ZYWNOSC. NAUKA. TECHNOLOGIA. JAKOSC, 2024, 31, 3 (140), 16 — 37

DOI: 10.15193/zntj/2024/140/507

ADRIANNA SZPRYNCA, ANNA PILISZEK, EMILIA BAGNICKA

ROZWOJ BADAN W DZIEDZINIE BIOINZYNIERII | BIOTECHNOLOGII

Streszczenie

Woprowadzenie. Nauka rozwija si¢ od niepamigtnych czasow. W wyniku ciekawosci, obserwacji, czy
checi poprawy poziomu zycia przez wieki tworzono i tworzy si¢ rozne techniki i metody wykorzystywane
w kazdej dziedzinie nauki. Dzigki temu mozliwy byl rozwdj biotechnologii, a nastgpnie bioinzynierii.
Zmiany w przemysle rozpoczynaja si¢ od prac laboratoryjnych. W artykule przedstawione zostaty najbar-
dziej istotne i najczgsciej stosowane metody i techniki wykorzystywane w laboratoriach, historia ich po-
wstania oraz ich zastosowania obecnie i potencjalne uzytkowanie w przysztosci. Techniki te dotycza
roéznych sfer zycia i polegaja na ingerencji w zycie zwierzat, jak krzyzowanie czy transformacje genetycz-
ne, badz na manipulacjach prowadzonych na pozyskanym od nich materiale.

Wyniki i wnioski. Dzigki badaniom na zwierzgtach mozliwa jest poprawa jakosci ludzkiego zycia,
zwlaszcza 0sob chorych. Jednak nalezy pamigtaé, ze zwierzeta to rowniez istoty czujace i nie mozna ich
nadmiernie eksploatowaé. Nalezy zapewni¢ im odpowiednie warunki bytowania pozwalajace na zapew-
nienie dobrostanu. Opracowanie i wdrazanie nowych regulacji prawnych i zasad 3R, a takze rozwdj no-
woczesnych technik hodowli komoérkowych i tkankowych pozwala obecnie na ograniczenie wykorzysta-
nia inwazyjnych procedur w badaniach na zwierzetach. Nie sposob wymieni¢ i opisaé wszystkie istotne
metody i techniki, ktore sa aktualnie lub beda w przysztosci praktykowane i rozwijane. Nauka ma jeszcze
przed soba wiele do odkrycia, opracowania i zaoferowania praktyce.

Stowa kluczowe: in vitro, GMO, biotechnologia, bioinzynieria, modyfikacje genetyczne

Wprowadzenie

Bioinzynieria to intensywnie rozwijajaca si¢ dziedzina biotechnologii, zajmujaca
si¢ rozwigzywaniem problemow oraz poprawa jakosci wiekszosci sfer dzisiejszego
zycia, nie tylko cztowieka, ale i zwierzat. Wykorzystuje ona zarowno metody anali-
tyczne, molekularne, instrumentalne, komputerowe, jak i inzynieri¢ genetyczng przy
uzyciu materiatu jakim sg zywe organizmy i systemy biologiczne [9]. Korzysta si¢ nie
tylko 1 wylacznie z zasobow jakimi sa tkanki i narzady zwierzat i roslin, ale takze
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Z obserwacji ich behawioru czy analizowania budowy anatomicznej. Wykorzystuje si¢
rowniez prostsze organizmy, przewaznie mikroorganizmy, takie jak bakterie czy grzy-
by. Modyfikacje genetyczne zaréwno roslin, jak i zwierzat, sa dokonywane od tysiecy
lat poprzez zabiegi hodowlane (rozmnazanie osobnikow/organizméw o cechach poza-
danych, a eliminacja tych o nieodpowiednim fenotypie). Stosowane sg rowniez inne
modyfikacje, jak indukowana mutageneza, polegajgca na celowym uszkodzeniu DNA,
w celu wywolania konkretnych efektow, np. usunieciu zasad azotowych czy spowo-
dowaniu pegknie¢ miedzy danymi fragmentami nici. Metody biotechnologiczne towa-
rzysza cztowiekowi od wiekéw — poczawszy od produkcji sera, piwa czy chleba. Pro-
ces tworzenia organizmow modyfikowanych genetyczne (ang. Genetically Modified
Organisms - GMO) jednak przyspieszyl, odkad modyfikacje te prowadzone sg w labo-
ratoriach.

Poczatki w biotechnologii

Jak wspomniano, metody bioinzynierii sg wykorzystywane przez cztowieka od
tysiecy lat, ale obecnie to coraz bardziej popularna i intensywnie rozwijajgca sie dzie-
dzina biotechnologii, zajmujaca si¢ rozwigzywaniem problemow oraz poprawg jakos$ci
w wigkszosci sfer dzisiejszego zycia czlowieka i zwierzat.

Jednym z pierwszych produktow otrzymywanych dzigki intuicyjnemu wykorzy-
staniu metod biotechnologicznych jest ser. Byt on juz prawdopodobnie produkowany
we wczesnym neolicie, a najstarsze archeologiczne znaleziska w Polsce pochodzg
z terenu dzisiejszych Kujaw (okres datowany na 5300 + 4900 lat p.n.e.). Produkowano
wtedy ser przy pomocy sit, wygladem przypominajagcych dzisiaj uzywane [38].
W 1860 roku odkryto zwigzek migdzy drozdzami a powstawaniem etanolu i dwutlenku
wegla. Proces przeksztatcania cukru w te zwigzki nazwany zostat fermentacja. Fermen-
tacja byta jednak wykorzystywana juz w starozytnosci jako skuteczna metoda zacho-
wania jakoS$ci i trwato$ci napojow i zywnosci [52]. Wedtug odkry¢ archeologicznych
pierwsze fermentowane napoje produkowano w neolicie (ok. 7000 lat p.n.e.) w Chi-
nach, glownie z ryzu [37] oraz w Mezopotamii i starozytnym Egipcie (ok. 5400 + 5000
r. p.n.e.), najczgéciej z owocow (wino), stodu zbozowego (piwo) oraz miodu (miod
pitny) [36]. Chleb to réwniez jeden z najstarszych produktow spozywczych. Ziarna
pszenicy odnajdywano w ludzkich osadach datowanych na 8000 lat p.n.e., za$ bochen-
ki, butki 1 zakwas chlebowy zostaly zidentyfikowane przez archeologow w starozyt-
nym Egipcie [49]. Modyfikacje sktadu chleba przez tysiace lat pozwolity na przetrwa-
nie tego pokarmu do dzisiaj, dzigki czemu obecnie jest on podstawa diety europejskiej,
pozostajac rowniez popularnym pokarmem w innych czes$ciach $wiata.
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Rozwéj nauk biologicznych

Zainteresowanie biotechnologiag rosnie systematycznie od XVII w., czyli od cza-
sow wielkich odkry¢ naukowych, a p6zniej rozwoju techniki. Wielkim przetomem dla
nauk biologicznych i samego tworzenia si¢ biotechnologii, ktéra dzi§ znamy, byly
przede wszystkim wszelakie dokonania w aspekcie poznania anatomii czlowieka
i zwierzat, czy badanie struktur komorkowych [43]. Zainteresowanie budowg ludzkie-
go ciala ,,0d $rodka” mialo swoj poczatek, tak jak wszystko, od zwierzat. Ze wzgledu
na to, ze zwierzeta przez bardzo dtugi czas byly traktowane jako stworzenia nierozum-
ne, gorsze od cztowieka, a czesto tez uwazano, ze nie odczuwajg bolu czy strachu, byty
wykorzystywane do wszelkich prac, wyreczajac cztowieka. Czesto jednak traktowane
byty bez szacunku. Na zwierzetach prowadzono liczne badania medyczne, sprawdzajac
np. szkodliwos$¢ roznych substancji, czy wykonujac wiwisekcje (sekcja za zycia). Wy-
korzystywano takze ich zwtoki. Sekcje zwierzat sg prowadzone od bardzo dawna
w procesie edukacji [3]. Jednym ze znanych uczonych, wykonujgcych sekcje zwlok
zwierzat w procesie nauczania, byt belgijski lekarz Andreas Vesalius, ktory w ten spo-
sob przygotowywat studentow medycyny do pracy [1].

