznych. Z tego punktu
widzenia sa dogodnymi narzgdami jako ksenoprzeszczepy (nie trzeba prze-
budowywac ich metabolizmu, a tylko uchronic je przed odrzutem).

Za najpowazniejsze problemy ograniczajgce rozwiniecie na szeroka skale
programéw allogenicznych przeszczepéw serca ludzkiego uznaje sie:

— pozyskanie odpowiednio duzej liczby narzadéw do transplantacji,

— optymalne dobranie dawcy i biorcy pod wzgledem cech zgodnosci tkan-
kowej, oraz

— opracowanie skutecznych metod zabezpieczenia serca przed odrzuce-
niem (przy jednoczesnym zachowaniu w miare normalnych mechanizméw
immunologicznych u biorcy).

»Popyt” i ,,podaz” w zakresie przeszczepiania serca ludzkiego sg w wysokim
stopniu niezrownowazone. W USA, gdzie programy allogenicznych przeszczepow
serca realizuje sie juz od szeregu lat i gdzie od dawna wprowadzono w tym
zakresie szczeg6towe procedury legislacyjne, zbilansowanie potrzeb i mozliwosci
ksztattuje sie nastepujaco (9). Rocznie okoto 40 000 - 60 000 pacjentéw mo-
gtoby skorzystaé z przeszczepu serca. Biorgc pod uwage tzw. Kiyteria Smierci
mozgowej potencjalnych dawcéw (co jest nieodzownym warunkiem pozyskania
narzadu do przeszczepienia), do dyspozycji transplantologéw moze by¢ najwyzej
10 000 serc rocznie. Deficyt narzadéw allogenicznych jest zatem ogromny.

Tendencje w zakresie duzego zapotrzebowania na przeszczepy i matych
mozliwosci ich zaspokojenia sg regutg na catym Swlecie. Poszukuje sie zatem
rozwigzan problemu duzego deficytu narzgdéw m.in. poprzez wprowadzenie
,»Czesci zamiennych”, pozyskiwanych od zwierzat (10).

3. Tkanki zwierzece w medycynie ludzkiej

Tkanki zwierzece od szeregu lat wykorzyst}rwano do potrzeb medycznych.
Powiezi¢, rozciegna i kosci bydlece stosuje sie w ortopedii jako przeszczepy
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biostatyczne, zastawki $wiriskie znalazty zastosowanie w kardiochirurgii, kat-
gut (produkowany z pods$luzéwki jelit baranich) od lat stosuje sie do szycia
ran itd. Rowniez preparaty lecznicze dla ludzi takie jak insulina czy czynnik
VI krzepniecia krwi pozyskiwano kiedy$ z trzustek i krwi Swin.

Pierwsza probe ksenotransplantacji serca podjeto w USA w 1964 r. (cyt.
za 2). Serce maftego szympansa przeszczepione cziowiekowi przestato fun-
kcjonowa¢ po dwdch godzinach. Natomiast pierwszg probe przeszczepienia
cztowiekowi serca $winskiego podjeto w Zjednoczonym Krolestwie w 1968 r.
Zaimplantowano pacjentowi serce Swinskie nie usuwajgc serca chorego (taki
sposéb postepowania z narzadem, tzn, wszczepienie go w miejsce, gdzie nor-
malnie nie rozwija sie, okresla sie mianem przeszczepu heterotopowego). Ser-
ce Swinskie zostalo natychmiast odrzucone w wyniku nadostrej reakcji
immunotogicznej (ang. hyperacute rejection) — (cyt. za 2).

3.1. ,Polski slad” w problematyce przeszczepow ksenogenicznych
Swinia 7 cztowiek

W 1991 r. prof. Religa ze swym zespotem dokonat w Polsce drugiej na
Swiecie proby przeszczepienia cztowiekowi serca Swinskiego (11). Przypadek
ten odnotowywany jest jako przyklad niekonwencjonalnego podejscia immu-
nologicznego i kardiochirurgicznego (12). W miejsce usunietego serca chorego
cierpigcego na zesp&t Marfana, wszczepiono serce $Swinskie (byt to zatem
przeszczep ortotopowy). Przed wykonaniem wiasciwego przeszczepienia, do
krwiobiegu pacjenta podtaczono dwa inne serca swinskie dla wychwycenia
z krazenia naturalnych przeciwciat ukierunkowanych na antygen (epitop
tkankowy) Gal obecny na $winskich glikoproteinach i glikolipidach. Serce
$winskie okazato sie niedostatecznie wydolne aby sprosta¢ wymogom kraze-
nia, pacjent przezyt 24 godziny. Mimo ktinicznego niepowodzenia, pozytyw-
nym faktem eksperymentu byt brak oznak immunologicznego procesu na-
dostrego odrzucania narzadu. Uzyskano w ten spos6b bezposredni dowod
na znaczenie przeciwcial anty-Gal dla loséw ksenogenicznego serca $win-
skiego w organizmie cztowieka. Stato sie to inspiracjg do datszych poszuki-
wan metod wyeliminowania wpltywu na przeszczep naturalnych przeciwciat
anty-Gal odpowiedzialnych za uruchamianie nadostrego procesu immunolo-
gicznego odrzucania narzadu. )

Dotychczasowe proby w zakresie ksenoprzeszczepéw Swinia  cztowiek
byly przedsiewzieciami realizowanymi w szczegblnych okolicznosciach tzn.
po wyczerpaniu wszystkich dostepnych mozliwosci ratowania zycia chorych.
W kazuistyce medycznej skumulowano juz duza liczbe podobnych przykia-
dow. Z tego punktu widzenia, dotychczasowe proby ksenoprzeszczepu serca
Swinia  cztowiek nie byly szczeg6lnym ewenementem.

