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Streszczenie

Ksenotransplantacja, czyli przeszczep migdzygatunkowy wydaje sig by¢ odpowiedzig
na wspblczesny niedobor narzadow. Obecnie uwaza sig, ze Swinia domowa (Sus scrofa) jest
optymalnym gatunkiem do przeprowadzania prob Kklinicznych z udzialem cztowieka.
Niestety, duzy dystans filogenetyczny migdzy $winig a cztowiekiem jest przyczyna bariery
immunologicznej, ktéra na chwile obecna uniemozliwia ksenotransplantacj¢. Na powierzchni
komoérek $wini, w szczegdlnoéci srédblonka naczyniowego, wystepuje struktura cukrowa
Gala(1,3)Galp(1,4)GlcNAc-R zwana epitopem Gala(1,3)Gal. Struktura ta powstaje w reakcji
katalizowanej przez al,3-galaktozylotransferaze (a1,3GT), enzym kodowany przez gen
GGTAI. Enzym 0l,3GT bierze udzial w przeniesieniu czasteczki galaktozy z UDP-Gal
i polgczenie jej wigzaniem al-3 glikozydowym z glikoproteinami lub glikosfingolipidami
zawierajacymi koncowe reszty Galf(1,4)GlcNAc-R. Czlowiek wytwarza naturalne
przeciwciata skierowane przeciwko epitopowi Gala(1,3)Gal. Zatem istnieje wysokie ryzyko
nadostrego, ostrego i opdznionego odrzucenia ksenoprzeszczepu przez organizm biorcy.
Drugim, koniecznym do przezwycigzenia problemem sa réznice w powierzchniowych
biatkach gléwnego uktadu zgodnosci tkankowej (MHC) cziowieka i $wini. Biatka MHC $wini
prezentuja jej antygeny ludzkim limfocytom, tym samym uruchamiajg odpowiedz
immunologiczng skierowang przeciwko tkankom $wini. Niezgodno$¢ na poziomie biatek
MHC prowadzi bowiem do odrzucenia ksenoprzeszczepu z udzialem komorek NK.

Rozwiazanie tych probleméw mogg stanowi¢ Swinie modyfikowane genetycznie
w taki sposéb, aby zapobiec rozpoznaniu komorek ich narzadow przez ludzki system
odpornosciowy. Jedna ze strategii usunigcia epitopu Gala(1,3)Gal z powierzchni komorek
$win jest wykorzystanie ludzkich rekombinowanych enzymow: al,2-fukozylotransferazy
(thal,2-FT) oraz o-galaktozydazy A (tha-Gal A), kodowanych odpowiednio przez geny
hFUT2 i hGLA. Enzym thal,2-FT konkuruje z endogenng Swinskg al,3GT o ten sam
substrat, tym samym hamuje powstawanie epitopu Galo(1,3)Gal. Natomiast rha-Gal A odcina
koficowe reszty galaktozy z epitopu Gala(l,3)Gal, tym samym staje si¢ on mnigj

ksenoreaktywny. Inng strategig jest nokaut genu pGGTAI, ktéry mozna wykonac m.in. za



pomoca nukleazy z motywem ,,palca cynkowego” (GTKO ZFN). Z kolei aby zabezpieczy¢
narzady §wini przed atakiem ludzkich limfocytow NK sugeruje si¢ wprowadzenie genu HLA-
E, kodujacego ludzki leukocytarny antygen E.

Glownym celem niniejszej rozprawy bylo zbadanie czy zaproponowane modyfikacje
genetyczne obnizajg ekspresje epitopu Gala(1,3)Gal w komérkach $win oraz ktdra z nich jest
najefektywniejsza. Drugim niemniej waznym celem bylo wykluczenie ewentualnego
negatywnego wptywu modyfikacji genetycznych na budowe tkanek $wini. Badaniom zostaty
poddane dwie tkanki: skora i watroba oraz keratynocyty i fibroblasty skory hodowane in vitro
pochodzace od $win: pojedynczo- (Tg: hFUT2, hGLA, HLA-E), podwdjnie- (2xTg:
hFUT2xhGLA) oraz potrdjnie transgenicznych (3xTg: hFUT2xhGLA*HLA-E). Do badan
wykorzystano takze probki od $win GTKO (ZFN). W badaniach morfologicznych
wykorzystano rutynowe barwienie hematoksyling i eozyng skrawkoéw parafinowych,
i mrozeniowych, odpowiednio skéry oraz watroby $win. Do lokalizacji i analizy wzgl¢dne;
ekspresji: thal,2-FT, rha-Gal A i HLA-E w skrawkach skory i watroby oraz hodowanych in
vitro komorkach skéry s$win (Tg, 2xTg, 3xTg) wykorzystano znakowanie
immunofluorescencyjne oraz analize¢ za pomoca mikroskopu konfokalnego. Za pomoca
metody Western blot analizowano ekspresj¢: thal,2-FT, rha-Gal A i HLA-E w homogenatach
tkankowych i lizatach komérkowych pochodzacych od swin: Tg, 2xTg oraz 3xTg. Z kolei do
analizy pozioméw ekspresji epitopu Gala(1,3)Gal w skrawkach tkankowych skéry i watroby
oraz hodowanych in vitro komorkach skéry pochodzacych od $wifi: Tg, 2xTg, 3xTg oraz
GTKO (ZFN) wykorzystano lektyng GS-IB4 znakowang fluorochromem Alexa Fluor 647
oraz analize za pomocg mikroskopu konfokalnego. Uzyskane wyniki potwierdzano metoda
Eastern blot (lektynoblotting) z wykorzystaniem lektyny GS-1B4 znakowanej HRP.

Wykazano ekspresje: rhal,2-FT, rho-Gal A 1 HLA-E w skérze, watrobie oraz
hodowanych in vitro keratynocytach skoéry wszystkich wariantéw transgenicznych $win.
Dodatkowo pokazano, ze rhal,2-FT jest obecna w aparatach Golgiego watroby swin Tg,
2xTg oraz 3xTg, co sugeruje jej petng funkcjonalnosé. Ekspresja rhal,2-FT lub rho-Gal A
w istotny sposéb obniza ilos¢ epitopu Gala(l,3)Gal w komorkach skéry i watroby
transgenicznych $win. Ponadto wykazano, ze rownoczesna obecnos$é rhal,2-FT i rha-Gal A
najefektywniej obniza ekspresjg epitopu Gala(1,3)Gal w skérze, watrobie oraz hodowanych
in vitro keratynocytach. Dodatkowo pokazano, ze u $wif GTKO (ZFN) takze zachodzi

obnizenie ekspresji epitopu Gala(1,3)Gal, jednakze metoda ta nie jest tak efektywna jak

w przypadku $win 2 xTg.



Zastosowane metody modyfikacji genetycznych istotnie obnizajg ekspresj¢
ksenoreaktywnego epitopu Gala(1,3)Gal w komorkach skory i watroby $win. Ponadto
przeprowadzone modyfikacje genetyczne nie majg negatywnego wptywu na budowe skory

i watroby transgenicznych $win oraz nie wplywaja negatywnie na zywotno$¢ komérek skory

hodowanych in vitro. P { ;
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