W czasie wielkich odkry¢ naukowych trwal rowniez intensywny rozwoj techniki.
Jednym z wazniejszych, w aspekcie biotechnologii, byt rozwoj prac nad soczewkami
do okularéw, co pozwolito na skonstruowanie pierwszego teleskopu i prymitywnego
mikroskopu przez Galileusza (1564 - 1642 r.) ok. 1610 roku. Rzeczywistymi wynalaz-
cami mikroskopu sg jednak Zacharias Janssen (1580 - 1632 r.) oraz jego ojciec, Hans
Janssen (koniec XVI wieku), a sposéb uzytkowania i jego budowe opisat Robert Hoo-
ke (1635 - 1703 r.). Natomiast mikroskop badawczy zostat skonstruowany przez Anto-
niego Leeuwenhoeka (1632 +~ 1723 r.), z mozliwo$cig powiekszenia obiektu do 240
razy. Dzieki temu opisat on m.in. systemy kanalikow w ko$ciach, prazkowanie migéni,
plemniki oraz drobne stworzenia w kropli wody [3].

Najwigkszym przetomem w rozwoju nauki o podtozu molekularnym byto naj-
prawdopodobniej odkrycie struktury DNA [64] przez Jamesa Watsona (ur. 1928 r.),
Francisa Cricka (1916 - 2004 r.), Maurice Wilkinsa (1916-2004 r.) i Rosalind Franklin
(1920 - 1958 r.) w 1953 roku oraz w dalszej kolejno$ci zasad azotowych w 1961 roku
[63] i opracowanie metod sekwencjonowania DNA przez zespoty Waltera Gilberta (ur.
1932r.) i Fredericka Sangera (1918 - 2013 r.) od 1968 r. [50]. Pozwolito to na wpro-
wadzanie modyfikacji w materiale genetycznym na rézng skale, opracowanie terapii
genowych, a takze rozwdj badan potwierdzajacych lub wykluczajacych obecnosé ta-
kiego materiatu na miejscach zbrodni (kryminalistyka), czy w identyfikacji rodziciel-
stwa [21]. Byly to przetomowe badania, dzigki ktorym mozna pozna¢ sekwencje ge-
now kodujacych poszczegolne biatka oraz zidentyfikowaé mutacje w catym genomie.
Pozwala to na lepszg diagnostyke i wybor sposobu leczenia pacjentow dotknietych
réznymi chorobami o podlozu genetycznym. Opracowano techniki umozliwiajace re-
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kombinacjg DNA poprzez bezposredniag modyfikacje materiatu genetycznego pojedyn-
Czego organizmu i tym samym wprowadzenia zmian w caltej populacji, np. w celu
uodpornienia na dang chorobe catego gatunku. Techniki te sa nazywane inzynierig
genetyczng.

Transformacje genetyczne

Transgeneza, wynaleziona po rekombinacji DNA, umozliwia transformacje gene-
tyczng wybranych gatunkow roslin poprzez wprowadzanie do nich genéow z innych
roslin i organizméw. Wsrdd cytrusow uzyskano wiele udanych transformacji, wprowa-
dzajac do genomu roslin geny antybiotykowe i reporterowe, przyspieszajace ich doj-
rzewanie oraz geny zwiekszajace odpornos¢ na choroby i poprawiajace jako$¢ owo-
cow. Transgeniczne grejpfruty i stodkie pomarancze sg odporne na Xanthomonas citri
ssp. citri (Gram-ujemne proteobakterie w ksztalcie pateczek), powodujace raka tych
ro$lin. Uzyskano to dzieki wprowadzeniu do tych roslin genu AtNPR1 (gen rzodkiew-
nika pospolitego (Arabidopsis thaliana)), kodujacego receptor natriuretyczny peptydu
A (ang. arabidopsis natriuretic peptide receptor A) lub jego homologa CtNH1 (gen
cytrusowy kodujgcy natriuretyczny receptor peptydowy 1 — ang. citrus gene coding
NPR1 - Natriuretic Peptide Receptor 1), pochodzacych z pomaranczy olbrzymiej (Ci-
trus maxima) [58]. Liscie tytoniu wykazujg specyficzng odporno$¢ na zakazenia mo-
zaikowym wirusem lucerny (AMV — ang. Alfalfa mosaic virus) po wprowadzeniu do
nich wektoréw skladajacych si¢ z chimerycznych gendéw enzymu fosfotransferazy
neomycyny Il (NPTII — ang. neomycin phosphotransferase Il enzyme) oraz bialek
ptaszcza wirusa AMV, bedacych pod kontrolg promotora 19S (CaMV — ang. Cauliflo-
wer mosaic virus), pochodzacych od glebowych bakterii Gram-ujemnych (Agrobacte-
rium tumefaciens — pateczkowata, fitopatogeniczna bakteria z rodziny Rhizobiaceae)
[27]. Pojawil si¢ rowniez pomyst, aby do genomu rzodkiewnika pospolitego wiaczy¢
gen bakterii produkujacych witaming B12 (z rodzaju Propionibacterium) oraz gen
cztowieka odpowiedzialny za produkcj¢ glikoproteiny wytwarzanej w jelitach, bedacej
nosnikiem witaminy B12, tzw. Intrinsic Factor. Wytworzenie syntetyzowanego w ten
sposob biatka miato zosta¢ spozytkowane do produkcji preparatow majacych na celu
zapobieganie niedoborowi tej witaminy. Wniosek o zatwierdzenie tej modyfikacji zo-
stal ztozony do Europejskiego Urzedu Bezpieczenstwa Zywnosci (EFSA) [32, 66],
jednak od daty ztozenia w 2008 r. nie pojawita si¢ zadna informacja o postepach
w jego weryfikacji.

U zwierzat wprowadzanie jakichkolwiek zmian w genomie, nawet w celu uod-
pornienia ich lub usunigcia z populacji danej choroby, wiaze si¢ z krytyka spoleczen-
stva na temat etyki tego dziatania, a takze bezpieczenstwa pochodzacych od tych
zwierzat produktow przeznaczonych do konsumpcji. Jednak podejmowane byty proby
eliminacji choréb niektorych zwierzat. Przykladem mogg by¢ brojlery. Badana byta
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zalezno$¢ migdzy wprowadzeniem cDNA, pochodzacego z konserwatywnej koficowej
sekwencji 3’ 15’ (doktadniej struktury “spinki do wloséw”) genomu wirusa grypy typu
A (IAV — ang. influenza A virus), atakujacego w wigkszosci ptaki, a zakazeniem przez
wirusa ptasiej grypy (HPAI — ang. Highly Pathogenic Avian Influenza). Niestety, broj-
lery byly podatne na zakazenie wirusem, a $miertelno$¢ wsrod nich byta zblizona do
obserwowanej wsrod nietransgenicznych kurczakéw. Jednakze wykazano, iz wirus
z tak zmodyfikowanych zwierzat byt przenoszony w mniejszym stopniu na inne zwie-
rzeta [33]. Niestety modyfikacje genetyczne nie mogg by¢ skutecznym sposobem prze-
ciwdziatania chorobom o podtozu wieloczynnikowym. W chowie bydta jedng z chordb
powodujgcych znaczne straty ekonomiczne jest zapalenie wymienia (tac. mastitis). Ze
wzgledu na liczb¢ wywotujacych ja czynnikéw etiologicznych oraz niskg dziedzicz-
no$¢ odpornosci na te chorobe (jedynie ok. 10 % to wptyw czynnikéw genetycznych)
aktualnie nie jest mozliwe przeciwdziatanie jakakolwiek technikg inzynierii genetycz-
nej.