Istotng kontrowesjg dzielgcg srodowiska naukowcow-eksperymentatoréw,
klinicystow, biologéw, genetykow itd. jest odpowiedZ na pytanie, czy aktualny
stan wiedzy nad przetamywaniem przeszkod wystepujacych przy kseno-
transplantacjach Swinia  czlowiek jest wystarczajgcy do przeniesienia ba-
dan na poziom prob Klinicznych.
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4. Gatunki zwierzqt ,,perspektywiczne”
w ksenotransplantacjach

Zz puntu widzenia podobienstw anatomicznych z cztowiekiem, najbardziej
odpowiednim do przeszczepienia cztowiekowi jest serce swin, kanguréw i na-
czelnych (szympansy, pawiany, gibony i orangutany). W zakresie uktadu ser-
cowo-naczyniowego szczegolnie wiele podobienstw z cztowiekiem wykazuje
Swinia domowa.

Narzady ksenogeniczne dzieli sie na przeszczepy concordant i przeszczepy
discordant. Kryterium tego podziatu jest obecno$¢ w krazeniu cziowieka na-
turalnych przeciwciat przeciw obcogatunkowym tkankom (zagadnienie natu-
ralnych przeciwcial oméwiono juz w ,,Biotechnologii” 1/98). Na przykiad prze-
szczepami concordant sg dla cztowieka narzady pawiandw i szympansow po-
niewaz u Homo sapiens nie wystepujg naturalne ksenoreaktywne przeciw-
ciala przeciw antygenom tych gatunkéw. W obrebie przeszczepdw concordant
wystepuje duza zmienno$¢ w zakresie ich tolerowania przez czlowieka. Na
przykiad szympansy sa bardziej ,,podobne” z tkankami ludzkimi niz pawiany.
W zakresie przeszczepow concordant najdtuzszy czas przezycia odnotowano
po przeszczepieniu dwutygodniowemu ludzkiemu noworodkowi (znanemu
w pismiennictwie naukowym jako Baby Fae) serca pawiana, ktére po trzech
tygodniach zostato zniszczone w wyniku reakcji immunologicznej (cyt za 13).

Po podigczeniu narzadu do krwiobiegu biorcy, proces odrzucania prze-
szczepOw discordant rozpoczyna sie juz po kilku sekundach (fub minutach).
Glownym elementem tego procesu jest uruchomienie kaskady enzymatycznej
dopetniacza, a bezposSrednim impulsem jest powstawanie komplekséw immu-
nologicznych antygen-przeciwciato (naturalne przeciwciata anty-Gat obecne
w krazeniu cztowieka wiazg sie z epitopami antygenowymi obecnymi w tkan-
kach przeszczepionego narzgdu). Skumulowano juz bogatg wiedze na temat
przebiegu tych proceséw, pochodzaca z obserwacji izolowanych narzadow
Swinskich poddawanych perfuzji krwig ludzka. Tak na przykiad juz po 30
minutach perfuzji ptuc $winskich krwig ludzka dochodzi do silnego wzrostu
ci$nienia wewnatrzptucnego, rozedmy, zakrzepdw i krwotokéw, a po okoto
115 minutach nastepuje niemal catkowite zniszczenie narzadu (14). Jedno-
cze$nie w okresie tym nastepuje silne obnizanie poziomu krazacych we krwi
przeciwciat anty-Gat (co $wiadczy, ze wigza sie one ze $winskim antygenem
Gat w tkance ptuc), obniza sie aktywnos$¢ dopetniacza (co oznacza, iz zuzy-
wane sg jego skiadniki na skutek uruchomienia kaskady enzymatycznej)
oraz nastepuje szybkie zuzywanie czynnikéw krzepniecia krwi. Stan ten jest
typowym obrazem nadostrego odrzucania przeszczepu, ktéry juz po okoto
150 minutach perfuzji wykazuje catkowitg i nieodwracalng utrate swych fun-
kcji. W podobnych doswiadczeniach Piersona i wsp. (15) zniszczenie ptuc
$winskich nastepowato po 45 minutach (Srednio po 20 min).
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5. Przeciwdziatanie odrzucaniu przeszczepéw

Proces immunologicznego odrzucania przeszczepu ma swag gradacje, co
uzaleznione jest od roznorodnych czynnikow, m.in. od rodzaju przeszczepu
(allogeniczny czy ksenogeniczny), stopnia antygenowego podobieristwa biorcy
i dawcy, rodzaju prewencji immunosupresorowej, itd. Najgwattowniejszg z form
jest wspomniane nadostre odrzucenie (hyperacute rejection). Jesli ominie sie
ten prég, przeszczep jest narazony na szybkie odrzucenie w formie okreslanej
jako ostry odrzut naczyniowy (acute vascular rejection). Mechanizm ten wigze
sie z dezintegracja krazenia w przeszczepie. Dochodzi tu do aktywacji $rod-
btonka naczyniowego w przeszczepie, a nastepnie do tzw. prokoagulacji prze-
radzajacej sie w skrzep.

W ciggu kilku tygodni lub miesiecy problemem stajg sie inne mechanizmy
immunologiczne okreslane mianem ostrego odrzutu komdérkowego (acute cel-
lular rejection). Wreszcie, w ciggu wielu miesiecy, (a nawet wielu lat) nawet
stosunkowo dobrze dopasowany przeszczep allogeniczny chroniony immu-
nosupresorami podlega chronicznej fazie odrzutu (chronic rejection). ,,Walka”
uktadu immunologicznego z obcg tkanka praktycznie nie kohczy sie. Czas
przezycia narzadu oraz szybkos$¢ narastania zmian miazdzycowych bedacych
klinicznym rezultatem procesu chronicznego odrzutu jest kwestig czasu.

W informacjach tych odzwierciedlona jest skala problemdéw wystepujacych
nawet przy przeszczepach wymienianych miedzy osobnikami tego samego ga-
tunku. Natomiast w zakresie przeszczepdw ksenogenicznych Swinia /™ cztowiek
prowadzone sa badania majgce na celu pokonanie progu nadostrego odrzutu.
Liczba probleméw pozostajacych do rozwigzania jest zatem olbrzymia.

Gtowng przeszkodg genetyczng uniemozliwiajgcg skuteczne przeszczepia-
nie tkanek jest gtéwny kompleks zgodnosci tkankowej (MHC) kontrolujacy
m.in. osobnicze cechy somatyczne okreslane jako antygeny transplantacyjne.
Mechanizmy funkcjonowania nadzoru immunologicznego i podstawowe zna-
czenie w tych procesach produktow gtdwnego kompleksu zgodnosci tkanko-
wej dyskutowane jest w wielu artykutach, m.in. w najnowszych opracowa-
niach Zinkemagela oraz Doherty (16,17) — laureatéw Nagrody Nobla w dzie-
dzinie fizjologii i medycyny.

Zmienno$¢ ludzi i innych ssakéw w zakresie cech MHC jest olbrzymia.
Poza przypadkami bliznigt jednojajowych i sporadycznymi przypadkami wy-
stgpienia trwalej tolerancji immunologicznej (przypadki takie wystepujg u bydta
u wiekszosci bliznigt dwujajowych), nie jest mozliwe znalezienie dawcy i bior-
cy o identycznej formule antygenowej (zagadnienia te omoéwiono w ,,Biotech-
nologii” 1/98). Natomiast zbiezno$ci miedzy cztowiekiem i zwierzetami w for-
mule antygendw transplantacyjnych nie istniejg i jakiekolwiek préby badaw-
czych poszukiwan w tym zakresie bytyby bezcelowe. Powodzenie ksenotran-
splantacji nalezy wigza¢ wytgcznie z ,,niegenetycznymi” mozliwosciami prze-
ciwdziatania odrzucaniu przeszczepu lub z przebudowaniem genomu zwierzat
w zakresie elementow decydujgcych o nadostrym odrzucaniu tkanki.

»Niegenetyczne” sposoby przeciwdziatania odrzucaniu przeszczep6w prezen-
towane sg w wielu artykutach. Wymienia sie tu: stosowanie immunosupreso-
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Szlak klasyczny

Rys. 1. Szlaki aktywacji kaskady enzymatycznej dopetniacza oraz miejsca oddziatywania re-
gulatoréw (wg Dorling (21)).

row (18) unieczynnianie kaskady enzymatycznej dopetniacza przez jad wezy
{cobra venomfactor) — (19), usuwanie z organizmu biorcy ksenoreaktywnych
przeciwciat przez immunoadsorpcje lub antyidiotypowe przeciwciata monokio-
nalne (20,21), indukowanie u biorcy tolerancji immunologicznej na przeszczep
(22,23) itd. We wszystkich Avymienionych dziedzinach dokonano ogromnego
postepu. Jednak w praktyce klinicznej zwigzanej z przeszczepami serca sto-
sowana jest gtdwnie terapia/prewencja immunosupresorowa (12).

6.inzynieria genetyczna nadziejg na dokonywanie
skutecznych ksenotransplantacji

6.1. Unieczynnienie (nokaut) genu al,3GT

W krazeniu kazdego cziowieka wystepuja naturalne antyswiriskie prze-
ciwciata (gtdwnie klasy IgM) rozpoznajace i wigzace sie do Swinskiego anty-
genu tkankowego Gal. Mechanizm, a zwiaszcza symptomy nadostrego od-
rzucania przeszczepu sg dobrze rozpoznane. Aktywowanie kaskady enzyma-
tycznej dopetniacza tzw. szlakiem klasycznym jest uzaleznione od powsta-
wania kompleksu antygen-przeciwciato. Jesli nie ma struktury docelowej (anty-
genu Gal) dla przeciwciat anty-Gal, szybko$¢ aktywacji tej kaskady i znisz-
czenie przeszczepu w krotkim czasie po wykonaniu ksenotransplantacji po-
winno zosta¢ opo6znione z uwagi na opdznione sformowanie sie wspomnia-
nych komplekséw immunologicznych.

Dopetniacz to zestaw ponad dwudziestu biatek enzymatycznych wystepu-
jacych w nieaktywnej formie w surowicy krwi ssakéw. Na rysunku 1 przed-
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stawiono schemat funkcjonowania tego waznego mechanizmu biologicznego.
Zaktywowanie pierwszego skiadnika, co ma miejsce w sytuacji sformowania
sie na komdrce kompleksu antygen-przeciwciato, prowadzi do aktywacji na-
stepnego skiadnika, to z kolei aktywuje dalszy skiadnik itd. Korficowym ele-
mentem kaskady jest utworzenie kompleksu MAC [membrane attack complex]
niszczacego btone komoérkowa. Kaskade dopetniacza mozna poréwnac¢ do swoi-
stego domina enzymatycznego konczacego sie zniszczeniem komdrek i catego
przeszczepu. Aktywowanie dopetniacza w reakcjach immunologicznych na-
stepowac¢ moze takze w innych sytuacjach, niezaleznych od uprzedniego utwo-
rzenia sie kompleksu antygen przeciwciato (jest to tzw. alternatywny szlak
aktywacji). )

W zagadnieniu przeszczep6w ksenogenicznych Swinia /™ cztowiek obiektem
zainteresowania jest gen za posrednictwem ktorego (poprzez enzym a-1,3-
galactosyltransferaze) tworzony jest w organizmie wspomniany antygen tkan-
kowy Gal. Gdyby udato sie unieczynni¢ ten gen (oznaczany jest on jako GalT
tub al,3GT), teoretycznie moztiwe bytoby uzyskanie Swin bez antygenu Gal.