Postep biotechnologii mozliwy jest m.in. dzigki rozwojowi technik transgenezy.
Jedno z istotnych wyzwan stanowi opracowanie metod wprowadzania obcego materia-
hu genetycznego do komorek. W przypadku komoérek zwierzecych (w tym ludzkich),
dominujg techniki mikromanipulacyjne, w tym metoda mikroiniekcji. Od poczatku lat
80. starano si¢ uzyskac swoistg i powtarzalng technike w zakresie transgenezy. Zespo-
ty: Richarda D. Palmitera (ur. 1942 r.), a wczesniej Johna Williama Gordona (praca
opublikowana w 1980 r.) [23] stosowaty metodg mikroiniekcji, czyli iniekcji (zastrzyk)
dokomoérkowej pod mikroskopem, polegajacej na wprowadzeniu egzogennego DNA
do przedjadrza zygoty. Techniki transgenezy poprzez mikroiniekcje podlegaja ciagle-
mu ulepszaniu i dotychczas pozwolily na otrzymanie transgenicznych zwierzat roz-
nych gatunkow, jak kroéliki, §winie, bydto, owce i kozy, u ktorych uzyskano ekspresje
réznych genoéw z wprowadzonego DNA, kodujacych m.in. hormon wzrostu czy tez
biatko zielonej fluorescencji (GFP) [19, 28].

Metody inZynierii genetycznej

Inzynieria genetyczna pozwala na identyfikacje, replikacje, modyfikacje, czy tez
transfer materialu genetycznego komorek, tkanek, jak rowniez catych organizméw
w przypadku bakterii [41]. Gtéwnie wykorzystuje si¢ bezposrednig manipulacjg¢ DNA,
ukierunkowang na ekspresje poszczegdlnych gendéw, wykorzystujac przy tym np.
transdukcje przy uzyciu zmodyfikowanych wiruséw (m.in. retrowirusow) w celu prze-
niesienia danego fragmentu kodujacego wybrany gen do komorki gospodarza. Polega
to wigc np. na rozpoznawaniu specyficznych fragmentow DNA do selekcji w celu
zwickszenia efektywnosci metod hodowli, opierajacych si¢ na informacji fenotypowe;j
[29, 30]. Rowniez na jej podstawie dobiera¢ bedzie mozna odpowiednio terapi¢ geno-
wa do leczenia chordb o podlozu genetycznym (glownie u ludzi), jak np. mukowiscy-
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doza, poprzez zastgpowanie u niemowlat lub jeszcze w Zzyciu prenatalnym nieprawi-
dtowych kopii genéw prawidtowymi. Natomiast w celu wykrycia miejsc w genomie, w
ktorych zmiany sa odpowiedzialne za wywotanie danej choroby oraz modelowania
takich choréob — wywotania konkretnej choroby u zwierzecia lub w komor-
kach/tkankach w celu zbadania mechanizmu jej dziatania [4] czy tez odkrywania funk-
cji okreslonych miejsc, wykorzystywane sg zmodyfikowane genetycznie zwierzeta,
przede wszystkim myszy, szczury i inne zwierzeta laboratoryjne [41]. Ich modyfikacja
polega najcze$ciej na wylaczeniu dziatania jednego lub kilku wybranych genow (tzw.
technika “knock-out”) w celu wywotania badanej choroby. Przyktadem choroby, ktorej
leczenie podejmuje sie w oparciu o wyniki uzyskane z wykorzystaniem inzynierii, jest
stwardnienie zanikowe boczne (ALS —ang. amyotrophic lateral sclerosis). ALS to
$miertelna choroba, dotyczaca zaburzen os$rodkowego uktadu nerwowego, glownie
oddziatlujaca na uktad ruchu. Przyjmuje sig, ze okoto 20 % przypadkow, zwigzanych
z uwarunkowaniami genetycznymi, jest spowodowane mutacja w genie kodujacym
dysmutaze ponadtlenkowa - SOD1 (ang. superoxide dismutase 1) i usytuowanym
W chromosomie 21. Wérod opracowywanych metod leczenia ASL aktualnie wykorzy-
stuje si¢ podawanie pacjentom ASO, czyli antysensownych oligonukleotydéw (jedno-
niciowych fragmentéw kwasu nukleinowego) o dlugosci 13 + 25 nukleotydow, selek-
tywnie wigzacych si¢ i oddziatujacych z mRNA, wptywajac na przebieg translacji oraz
adenowirusy z insulinopodobnym czynnikiem wzrostu (IGF), a takze wykorzystujac
metode CRISPR/Cas. Adenowirusy sg uznawane za przysztos¢ leczenia rzadkich scho-
rzen ze wzgledu na ich wysoka skuteczno$¢ w transdukcji (wprowadzanie gendw przez
bakteriofagi) neuronéow. Badana byta réwniez skuteczno$¢ leczenia endonukleaza
Cas9, zwiazang z regularnie rozstawionymi, krotkimi powtdrzeniami palindromowymi,
czyli fragmentami sekwencji DNA, w ktorych ni¢ wiodgca i komplementarna sg iden-
tyczne w tym samym kierunku (CRISPR). Ekspresja genu kodujacego biatko SOD1
U myszy byla zaktocona przy uzyciu adenowiruséw jako wektoréw eksprymujacych
krotki Cas9, pochodzacy z S. aureus oraz jednokierunkowego RNA skierowanego do
drugiego eksonu SOD1. Spowodowato to wydtuzenie zycia chorych myszy o 30 dni,
jednak u ludzi wywotato negatywne skutki [7].

Dzigki inzynierii genetycznej tworzone sg takze biblioteki DNA. Pozwalajg one
na zachowanie genomow i genéw wybranych gatunkow, w tym zagrozonych wyginie-
ciem. W przypadku krétkich fragmentéw DNA istotne jest ich oczyszczenie, za$ wick-
sze fragmenty (powyzej 40 kpz) ulegaja degradacji. Stad uzywa si¢ do tego celu unie-
ruchomionych komorek, protoplastow czy jader komodrkowych zawieszonych
W bloczkach Zelu agarozowego. Zel pozwala na utworzenie sieci przestrzennej, zabez-
pieczajacej DNA przed uszkodzeniem oraz umozliwia dyfuzje odczynnikéw. Unieru-
chomione komorki sg poddawane kolejno hydrolizie poprzez trawienie proteinazg K
W obecnosci sarkozylu. DNA zostaje uwolniony i jest poddawany czeSciowej hydroli-
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zie enzymami restrykcyjnymi. Przed wprowadzeniem do wektorow, fragmenty DNA
sa poddane selekcji ze wzgledu na wielko$¢ przez rozdziat elektroforetyczny w pulsa-
cyjnym polu elektrycznym. U ro$lin dodatkowym utrudnieniem przy pobieraniu mate-
riatu genetycznego do utworzenia bibliotek jest specyfika §ciany komorkowej, ktore;
budowa znacznie r6zni si¢ od budowy blony komoérkowej komoérek zwierzgeych. Spo-
soby na tworzenie bibliotek DNA w ich przypadku to niepelna hydroliza enzymatycz-
na, czyli wczesniejsze przerwanie hydrolizy restrykcyjnej prowadzace do wstrzymania
przecigcia wszystkich sekwencji rozpoznawanych przez enzym [65].