Gen al,3GT sklonowana u myszy, bydta, swin oraz matp ,,Nowego Swiata”
[New World monkey). Natomiast w genomie cztowieka wykazano obecnos$¢
trzech pseudogendéw, fecz brak funkcjonatnego genu al,3GT (cyt. za 24).
Mozna przyjac, ze Natura dokonata u gatunku Homo sapiens swoistego no-
kautu genu al,3GT, dzieki czemu mozliwe jest wystepowanie u cztowieka
naturainych przeciwciat anty-Gal.

Myszy ze znokautowanym genem al,3GT uzyskano juz w 1996 r. (25)
modyfikujgc genom pierwotnych komoérek zarodkowych hodowanych in vitro.
Dokonano tego metodg homologicznej rekombinacji wprowadzajgc gen opor-
nosci na neomycyne (neo”) do eksonu nr 9 genu al,3GT kodujgcego kata-
lityczna domene enzymu a-l,3-galactosyltransferazy. Osobniki ze znokauto-
wanym genem GalT byty zdolne do zycia i rozmnazania. Przy kojarzeniach
osobnikéw heterozygotycznych, posiadajacych jedng znokautowang kopie
omawianego genu (genotyp GalT+/') zaobserwowano statystycznie wysoko
istotne odchylenia od spodziewanej proporcji genotypow 1:2:1. Na 227 osob-
nikow urodzonych z takich kojarzen az 76 miato genotyp normalny GalT"/?,
tylko 97 myszy mialo genotyp GatT*"/", a u 54 osobnikow wystapit genotyp
GalT'/" (spodziewane wartosci wynosity odpowiednio: 56,75, 113,5 i 56,75).
Rezultaty wskazuja na obecno$¢ w okresie prenatalnym presji selekcyjnej
przeciw genotypowi GalT”/*. U wszystkich myszy posiadajacych obydwie zno-
kautowane kopie genu 1,3-galactosyltransferazy (genotyp GalT'/") rozwijala
sie w 4-6 tygodniu zycia zacma (cortical cataracts) prowadzaca do Slepoty.

Z punktu widzenia ksenotransplantacji najistotniejszy byl fakt, ze komorki
myszy z unieczynnionym genem al,3GT wykazywaty 0 60% mniejszg zdolnos¢
wigzania ludzkich przeciwciat anty-Gat. Unieczynniajgc gen al,3GT u dawcy
przeszczepu mozna zatem oczekiwa¢ pozadanego efektu u biorcy w zakresie
ograniczenia gwattownosci odrzucania ksenoprzeszczepu discordant.

Omawiane do$wiadczenia prowadzone na myszach stanowia dobrg pod-
stawe podjecia podobnych préb cetowego modyfikowania genomu $win. Jed-
nak genetycy nie dysponujg dotychczas pierwotnymi komérkami zarodkowy-
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mi tego gatunku, co jest warunkiem nieodzownym podjecia eksperymentow.
0 ile udatoby sie uzyskac Swinie ze znokautowanym genem al,3GT, wazna
bytaby zdolno$¢ takich osobnikéw do normalnego zycia. Gdyby podobnie do
myszy dotkniete byly one Slepotg, bytoby to hodowlang i etyczng przeszkoda
uzyskiwania i utrzymywania takich osobnikéw. Wskazuje sie, ze teczowka
oka jest szczegélnie wrazliwa na zmiany biochemiczne. Na komoérkach epi-
telialnych teczéwki $win wykazano obecnos¢ epitopu antygenowego Gal. Nie
mozna zatem wykluczy¢ mozliwosci wystgpienia Slepoty u $win ze znokau-
towanym genem al,3GT (tzn. z usunietym epitopem antygenowym Gal). Za-
ktadajac, ze juz wkrotce uda sie uzyska¢ pierwotne komorki zarodkowe $win
| powiedzie sie¢ nokaut genu al,3GT u tego gatunku, juz wczesniej nalezy
opracowa¢ sposob genetycznej modyfikacji genomu $win dla skutecznego
usuniecia tej prawdopodobnej przeszkody — (cyt. za 25).

6.2. Transgeneza u $win w zakresie sktadnikow regulujacych kaskade
dopetniacza

Doniostym faktem naukowym bylo uzyskanie transgenicznych s$win ze
zintegrowanymi genami cztowieka regutujgcymi kaskade enzymatyczng do-
petniacza. Pierwszg informacje zawierajgcg wyrazng sugestie, ze transgeni-
czne Swinie moga by¢ potencjalnymi dawcami organéw dla cztowieka opub-
likowano w koncu 1995 r. (26). Najnowszg publikacje na ten temat pocho-
dzaca od pracownikéw firmy Imutran Ltd. — nalezacej do Novartis Pharma
AG, przedstawiono w 1997 r. (27).

King (7) oraz Butler (13) podajg, ze Imutran z Wielkiej Brytanii jest jedng
z najwiekszych firm na Swiecie zajmujacych sie ksenotransplanfacjami. Po-
zostate to firmy amerykanskie: Protein Pharmaceuticals, Alexion i Nextran.

Perspektywa zastepowania serca ludzkiego sercem Swinskim wzbudzita
zrozumiate zainteresowanie, nadzieje, a takze — emocje. Zagadnienie na-
brato rangi problemu c3rwilizacyjnego i stato sie przedmiotem rozwazan eks-
pertow z roznych dziedzin (1-3).

Z punktu widzenia aktualnego zaawansowania technik stosowanych w in-
zynierii genetycznej, transgeneza $winn cho¢ kosztowna (uzyskanie jednego
osobnika to koszty rzedu 25 OOO- 50 000 USD) jest wzglednie prosta (28).
Obecnie, gtownym obiektem zainteresowania transplantologoéw sa Swinie trans-
geniczne w zakresie sktadnika komplementu DAF {decay accelerating factor]
i CD59 (membrane inhibitor of reactive lysis).

Szlaki aktywacji komplementu oraz jego skiadniki strukturalne i regula-
cyjne przedstawiono na rysunku 1 oraz w tabeli 1. DAF (okre$lany niekiedy
jako CD55) oraz CD59 regulujg aktywnos¢ komplementu i sa zwiazane z bto-
ng komorkowa. DAF wraz z innymi czynnikami regutacyjnymi bedacymi biat-
kami plazmy krwi oddziatuje na aktywno$¢ kaskady w kilku jej miejscach
(21,26), natomiast CD59 bierze udziat wytacznie w tzw. Sciezce litycznej in-
hibujgc tworzenie kompleksu MAC niszczgcego btone komorkowsg (21).
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Tabela 1

Regulatory aktywnosci dopedniacza oraz ich miejsce i mechanizm dziakania

Regulatory dopetniacza

Miejsce negatywnej
Zwigzane z blong ! gatywnej

Efekt regulacji

i regulacji
komérkowa Biatka plazmy gulacy
— Cl inh 1 inaktywacja Cis i Clr
CRL, MCP. DAF  czynnik I, Cbp 2 g’fbocjacja C4b2a i degradacja
CRI, MCP, DAF czynnik H 3 zwiekszanie rozkiadu 3bBb
zahamowanie wigzania
CR1, MCP czynnik H, czynnik | 4 czynnika B, spowolnienie
szlaku amplifikacji, rozktad C3b
CRI, DAF Cdbp 5 dysocjacja C4b2a3b
zahamowanie formowania MAC
CD59 — 6 i dezintegracji blony
komorkowej

Cl inh: inhibitor CI; C4bp: biatko wigzace C4; CRI: receptor dopetniacza 1; DAF: czynnik
przyspieszania rozktadu: MAC: kompleks ataku btony komorkowej; MCP: kofaktor MCP.

Poczatek do rozwazan nad mozliwoscia zastosowania serca $win transge-
nicznych w klinicznej transplantologii cztowieka daty obserwacje poczynione
przez naukowcow kierowanych przez Platta (29). Serce $win transgenicznych
posiadajacych ludzkie geny dla czynnikéw DAF i CD59 poddawane perfuzji
krwig ludzkag pracowato do 4 godzin, natomiast normalne serce Swinskie
zaprzestawato pracy juz po kilku minutach (cyt za 2). Serce transgenicznych
$winh przeszczepione heterotopowo trzem pawianom nie podlegato nadostre-
mu odrzuceniu i pracowato od 4 do 30 godzin. Poréwnywalny czas notowano
w stosunku do kontrolnego (tzn. nietransgenicznego) serca $winiskiego prze-
szczepianego matpom {cynomolgus monkeys). W kontekscie prezentowanych
danych liczbowych (30-godzinny czas przezycia ,,ulepszonego” serca Swin-
skiego u pawiandéw), na uwage zastuguje relatywnie dobry wynik ekspery-
mentu polskich naukowcoéw (24-godzinny czas przezycia pacjenta z ,,nieulep-
szonym” sercem $winskim) — (11). Podobnie do serca transgenicznego nie
podlegato ono nadostremu procesowi odrzucania. W polskim eksperymencie,
czas ,.immunologicznego” przezycia serca byt zatem dluzszy niz czas zycia
pacjenta.

7. Przyszto$¢ w zakresie przeszczepiania ludziom serca Swinskiego

Transgeniczne $winie z ludzkimi genami regulacyjnych sktadnikéw kom-
plementu sg wielkim osiggnieciem genetykow i stanowig dobry materiat do
badan nad mechanizmami immunologicznymi allo- i ksenotransplantacji.
W przedstawionych rezultatach badan wskazuje sie, ze gtéwna bariera wy-
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stepujaca przy ksenotransplantacjach serca Swinia — czlowiek polegajgea na
natyehmiastowym odrzucaniu obcej tkanki {hyperacute rejection] jest mozli-
wa do sforsowania. Pomocne w tym wzgledzie mogg by¢ takze rezultaty ba-
dan nad uzyskiwaniem nowych (skuteczniejszych) immunosupresoréw, a tak-
Ze osiggniecia w zakresie nowych metod indukowania u biorcow tolerancji
immunologicznej na przeszezep.

Odkryeia naukowe z reguly wyprzedzajg ieh praktyczne zastosowania. Dla-
tego obeenie trudno sprecyzowac czy i kiedy ksenotransplantaeje serca trans-
genicznych $win ludziom uznane zostang przez klinieystéw-praktykéw jako
alternatywa przeszczepéw allogenicznyeh.

7.1. Komercyjne aspekty ksenoprzeszczepdw

Firmy biotechnologiczne dgzg do jak najszybszego wprowadzenia na lynek
medyczny serca swych transgenicznych $win traktujac to takze jako przed-
siewzieeie komercyjne. Intens}rwng argumentacje potrzeby wprowadzenia ba-
dan na poziom prob klinicznych prezentujg m.in. naukowcy brytyjscy zaan-
gazowani we wspomnianej juz firmie Imutran/Novartis z Cambridge.