Warto przyblizy¢ wspomniang juz metode, posiadajacg duzy potencjat w leczeniu
chorob uwarunkowanych genetycznie, czyli CRISPR/Cas9. Jest to metoda edycji ge-
noéw potencjalnie umozliwiajaca precyzyjne przeprowadzanie modyfikacji genetycz-
nych in vivo, w tym wprowadzanie napraw w zmienionych (najczesciej dziedziczonych
lub patologicznych) czgsciach genomu. System ten zostat odkryty u bakterii E. coli na
przetomie XX i XXI w. U bakterii stuzy on ochronie przed wirusami poprzez proces
usuwania wprowadzonego przez wirusa do genomu bakteryjnego przez jego wyciecie
i naprawe zmienionych fragmentow. Skrét CRISPR oznacza zgrupowane, regularnie
rozmieszczone powtorzenia palindromiczne (ang. Clustered regularly interspaced
palindromic repeats). CRISPR rozpoznaje takie miejsca, natomiast biatko Cas9, z ro-
dziny Cas, jako endonukleaza przecina obie nici DNA, w tym przypadku plazmidu
bakteryjnego. Naprawa DNA odbywa sie na dwa sposoby. Pierwszy to gczenie nie-
homologicznych koncdéw, co najczesciej prowadzi do losowej insercji/delecji DNA.
Drugi to naprawa ukierunkowana na homologie, gdzie homologiczny fragment DNA
jest wykorzystywany jako matryca do naprawy, co umozliwia precyzyjna edycj¢ ge-
nomu, nawet na poziomie pojedynczej pary zasad. W laboratoriach metode
CRISPR/Cas9 wykorzystuje sie najczesciej do generowania modeli komoérkowych
i zwierzgcych oraz do obrazowania genomu, a w przysztosci prawdopodobnie do tera-
pii genowych, leczenia chorob zakaznych, zwigzanych z wlaczaniem si¢ do genomu
innego materiatu genetycznego, np. wirusowego jak w przypadku HIV oraz leczenia
zmienionych chorobowo komorek, takich jak komorki nowotworowe. Metoda daje
duzo mozliwosci, w tym naprawe btedow DNA w obrgbie genomu oraz naprawe ta-
kich obszarow w zarodkach zwierzecych, w przyszto$ci rowniez i ludzkich [48].

Inzynieria genetyczna umozliwia postugiwanie si¢ wieloma ztozonymi technika-
mi laboratoryjnymi, a jej ciagly rozwdj pozwoli na duze zmiany w medycynie. W dal-
szym ciggu trwajg prace nad wykorzystywaniem zwierzat transgenicznych jako biore-
aktorow. Badania sa skupione przede wszystkim na zwierzetach gospodarskich, na co
dzien uzytkowanych mlecznie (krowy i kozy). Odpowiednio zmodyfikowane organi-
zmy majg mozliwo§¢ wydzielania wraz z mlekiem specyficznych biatek Iudzkich, np.
hormonéw takich jak insulina, co daje mozliwo$¢ utatwienia terapii w przypadku licz-
nych choréb [62]. Laktoferyna jest juz wytwarzana przez transgeniczne krowy w cyklu
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produkcyjnym dla firmy Pharming. Biatko jest pozyskiwane z mleka, a nastgpnie od-
powiednio oczyszczane. Innym przyktadem jest synteza erytropoetyny przez transge-
niczne $winie (900 TU/ml) oraz nietransgeniczne kozy (2mg/ml) [60].

Innymi przyktadami mozliwosci zastosowania tych technik w przysztosci jest
wykorzystanie zwierzat do ksenotransplantacji oraz zmiana czgstotliwosci wystepowa-
nia konkretnych alleli u zwierzat gospodarskich. Transplantacje z wykorzystaniem
narzgddéw zwierzat to trudny temat badan. Stworzenie populacji zwierzat, z ktorych
bytaby mozliwo$¢ przeszczepu narzadow ludziom zrewolucjonizowaloby te dziedzing,
zwazywszy, ze niewielu jest dawcow. Jest to spowodowane faktem, iz w Polsce
w dalszym ciggu, mimo zezwolen prawnych, lekarze pytaja o zgod¢ na pobranie na-
rzadow najblizszych zmarlego, ci natomiast najcze$ciej nie wyrazaja jej. Czesto dlate-
g0, ze wigze si¢ to z podjeciem decyzji o odlaczeniu pacjenta od urzadzen podtrzymu-
jacych funkcjonowanie organizmu. Badania na temat transplantologii narzadow
pobranych od zwierzat prowadzone sa gtdéwnie na $winiach, ze wzgledu na ich anato-
miczne i fizjologiczne podobienstwo do cztowieka. Gléwny problem, nad ktoérym
wciaz trwajag prace badawcze, to pokonanie bariery immunologicznej. Mimo ok. 95 %
zbiezno$ci genomu $winskiego z ludzkim i stosowania lekéw immunosupresyjnych,
w dalszym ciggu dochodzi do odrzucania przeszczepoéw przez gtéwny uktad zgodnosci
tkankowej [24, 59].

W 2022 roku, mimo wszystko dokonano pierwszego udanego przeszczepu serca
genetycznie zmodyfikowanej swini 57-letniemu Amerykaninowi, w Uniwersyteckim
Szpitalu w Maryland w Baltimore (USA). Jego serce nie byto juz w stanie prawidtowo
funkcjonowaé. Celem przeszczepu byto umozliwienie przedtuzenia czasu oczekiwania
na odpowiedniego, ludzkiego dawce serca. Niestety pacjent zmart po dwdch miesig-
cach, ale mozna uznaé, ze cel zostal osiggniety, gdyz serce $wini funkcjonowato do-
brze i nie byto oznak ostrego odrzucenia narzgdu. W przypadku innego pacjenta ten
czas moglby okazaé si¢ wystarczajacy. Przyczyna niepowodzenia mogta by¢ obecnosé
cytomegalowirusa swin (PCMV), ktory jest wirusem rozyczki swinskiej (PRV), ktore-
go wysokie miano zanotowano u pacjenta pomimo podawania lekéw przeciwwiruso-
wych po zaobserwowaniu w 20. dniu od przeszczepu objawdw zarazenia [47]. We
wrzesniu 2023 roku ten sam zespot chirurgow dokonal przeszczepu drugiemu pacjen-
towi, ktory cierpial na nieuleczalng chorobe serca i inne schorzenia, unikajac btedow
poprzedniego zabiegu. Jego stan zdrowia nie kwalifikowat go do programu transplan-
tacyjnego, w ktorych wykorzystywane sg narzady dawcow ludzkich. Niestety, pacjent
zmart po ponad pigciu tygodniach od operacji. Przez pierwszy miesigc wszczepiony
narzad pracowal prawidtowo, jednak pdzniej symptomy wykazywaty na odrzucenie
[71].

Prace nad uzyskaniem $win, z ktorych tkanki bytyby mozliwe do wykorzystania
w ksenotransplantacji, sa prowadzone od lat 90. XX w. Badania polegaja na usunigciu



24 Adrianna Szprynca, Anna Piliszek, Emilia Bagnicka

z tkanki mie$niowej serca cukru — oligosacharydu a-Gal, nieobecnego w ludzkim or-
ganizmie. U czlowieka wystepuja ksenoreaktywne przeciwciata reagujace na obecny
na powierzchni §winskich komoérek antygen GAL. Jest to uzyskiwane na dwa sposoby.
Pierwszy to wyeliminowanie z genomu genu al,3-galaktozylotransferazy (GT-KO, KO
od ang. knock-out, odnoszacego si¢ do usunigcia genu), ktorego produkt syntetyzuje
ten cukier, za$ drugi to wprowadzenie genetycznych modyfikacji w postaci indukcji
ludzkich biatek regulujacych (wytaczajacych) ekspresje genu GT. W tkance mig$nia
sercowego, wykorzystanego do przeprowadzenia omawianej transplantacji, cukier ten
nie byt syntetyzowany dzigki usunieciu genu GT z genomu $wini [53].