Bank Inwestycyjny Salmon Brothers oszacowat ile firma SANDOZ (bedaca
wiascicielem Imutranu) ma do zyskania (lub do stracenia) na rynku immu-
nosupresorow i organow do ksenotransplantacji (eyt. za 7). Przypomina sie,
ze SANDOZ posiada do 2012 r. patent na cyklosporyne — najefektywniejszy
obecnie preparat immunosupresyjny stosowany w zapobieganiu odrzueaniu
przeszezepéw. Jesli rozwingtby sie rynek ksenoprzeszczepow zwiegkszytby sie
takze popyt na cyklosporyne. Bank ten szacuje, ze SANDOZ sprzedawac
bedzie kazdy organ $winski za 12 000 USD, Na tej podstawie prognozuje,
ze sprzedaz eyklospoiyny i organow $winskich do ksenotransplantacji zwie-
kszytaby kazdego roku (do 2010 r.) doehody tej firmy o 7-8 miliardow USD.

7.2. Biologiczne i etyczne aspekty ksenoprzeszczepow

Stan duzego zaawansowania badan nad uzyskiwaniem $winskiego ,trans-
genicznego” serea z ludzkimi genami, silna promocja tych osiagnie¢ genety-
cznych i rozbudzone oczekiwania opinii publieznej na nowe rozwigzania ra-
tujace zyeie ludzkie, doprowadzity do powotania interdyscyplinarnych grup
ekspertéw dla oceny ksenotransplantaeji Swinia  cztowiek w szerokim kon-
teksécie mozliwych nastepstw dla gatunku Homo sapiens. Dla spotecznosci
europejskiej za modelowe mozna uzna¢ dwa raporty (bardzo podobne w oce-
nach i konkluzjach) opublikowane w Anglii w 1996 r, (1) i 1997 r. (2). To
ostatnie opraeowanie wyraza ofiejalne stanowisko wiadz brytyjskich w spra-
wie przeszczepiania ludziom serca $winskiego (30). Natomiast jurysdyekcja
i podejseie do ksenotransplantacji w USA analizowane sg m.in. w artykule
Fredrickson (3).

Z punktu widzenia prawa zwierzat do tzw. dobrostanu (animal welfare),
wykorzystanie w ksenotransplantaejach organdw swinskich nie budzi za-
strzezen. Swinie od wiekdéw hodowane sag przez eztowieka jako Zrodio pozy-
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Wilenia i potrzeba ich uboju jest oczywistosciag. Powszechnie wystepuje tzw.
pomocniczo$¢ gatunkéw w przyrodzie, gdzie jedne gatunki stanowig zrédio
pozywienia dla innych.

Natomiast za nieetyczne uznaje sie wykorzystanie w ksenotransplanta-
cjach organéw pochodzacych od matp (cyt. za 31). Populacja pawianéw i szym-
pansow (tzn. gatunkéw najbardziej ,,perspektywicznych” w ksenotransplan-
tacjach) nie jest liczna, a szybko$¢ rotacji pokolen u tych gatunkoéw i ich
rozrodczos¢ nie sg duze. Dlatego rozwigzanie problemu duzego deficytu or-
gandw poprzez wykorzystanie tych gatunkoéw nie jest mozliwe. Ponadto mo-
zliwos¢ przenoszenia poprzez materiat biologiczny chorobotwérczych czynni-
kéw z naczelnych na cztowieka jest realnym zagrozeniem dla gatunku Homo
sapiens. Wskaizuje sie na fakt, ze problem wirusa HfV-l zaistniat przypusz-
czalnie (problem wirusa H1V-2 na pewno) na skutek poziomego transferu
gendw miedzy tymi gatunkami (32).

Na problem zoonoz niebezpiecznych dla cztowieka zwrdcono szczegblng
uwage m.in. po wykazaniu prawdopodobnego zwigzku miedzy wystepowa-
niem gabczastej encefalopatii bydta BSE (okreslanej jako choroba ,,szalonych
krow”) a wystepowaniem u ludzi nietypowej odmiany (tzw. ,,bydlecy wariant”)
choroby Creutzfeldta-Jacoba (33).

Zagrozenia cztowieka retrowirusami zintegrowanymi w genomie $win uz-
nano za gtdwny argument wstrzymania w Wielkiej Brytanii prob klinicznych
nad przeszczepianiem cztowiekowi organéw Swiniskich. Argumentuje sie, ze
Swinskie retrowirusy nie stanowityby bezposredniego zagrozenia dla zycia
pacjenta z przeszczepionym sercem, lecz on sam majgc w organizmie takie
elementy mogtby stwarza¢ zagrozenie dla innych ludzi.

W 1997 r. (a zatem w okresie kiedy dopuszczenie do prob klinicznych
ksenotransplantacji Swinia  cztowiek byto juz dyskutowane i wydawato sie
realne) wykryto u $wih co najmniej dwie grupy endogennych retrowiruséw
PERV {porcine endogenous provinises) — (34) wykazujacych tropizm do ko-
morek ludzkich. W dalszych eksperymentach wykazano (35), ze dwie linie
komoérkowe $winskich nerek (w tym linia PK-15) spontanicznie produkowaty
czasteczki retrowirusa typu C. Wolne czasteczki retrowirusa (PERV-PK) linii
komdrkowej PK-15 wykazywaly zdolnos¢ infekowania komorki nerek swin,
norek i cztowieka. Ponadto, wspolna hodowla $winskich komoérek PK-15 (napro-
mieniowanych promieniami X) z komdérkami cztowieka zwiekszata efektyw-
no$¢ infekowania ludzkich fibroblastéw oraz limfocytéw B i T. W omawianych
badaniach wykazano, ze komorki nerek, serca i $ledziony pobrane od wielu
Swin domowych, zawieraty wiele kopii PERV zintegrowanego w genomie i wy-
kazywaly ekspresje wirusowego RNA. Pasazowanie PERV-PK z komdrkami
ludzkimi prowadzito do uaktywnienia retrowirusowego wektora Maloneya (jest
to tzw. defektywny retrowirus, ktory utracit zdolno$¢ samodzielnej replikacji),
a komorki stawaty sie niewrazliwe na komplemento-zaleznag lize.