W Polsce pionierem transplantologii byt prof. Zbigniew Religa (1938 - 2009 r.),
ktéry dokonat w 1985 roku pierwszej udanej transplantacji serca od zmartego pacjenta
oraz pierwszego rownoczesnego przeszczepu serca i phluca. Zaproponowal réwniez
hodowle $§win transgenicznych w Polsce, aby inni pacjenci przezyli wigcej niz pot go-
dziny z przeszczepionym sercem pochodzenia zwierzecego (Swinskiego) [5, 69].

Opisane przez Smoraga i wsp. [55] modyfikacje genomu $wini umozliwiajace
ksenotransplantacje to przede wszystkim wprowadzenie do genoméw $win ludzkich
genow regulujacych system dopetniacza (czyli czynnikow CD46, CD55 oraz CD59),
modyfikowanie biatek komoérkowych u dawcy (zwierzgcia) oraz wytaczenie syntezy
cukru Gal. To ostatnie, wedlug autordéw, jest mozliwe poprzez inaktywacje genu synte-
tyzujacego biatko a-Gal (a-1,3-galaktozylotransferazy) lub modyfikacj¢ antygenow
powierzchniowych. Ludzkie geny wprowadzone do transgenicznych $win sg niezbedne
do unikni¢cia nadostrej odpowiedzi immunologicznej ludzkiego organizmu. Mozna to
uzyska¢ poprzez mikroiniekcje DNA i metody alternatywne, takie jak transfekcja
zmodyfikowanymi, §winskimi plemnikami, czyli uprzednim przygotowaniu plemni-
koéw pozbawionych genu a-Gal i nastepnym zaptodnieniu komorki jajowej. W Polsce
transgeniczne $winie stuzg dotychczas gldwnie jako dawcy do prac nad biotechnolo-
gicznymi zastawkami sercowymi oraz do tworzenia opatrunkow, tzn. skory wykorzy-
stywanej dla pacjentdw z silnymi poparzeniami. Obecnie prowadzone sg hodowle za-
réwno skory, jak i tkanki chrzestne;.

Z biotechnologig i bioinzynierig wigze si¢ rowniez zwigkszanie w populacji fre-
kwencji alleli zwigzanych z korzystnymi dla hodowcy cechami zwierzat gospodarskich
poprzez odpowiedni dobor par do kojarzen. Tego typu prace sg prowadzone juz od
wiekow w wigkszos$ci, jesli nie we wszystkich populacjach zwierzat gospodarskich,
zwlaszcza w krajach rozwinigtych. Wprowadzona w ostatnim czasie w wielu popula-
cjach bydla mlecznego i niektorych populacjach kéz mlecznych, $win czy roslin,
anawet owadow selekcja genomowa, wykorzystujgca najnowsze techniki z zakresu
genetyki molekularnej, znacznie przyspiesza postep hodowlany i utrwalanie korzyst-
nych wariantow genoéw. Jednak opracowywane sag nowe metody sztucznego zwicksza-
nia czestotliwo$ci wystepowania takich alleli przy wykorzystaniu inzynierii genetycz-
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nej. Dane allele bylyby powielane poza organizmem zwierzecia, czyli ,,w szkle” (fac.
in vitro), a nastepnie wlaczane w genom zwierzgcia, badz zwickszano by lub elimino-
wano ekspresj¢ poszczegélnych genéw w celu zwigkszenia odpornosci na choroby
I wydajnosci zwierzat utrzymywanych w gospodarstwach [41].

Hodowle komdérkowe i tkankowe

Coraz wigkszy sprzeciw spoteczenstwa budzi wykorzystywanie zwierzat dla ja-
kichkolwiek ludzkich korzysci. Stad bioinzynieria proponuje réwniez nowe rozwigza-
nia opierajace si¢ o zdobytg dotychczas wiedze. Najlepsza alternatywa dla+ badan
prowadzonych na zwierz¢tach sg hodowle tkankowe (inzynieria tkankowa). Juz dzi$
wiele laboratoriow jest w stanie wytworzy¢ catg tkanke lub nawet narzady z pojedyn-
czych komérek. Musza by¢ one jednak utrzymywane w odpowiednich warunkach
wzrostu, w idealnie dobranym srodowisku. Przy ich spetnieniu naukowcy beda w sta-
nie wyprowadzi¢ organy do przeszczepow (w przypadku skory jako narzadu i tkanki
chrzestnej juz jest to mozliwe) [10]. Dodatkowa zaletg jest mozliwos¢ wykorzystania
do hodowli wlasnych komorek pacjenta, dla ktorego dane tkanki czy organy maja by¢
przeznaczone. W tym celu wykorzystywane sa zdolno$ci regeneracyjne somatycznych
komorek macierzystych, pobieranych ze szpiku kostnego. Alternatywnie wykorzystuje
si¢ rowniez indukowane, pluripotencjalne komorki (komorki réznicujace si¢) macie-
rzyste pobierane ze skory lub krwi, przeprogramowujgc je do stanu pierwotnego (em-
brionalnego). Kazdy z rodzajow tych komoérek wykorzystuje si¢ nastgpnie do r6znico-
wania w dowolny typ komodrek danej tkanki, badz do diagnostyki choréb, w tym
nowotworéw [35].

Organizmy modyfikowane genetycznie

Opisane wczesniej metody czy techniki, przyczynity si¢ takze do rozwoju produk-
tow spozywczych pochodzenia zwierzgcego, o zmienionych i polepszonych wtasciwo-
$ciach. Jednak tworzenie organizméw modyfikowanych genetycznie oraz wykorzysta-
nie zwierzat do badan i do$wiadczen laboratoryjnych to jedne z najbardziej
kontrowersyjnych aspektow rozwoju bioinzynierii.

Poczatkowo probowano wprowadza¢ na rynek konsumencki produkty GMO,
w tym réwniez zwierzeta modyfikowane genetycznie, z ktorych produkty miaty mie¢
lepszy sktad od tych uzyskiwanych naturalnie, np. wicksza zawarto§¢ konkretnych
biatek w migsie, tym samym mi¢so miato by¢ “smaczniejsze” przez zwigkszenie m.in.
jego kruchosci. Pierwsze GMO powstaty w drugiej potowie XX w., bedac nieodlacz-
nym elementem niektorych z galezi przemyshu jak rolnictwo, przemyst spozywczy,
farmakologia oraz medycyna. Pierwsza zmodyfikowanym genetycznie organizmem
byla oporna na kanamycyne bakteria E. coli (1973 r.), pierwsza rosling - tyton
(1983 r.), natomiast pierwszym zwierzgciem - mysz (1974 r.).
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Organizmy modyfikuje si¢ przy pomocy technik inzynierii genetycznej, w tym
z wykorzystaniem klonowania. Do ich powstania wykorzystuje si¢ ekstrakcje genu
zZ jednego organizmu i wszczepianie go do innego. Moga by¢ to modyfikacje tylko
W obrebie organizmu (jego genomu), bez wprowadzania do niego materiatu innego,
badz wprowadzenie danych fragmentow, jak geny z organizmu obcego (organizm
transgeniczny). Wykorzystanie organizméw modyfikowanych genetycznie reguluja
odpowiednie akty prawne wprowadzone w wigkszo$ci krajow, zwlaszcza krajow wy-
soko rozwinietych, w tym w catej Unii Europejskiej. Na calym swiecie w rolnictwie
uzywane s3 odmiany zmodyfikowanych roslin, o zwigkszonej odpornosci na herbicy-
dy, takich jak kukurydza, soja i rzepak [45]. Ponadto w przypadku kukurydzy transge-
nicznej MONS810 uzyskano odporno$¢ na omacnice prosowianke (Ostrinia nubilalis)
poprzez wprowadzenie do rosliny biatka CryA1(b) z bakterii Bacillus thuringensis ssp.
kurtsaki, ktore jest toksyczne dla tego owada [11]. R6zne gatunki roslin sg wykorzy-
stywane rowniez do produkcji substancji czynnych, np. antygendw wirusa zapalenia
watroby typu B syntetyzowanych przez liscie sataty lub tyton czy marchew — do pro-
dukcji szczepionek na malari¢, grypg, wscieklizne, czy zottaczke typu B [34, 45].
Woprowadzanie takich zmian moze wigza¢ si¢ jednak z pewnym ryzykiem zagrozenia
dla zdrowia konsumentow, zwlaszcza w poczatkowych fazach uprawy takich roslin,
zwigzanych przede wszystkim ze wzrostem alergennosci, problemami immunologicz-
nymi czy odporno$cig na antybiotyki [31], dlatego tez jest wielu przeciwnikéw mody-
fikowanych produktow.

Szybki postep nauki w tej dziedzinie wiaze si¢ ze zwickszong krytyka spoteczen-
stwa. Juz od 2000 roku ponad 50 % ludnosci Polski byta przeciwna produkcji transge-
nicznych zwierzat i roslin, pomimo ze wigkszo$¢ roslin jest przeznaczona na pasze dla
zwierzat. W 2017 roku az 70 % Polakdéw byto przeciwnych tworzeniu i wykorzystaniu
GMO. Najwickszym poparciem cieszyla si¢ natomiast produkcja GMO wykorzysty-
wanych do produkcji lekow (90 % w 2016 r.). W innych krajach europejskich sytuacja
wygladata podobnie. Obawy wynikaja najczgSciej z prze§wiadczenia, ze takie prze-
miany doprowadza do opornosci patogendw na antybiotyki, wzrostu zachorowan na
alergie, nowotwory czy zaburzen hormonalnych, a co za tym idzie, zaburzen ptodnosci
(fitoestrogeny soi). Istnieje rowniez obawa powstania ,,super chwastu”, przedostania
si¢ zmodyfikowanego genomu do $rodowiska naturalnego (pytek kwiatow), czy nisz-
czenia pozytecznych owadow (wyginigcie niemal 90 % rodzin pszczelich w Kanadzie).
Dlatego tez wszelkie organizmy transgeniczne sg weryfikowane juz na etapie tworze-
nia w laboratorium [18, 45], a jak wspomniano, wykorzystanie GMO jest obwarowane
szeregiem przepisow prawnych.

Jednym ze zwierzat zmodyfikowanych genetycznie, ktore zostalo wprowadzone
do sprzedazy jako produkt konsumencki dla ludzi jest Salmo salar (toso$ atlantycki) —
AguAdvantage (AquaBounty Technologies, Maynard, MA) zatwierdzony w 2015 roku
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przez Amerykanskg Agencje Zywnosci i Lekéw (FDA; Food and Drug Administra-
tion). Modyfikacja polegata na zastapieniu genu regulujacego hormon wzrostu tego
zwierzgcia genem pochodzacym od czawyczy (Oncorhynchus tshawytscha) z sekwen-
cja promotorowa od wegorzycy amerykanskiej (Zoarces americanus), co pozwolito na
przyspieszenie wzrostu i przyrostu masy w ciaggu kazdego roku Salmo salar okoto
dwukrotnie [15, 44]. FDA zatwierdzito réwniez do spozycia oraz potencjalnych zasto-
sowan terapeutycznych $winie GalSafe [16]. Swinie te sa wolne od cukru a-gal obec-
nego na powierzchni komorek zwyktych §win. Cukier ten powoduje u 0séb z zespotem
a-gal (ang. AGS; alpha-gal syndrome) reakcje alergiczne na czerwone migso, w kto-
rym jest on obecny (np. wolowinie, wieprzowinie czy jagniecinie) [17]. Jednak pro-
dukty GMO pochodzenia zwierzecego sa do tej pory oficjalnie dopuszczone do kon-
sumpcji w Ameryce i Kanadzie.

Obecnie coraz wiecej 0sob staje sie zwolennikami diety wylgczajacej z jadtospisu
migso oraz inne produkty pochodzenia zwierzecego. Gléwnym powodem jest niechec
ludzi do przyczyniania si¢ do $mierci lub cierpienia zwierzat oraz negatywnego wply-
wu na $rodowisko m.in. poprzez zwigkszanie §ladu weglowego. Jednak wiele z takich
0sob konsumowato migso i inne produkty zwierzece w dziecinstwie i pomimo wycofa-
nia ich z diety poszukujg produktéw o podobnych walorach smakowych. W odpowie-
dzi na te potrzeby powstajg liczne roslinne zamienniki miesa (np. kotlety sojowe), ma-
jace przypomina¢ w smaku produkty pochodzenia zwierzecego oraz dostarczaé
podobnych sktadnikow odzywczych. W laboratoriach trwajg natomiast prace nad uzy-
skaniem “sztucznego migsa”’, czyli migsa, a dokladniej tkanki mie$niowej, ktora
otrzymywana bedzie z pojedynczych komorek tej tkanki (miocytow) lub z komorek
macierzystych pobranych od zwierzat gospodarskich, w tym drobiu, a nast¢pnie
namnozonych w warunkach in vitro, uzupetnione komoérkami thuszczowymi (adipocy-
tami) oraz tkanka tacznag (fibroblasty) i naczyniami krwiono$nymi. Jest to jednak
skomplikowany proces, a gtdéwne problemy sg zwigzane ze wspOlpraca tych wszyst-
kich uktadow. Adipocyty maja odwzorowac¢ smak migsa, ale kolejnym problemem jest
kolor. Migénie uzyskiwane in vitro sg zotte ze wzgledu na zahamowang ekspresje mio-
globiny w warunkach tlenowych. Wprowadzenie witamin réwniez bedzie niezbednym
procesem przy produkcji sztucznego migsa [68].

Od kilkunastu lat trwajg intensywne prace laboratoryjne nad uzyskaniem migsa
komérkowego 1 juz kilka firm na §wiecie, w tym w Polsce, przygotowuje si¢ do wpro-
wadzenia takiego migsa na rynek. ,,Burger in vitro” zadebiutowal na konferencji
w Londynie w 2013 roku. Migso przygotowywane byto przez kilka tygodni w labora-
torium przez holenderski zespot Marka J. Posta [46] i skonsumowane, a produkcja
142 g zostala wyceniona na ok. 250 tys. euro [20]. Pierwszym krajem, ktory wydat
oficjalng zgode¢ na sprzedaz migsa komorkowego byt Singapur — stato si¢ to juz w 2020
roku. Drugim krajem sg Stany Zjednoczone. Produkty dwoch amerykanskich firm



28 Adrianna Szprynca, Anna Piliszek, Emilia Bagnicka

otrzymalty wiasnie oficjalng zgode¢ na sprzedaz migsa kurczaka hodowanego komor-
kowo w Stanach Zjednoczonych. Roéwniez w Polsce dziata juz firma, ktora pracuje nad
rozwojem rolnictwa komorkowego [67]. Produkcja i wprowadzanie na rynek migsa
pochodzacego z hodowli komérkowych w Unii Europejskiej regulowane jest przez
rozporzadzenie UE 2015/2283 w sprawie nowej zywnosci [56]. Dotychczas technolo-
gia ta do wyprodukowania takiej samej ilosci ,,mig¢sa” wymagata dluzszego czasu
i byta duzo bardziej kosztowna niz klasyczna jego produkcja, jednak wraz z postepem
prac koszt ulegt juz znacznej redukcji — z 250 tys. do kilkunastu USD [67].