Wyniki tych badaii, a takze wykazanie, ze Swiriskie endogenne retrowirusy
moga poprzez rekombinacje uaktywnia¢ onkogeny obecne w genomie ludzi
byty gtbwnym uzasadnieniem wprowadzenia moratorium na badania klini-
czne ksenotransplantacji Swiniacztowiek (2,30,31,36). Pozbycie sie endo-

biotechnoiogia 3 (42) '98



32 Grzegorz Grzybowski, Joanna Lubieniecka, Michat J. Kantoch

gennych retrowiruséw $win wykazujacych tropizm do komérek cztowieka nie
jest mozliwe przy zastosowaniu konwenejonalnych metod hodowli (w tym
takze przy wykorzystaniu metody utrzymywania zwierzat w $srodowisku bez
patogenéw — germfree). Wykazano, ze w genomie $wih wystepuje okoto 50
kopii PERV (35). Dlatego wyhodowanie zwierzat bez endogennyeh wiruséw
moze by¢ trudne, a ieh catkowite usunieeie z genomu $win nie jest obecnie
mozliwe. Osiem prowirusowyeh fragmentéw wystepowato u wszystkieh do-
tychczas przebadanych osobnikéw, dlatego zastosowanie konwenejonalnych
metod hodowlanyeh dla pozbycia sie tego ,,bagazu biologieznego” jest bezsku-
teczne (35). )

W USA nie wprowadzono oficjalnego zakazu na ksenotransplantacje Swi-
nia — eztowiek. Wynika to m.in. ze szczeg6lnego prawnego usytuowania PDA
(Food and Drug Administration) w ogélnej jurysdykcji federalnej. PDA jest
organizacjg regulujaca dopuszczanie na rynek lekarstw, urzadzen i prepa-
ratow biologicznych. Przed dopuszczeniem do testéw klinieznyeh na ludziach
producenci musza spetni¢ wymogi tzw. IND (investigational new drug), w kté-
rym okre$lone muszg by¢ dane na temat bezpieczenstwa i brak toksyeznosci
dla ludzi. Ksenoprzeszezepy traktowane sa przez PDA jako lekarstwa, gdyz
wymagane jest dla nich IND. Natomiast procedury przeszezepiania organéw
sg poza zasiegiem jurysdykcji PDA poniewaz uwazane sg one jako zabiegi
medyezne. W USA administracja nie moze regulowac¢ praktyki medycznej
licencjonowanego lekarza.

W USA kwestia dopuszczenia do ksenotransplantaeji podlega zatem we-
wnetrznym regulaejom institutional review boards bedgcych lokalnymi komi-
sjami lekarskimi do rozstrzygania watpliwyeh zagadnien prawno-medycz-
nych. Zdobycze biologii molekularnej zwigzane z transgeneza i ksenoprze-
szezepami, jak sie wydaje, znacznie wyprzedzity w USA wyobraznie legisla-
cyjna. Istniejacy w USA stan zreasumowac¢ mozna nastepujaco. PDA kon-
troluje dopuszczalno$¢ ksenotransplantaeji serca Swinia — cztowiek poprzez
kontrole samego organu. Producent musi zatem przedstawi¢ kompletng liste
wymaganyeh testow aby udowodni¢, ze przeszezep (traktowany tak samo jak
lekarstwo) jest bezpieezny dla ludzi.

Poréwnujac tzw. opcje europejska (wprowadzenie moratorium na kseno-
transplantaeje), oraz tzw. opeje amerykanska (wymagania PDA przed dopu-
szczeniem do préb klinieznyeh na ludziach) stwierdzi¢ mozna, ze w istocie
zmierzajg one do tego samego celu. Pormalnie ksenotransplantaeje serea
Swinia — cztowiek nie sg zabronione. W Anglii wprowadzono jedynie mora-
torium na badania kliniczne z tego zakresu, natomiast amerykanska PDA
ezeka na dowody, Ze genetycznie zmodyfikowany organ $winiski i niesiony
przezeh ,bagaz biologiczny” nie stwarzajg zagrozen dla jednostki i gatunku
Homo sapiens. Istota obydwu rozwigzan jest taka, ze kliniezne préby nad
ksenotransplantaejg $winskiego serca ludziom sg obecnie zablokowane.
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8. Podsumowanie

Genetyka molekularna wkracza w dziedziny zycia, ktore dotychczas wy-
dawaly sie bardzo specjalistyczne. Szczeg6lna dziedzina genetyczno-medycz-
na zwigzana z przebudowa organéw do przeszczepiania i wykorzystania ich
jako ,,czesci zamiennych” dla cztowieka odkrywa probtemy etyczne i biologi-
czne dotychczas niezbyt jasno uswiadamiane.

Ksenotransplantacje serca Swinia ™ cztowiek postawity przed cywilizacjg
dylemat czy i w jakim zakresie cztowiek moze i$¢ na somatyczne i genetyczne
zblizenie ze Swiatem zwierzat i czy wynikajacy z tego zakres dobra przewyzsza
margines dopuszczalnego ryzyka dla gatunku. Zwolennicy wprowadzenia szyb-
kich prob klinicznych (zgrupowani gtéwnie w wymienionych juz finnach biote-
chnologicznych) wskazujg m.in. na wielkie oczekiwania chorych, ktérzy sg
catkowicie ich poplecznikami. Inni naukowcy wskazujg na potrzebe ochrony
genomu cztowieka jako szczeg6inego dziedzictwa, w ktdre nie mozna inge-
rowaé. Wskazujg takze na zagrozenia zwigzane z tzw. onkogenezg insercyjna
mogacag wymknac sie spod kontroli (zagadnienie to przedstawia sie jako przy-
kfad tzw. ,.$wini trojanskiej”’) — (13). Trwa wymiana argumentéw nauko-
wych i nalezy jedynie zywi¢ nadzieje, ze emocje zwigzane ze wspomnianym
juz ,,czynnikiem komercyjnym” pozostang na jej marginesie. Problem $win-
skich retrowiruséw wykazujacych tropizm do komorek i genomu cztowieka,
jak sie wydaje, pojawit sie w odpowiednim momencie. Daje to nauce czas
na pogtebienie badan nad genomem cztowieka i zwierzat domowych oraz
umozliwia spokojng refleksje nad wszystkimi aspektami ksenoprzeszczepow.