Techniki in vitro

Technika zaplodnienia in vitro powstata zaréwno dzieki pracom w zakresie inzy-
nierii genetycznej, jak i dzieki rozwojowi innych dziedzin bioinzynierii, w tym hodow-
li komorkowej. Potaczenie metod tych dziedzin, technik i sprzetu oraz odpowiedni
sktad i dobdr pozywek dla komorek jajowych i zarodkéw, pozwolity na doskonalenie
zwierzat poprzez przekazywanie pozadanych cech i faczenie ich w celu uzyskiwania
zwierzat najbardziej wydajnych w zakresie danej cechy. Rozwoj technik kriokonser-
wacji oocytow, zarodkOw 1 nasienia pozwala zaro6wno na zachowanie materialu gene-
tycznego cennych ras lub ginacych gatunkéw, jak i na zachowanie ptodnosci m.in.
osobom narazonym na szkodliwe efekty uboczne radio- i chemioterapii [42]. Pozwoli-
o to rowniez na zmian¢ podejscia do nauki wérdd ludzi, gdyz zaptodnienie in vitro
umozliwia wielu parom, ktére z jakiego$s powodu nie moga mie¢ potomstwa, na do-
prowadzenie do powstania zygoty i wprowadzenie jej do organizmu kobiety, w ktérym
dalej rozwija si¢ ona naturalnie.

Pierwszym istotnym elementem zaptodnienia in Vvitro jest pobranie komorek ja-
jowych i doprowadzenie do uzyskania przez nie petnej dojrzatoéci jadrowej oraz cyto-
plazmatycznej (odblokowanie oocytu I rzedu, metafazy I mejozy) poza organizmem
matki. Umozliwiaja to odpowiednio dobrane sktadniki wzbogacajace do pozywek
opartych najczesciej na cielgcej surowicy ptodowej (FCS — ang. Fetal Calf Serum),
m.in. ptyn pecherzykowy (FF - ang. Follicular Fluid) oraz hormony gonadotropowe,
w tym luteinizujacy (LH), hormon folikulotropowy (FSH) czy czynniki wzrostu. Nale-
zy zaznaczy¢, iz pozywki i metody dojrzewania oocytow zwierzgcych i ludzkich oraz
hodowli zarodkow in vitro podlegaja ciagtym zmianom i ulepszeniom [13]. Zaptodnie-
nie jest przeprowadzane w matej kropli odpowiednio przygotowanej pozywki, poprzez
umieszczenie w niej dojrzatych oocytow oraz plemnikoéw [6]. Mozliwosci zaptadniaja-
ce nasienia sprawdza si¢ przede wszystkim przy pomocy metody swim-up, okreslajacej
zdolno$¢ migracji plemnikéw. Zdolnos$¢ zaptodnienia zostaje w tej metodzie potwier-
dzona w momencie, w ktérym plemniki sg zdolne podptyna¢ w gome partie pozywki
(czyli ptyng w gorg, ang. swim up) [57]. Do oczyszczenia nasienia i wyodrgbnienia
plemnikéw zdolnych do zaptodnienia wykorzystuje si¢ takze, powszechnie stosowang
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i u ludzi, metode wirowania w gradiencie ggstosci Percollu (narzedzia do rozdzielania
komorek w zaleznosci od ich wielkosci). Pozwala ona na oddzielenie od siebie frakeji
najbardziej ruchliwych plemnikow od tej zawierajacej gamety o obnizonej ruchliwosci
oraz zmienionej morfologii i innych komérek somatycznych [6]. Kolejnym istotnym
elementem jest kapacytacja plemnikow za pomoca odpowiednich pozywek. Jest to
jeden z najistotniejszych procesow, konieczny do osiggni¢cia przez plemniki gotowo-
$ci do penetracji komorki jajowej oraz komorek wzgorka i ostonki przejrzyste;j.

Zaptodnienie in vitro jest czgsto wspomagane technikami mikromanipulacyjnymi
polegajacymi na bezposrednim, mikrochirurgicznym wprowadzeniu plemnika do wne-
trza komorki jajowej (ICSI — ang. Intra Cytoplasmic Sperm Injection). Przed przysta-
pieniem do ICSI, oocyt oczyszcza si¢ z komorek wzgorka jajonosnego i wienca pro-
mienistego (dekoronizacja) oocytow przy pomocy procesOw enzymatycznych, stosujac
hialuronidaze i mechanicznie (przy pomocy pipety). Komorki jajowe w stadium meta-
fazy Il to jedyne oocyty poddawane mikromanipulacji. Oczyszczone komorki umiesz-
cza si¢ pojedynczo w mikrokroplach medium hodowlanego na szalce Petriego, obok
kropli z wczeéniej przygotowanym nasieniem. Cato$¢ zostaje przykryta warstwa oleju
mineralnego. Wybrane plemniki o prawidlowej morfologii i ruchu unieruchamia sig¢
i nastepnie wprowadza do wnetrza pipety iniekcyjnej. Unieruchomiona pipeta przy-
trzymujaca komorka jajowa jest ustawiana ciatkiem kierunkowym prostopadle do pipe-
ty podtrzymujgcej. Na koniec dochodzi do przerwania cigglosci ostonki przejrzystej
przez pipete iniekcyjng, potem btony komoérkowej oocytu i wprowadza si¢ pojedynczy,
wyselekcjonowany plemnik do cytoplazmy komorki jajowej [6]. Technika ICSI po-
zwala na zaptodnienie zar6wno z uzyciem §wiezego, jak i uprzednio zamrozonego
nasienia.

Rozwoj technik mikromanipulacyjnych umozliwit takze opracowanie metod klo-
nowania somatycznego, pozwalajacych na uzyskanie identycznych genetycznie kopii
zwierzat. Pierwszym sklonowanym zwierzeciem byt ptaz — platana szponiasta (Xeno-
pus laevis) [25, 26], za co John Gurdon otrzymat w 2012 roku nagrode Nobla w dzie-
dzinie fizjologii lub medycyny. Niemal 40 lat pozniej uzyskano pierwszego sklonowa-
nego ssaka - owce Dolly [8], a po niej takze klony wielu innych gatunkéw ssakow,
m.in. myszy, $wini czy matpy [39]. Najczesciej stosowang technikg klonowania soma-
tycznego jest przeniesienie jadra komodrki somatycznej (SCNT — ang. Somatic Cell
Nuclear Transfer). W tej technice komorke jajowg — biorce — pozbawia si¢ materiatu
genetycznego (przedjadrza), a nastgpnie mikrochirurgicznie (za pomoca szklanej mi-
kropipety) wprowadza si¢ na jej miejsce material genetyczny (komorke somatyczng)
dawcy. Klonowanie somatyczne jest metodg o niskiej wydajnosci (okoto 2 %), moze
by¢ jednak stosowane w celu uzyskiwania identycznych genetycznie kopii osobnikow
o0 cennych lub unikatowych cechach, na przyktad ras czy gatunkéw zagrozonych [40],
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zwierzat transgenicznych, a nawet osobnikow o szczegolnie pozadanych cechach uzyt-
kowych [54].

Klonowanie ludzi w celach reprodukcyjnych nie jest stosowane i jest obecnie
prawnie zabronione w 70 krajach. Klonowanie terapeutyczne, to znaczy majace na celu
uzyskanie nie urodzonych osobnikéw, ale komoérek czy organow, jest przedmiotem
debat. Zastosowanie tej techniki pozwolitoby na przyktad na uzyskanie tkanek do prze-
szczepu identycznych genetycznie z pacjentem, niwelujac ryzyko odrzucenia prze-
szczepu, jednak koszt tak spersonalizowanej procedury bytby bardzo wysoki. W wielu
krajach, w tym w Polsce, stosowanie klonowania terapeutycznego w przypadku ludzi
jest takze zabronione ze wzgledoéw etycznych.