Literatura

1. Nuffield Council on Bioethics, (1996), Animal to human transplants: the ethics of xeno-

transplantation, Lxjndon.

The advisory group on the ethics of xenotransplantation, (1997), Animal tissue into hu-

mans, Department of Health, London.

Frederickson J. K., (1997), Food and Dmg Law Journal, 52, 429-451.

Thanks, but no thanks, (1995), The Economist, (October 21).

From the belly of the beast, (1995), The Economist, (October 21).

Hinde J., (1997), Warning over animal organs. Times Higher Educational Supplement,

(January 17).

7. King D., (1996), Pork that could give us the chop. Times Higher, Educational Supple-
ment, (September 13).

8. Lanza R. P., Cooper D. K. C., Chick W. L., (1997), Swiat Nauki, (wrzesien), 42-48.

9. DiSesa V. J., (1997), Annals of Thoracic Surgery, 64, 1858-1865.

10. Platt J. L., (1997), Transplantation Proceedings, 29 (8), 3324-3326.

11. Czaplicki J., Bloniska B., Religa Z., (1992), The Journal of Heart and Lung Transplan-
tation, 11, 393-397.

12. Michler R. E., Chen J.M., (1996), Handbook of Cardiac Transplantation, Eds. Emery
R. W., Miller L. W., Hanley and Belfus, Inc. Philadelphia, 22, 231-246.

13. Butler D., (1998), Nature, 391 (6665), 320-326.

14. Macchiarini P., Mazmanian G. M., Oriol R., Demontpreville V., Dulmet E., Fattal S.,
Libert J. M., Doubine S., Nochy D., Rieben R., Dartevelle P., (1997), Journal of Thoracic
and Cardiovascular Surgery, 114 (3), 315-325.

N

o0k w

biotechnologia 3 (42) 98



34 Grzegorz Grzybowski, Joanna Lubieniecka, Michat J. Kantoch

15. Pierson R. N., Kasperkonig W., Tew D. N., Young V. K., Dunning J. J., Horsley J.,
Carey N. R. B., Walwork J., White D. J. G., (1997), Transplantation, 63 (4), 594-603.

16. Zinkernagel R. M., (1997), Bioscience Reports, 17 (2), 91-111.

17. Zinkernagel R. M., Doherty P. C., (1997), Immunology Today, 18 (1), 14-17.

18. Perico N., Remuzzi G., (1997), Drugs, 54 (4), 533-570.

19. Kobayashi T., Taniguchi S., Neethling F. A, Rose A. G., Hancock W. W., Ye Y., Nie-
krasz M., Kosanke S., Wright L. J., White D. J. G., Cooper D. K. C., (1997), Trans-
plantation, 64 (9), 1255-1261.

20. Pascher A., Poehlein Ch., Stangl M., Thiery J., Mueller-Derlich J., Hammer C., (1997),
Transplantation Proceedings, 29, 962-963.

21. Dorling A., (1997), Expert Opinion on Therapeutic Patents, 7 (11), 1307-1319.

22. Nicolic B., Sykes M., (1997), Immunologic Research, 16/3, 217-228.

23. Perico N., Remuzzi G., (1997), International Journal of Clinical and Laborotoiy Re-
search, 27, 156-177.

24. Cho S. K., Yeh J-Ch., Cummings R. D., (1997), Glycoconjugate Journal, 14, 1-11.

25. Tearle R. G.,Tange M. J., Zannettino Z. L., Katerelos M., Shinkel T. A., van Denderen
B. J. W,, Lonie A. J., Lyons 1, Nottle M. B., Cox T., Becker C., Peura A. M., Wigley
P. L., Crawforg R. J., Robins A. J., Pearse M. J., Dapice A. J. F., (1996), Transplan-
tation, 61 (1), 13-19.

26. Cozzi E., White D. J. G., (1995), Nature Medicine, 1 (9), 964-966.

27. Schmoeckel M., Bhatti F. N. K, Zaidi A., Cozzi E., Pino-Chavez G., Dunning J. J.,
Walwork J., White D. J. G., (1997), Transplantation Proceedings, 29, 3157-3158.

28. Houdebine L. M., (1997), Veterinary Research, 28, 201-205.

29. McCurry K. R., Kooyman D. L., Alvarado C. G., Cotterell A. H., Martin M. J., Logan
J. S., Platt J. L., (1995), National Medicine, 1, 423-427.

30. Wise J., (1997), British Medical Journal, 314, 247.

31. Morris P. J., (1997), British Medical Journal, 314, 242.

32. Weiss R. A, (1998), Nature, 391 (6665), 327-328.

33. Prusiner S. B., (1997), Science, 278, 245-251.

34. Le Tissier P., Stoye J., Takeuchi Y., Patience C., Weiss R., (1997), Nature, 389, 681-682.

35. Patience C., Takeuchi Y., Weiss R. A., (1997), Nature Medicine, 3 (3), 282-286.

36. Nasto B., (1997), Nature Biotechnology, 15, 214.

Heart of transgenic pigs as a substitute of human heart. Expectations and
reality

Summary
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