Zasady 3R i zwiazane z nimi rozwigzania

Wiele technik in vitro jest juz komercyjnie wykorzystywanych w laboratoriach.
Tkanki oraz organoidy (miniaturowe modele organéw otrzymane in vitro) [70] uzy-
skane w hodowlach in vitro mozna wykorzystywa¢ réwniez jako zamiennik dla zwie-
rzat w badaniach laboratoryjnych, np. do testow toksykologicznych. Jest to jedna
Z zasad prowadzenia badan laboratoryjnych zawartych w tzw. zasadach 3R. Te za$
zawierajg si¢ w jednolitej platformie prawnej w postaci dyrektywy 2010/63 [14] usta-
nowionej przez Parlament Europejski we wszystkich krajach nalezacych do Unii Euro-
pejskiej [51]. W Polsce zasady te wprowadzono ustawg o ochronie zwierzat wykorzy-
stywanych do celow naukowych i edukacyjnych z dnia 27 maja 2015 roku [61].
Zasady 3R to skrot od trzech istotnych praw odnoszacych sie do stow “zastapienie”
(ang. replacement), “ograniczenie” (ang. reduction) oraz “udoskonalenie” (ang. refi-
nement). Kazde z nich kieruje si¢ do konkretnych dziatan na rzecz prowadzenia badan
laboratoryjnych w bardziej etyczny i akceptowalny przez spoteczenstwo sposob.

“Zastgpienie” to zastosowanie metod pozwalajacych zastgpi¢ zwierz¢ta w bada-
niach lub testach, w ktorych sa wykorzystywane. Coraz czg¢Sciej daje to mozliwos¢
catkowitej eliminacji zwierzat z doswiadczen, przynajmniej na pierwszych etapach
badan, jesli nie wszystkich. Zastgpienie moze si¢ odbywac przez wykorzystanie ho-
dowli tkankowych lub komoérkowych, embrionow krggowcow nieobjetych ochrong
prawng lub zwierzat bezkrggowych (np. muszka owocowa, robaki czy $luzowce) oraz,
jesli to mozliwe, uzycie modeli matematycznych lub komputerowych. Testowanie
substancji draznigcych lub sktadnikéw lekow oraz badania nad komoérkami hematopoe-
tycznymi prowadzi si¢ aktualnie przy uzyciu hodowli komoérkowych [12]. Hodowle
tkankowe wykorzystywane sg w roznego rodzaju modelach narzadéw (np. “organdéw
na czipach”, ang. organ on chips), m.in. w kardiologii i w badaniach nad patomechani-
zmem astmy, jak rowniez w badaniach przerzutéw nowotworoéw ztosliwych. Natomiast
za pomocg programéw komputerowych mozna ustali¢, jak dostosowaé testowany li-
gand (lek) do receptora (konkretnego rodzaju komoérek w narzadach lub wystgpujacych



ROZWOJ BADAN W DZIEDZINIE BIOINZYNIERII I BIOTECHNOLOGII 31

na powierzchni komoérek nowotworowych) i w ostatniej fazie badan sprawdzi¢ to
W badaniach na zwierzetach, ograniczajac ich liczbg [51]. Odnosi si¢ to do “ogranicze-
nia”, czyli postgpowania w celu zredukowania liczby zwierzat wykorzystywanych
W badaniach z uzyskaniem porownywalnych wynikow do tych, jakie zostalyby uzy-
skane przy ich wykorzystaniu. Inne metodystosowane do ograniczenia wykorzystania
zwierzat w badaniach to przede wszystkim dzielenie si¢ wynikami do$§wiadczen mig-
dzy zespotami badawczymi, jak rowniez doktadne analizy statystyczne oraz ulepszanie
projektow do$wiadczalnych przez wykorzystanie innych technik, np. obrazowania,
pozwalajacych na dtugotrwala obserwacje wybranej populacji zwierzat i opieranie si¢
na zdobytej do tej pory wiedzy naukowe;j. Ostatnia z trzech zasad 3R to “udoskonale-
nie” wigzace si¢ z minimalizacja bolu, cierpienia, mozliwych urazéw oraz stresu,
zwigzanych z badaniami. Odnosi si¢ wigc ona do catkowitego polepszenia dobrostanu
zwierzat, 1acznie ze sposobem ich utrzymania przed do$wiadczeniem, w jego trakcie
i po nim. W tym celu przystosowuje sie zwierzeta juz od urodzenia do pewnych proce-
dur (jak wazenie czy pobieranie krwi), urozmaica srodowisko, w ktdérym sg utrzymy-
wane, réznego rodzaju elementami do zabawy czy kryjowkami oraz stosuje odpowied-
nie anestetyKki i srodki przeciwbolowe [51].

Inzynieria tkankowa jest z pewnoscia przysztoscig medycyny, nie tylko ze wzgle-
dow etycznych, ale rowniez przez ztozono$¢ uktadéw i funkcji narzgddéw. Jednak nie
nalezy zapominaé, ze organizmy, mimo podobienstw, r6znig si¢ od siebie i nie w kaz-
dym do$wiadczeniu mozna zastgpi¢ model zwierzgcy hodowlami tkankowymi i ko-
moérkowymi. Niektére do§wiadczenia wymagaja wykorzystania zwierzat we wstepnej
badz pozniejszej fazie eksperymentéw. Jednak prawdopodobnie rozwo6j nauki zaowo-
cuje z czasem catkowitg rezygnacja z ich wykorzystywania w eksperymentach nauko-
wych.

Wraz z rozwojem nauki zaczely pojawiaé si¢ pytania, watpliwosci i obawy przed
czyms$ dotychczas nieznanym. W ostatnim czasie obawy te znacznie si¢ nasility. Zmia-
ny w sferze nauki budza wigksze emocje niz w przesztosci (jak to bylo z tematyka
transformacji genetycznej i klonowania), gdyz dotycza istoty ludzkiego zycia, ingeren-
cji w mechanizmy kodowania i przekazywania informacji genetycznej oraz w pewien
Sposob naruszajg tez sposob zycia, odzywiania 1 obyczajow, zostawiajac niepewnosé
w kontekscie ich przyszlosci. Zauwazalny staje si¢ aktualnie postgpujace zwatpienie
W postep oraz brak zaufania do nauki. Majac lepszy dostgp do nowych informacji po-
przez réznego rodzaju szeroko dostepne media, ludzie coraz czgéciej napotykaja na
intensywnie rozpowszechniane mity i uproszczenia. Wielokrotnie tez padaja fatszywe,
przerysowane stwierdzenia, ktore nasilajg dyskusje lub dane informacje sa przekazy-
wane w nieodpowiedni sposob, wprowadzajac przecigtnego odbiorce w blad i naraza-
jac nauke na pochopne, nieprzychylne osady [2].
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Podsumowanie

Rownolegle do rozwoju technologii spoleczenstwo powinno by¢ zachecane do
zapoznania si¢ z samg ideg biotechnologii i bioinzynierii, gdyz nowe technologie
otwierajg nowe perspektywy, nie tylko poprawy jakosci ludzkiego zycia, ale wrecz
ratowania go. Takze rozwdj tych nauk to rownoczesny rozwoj wszelakich ptaszczyzn
zycia codziennego, zaczynajac od etycznego traktowania zwierzat i ich wykorzystywa-
nia do badan, a konczac na najwazniejszej i bezposrednio dotykajacej ludzi, czyli me-
dycynie i wszystkich jej dziedzinach.

Wykorzystywanie zwierzat do doswiadczen jest kontrowersyjne i wywoluje wiele
dyskusji i sporow. Dzigki temu rozbudowano przepisy prawa, tworzac liczne ustawy
(np. wspomniana wyzej dyrektywa 2010/63), majace gwarantowac dobrostan zwierzat
wykorzystywanych w badaniach naukowych. Przeprowadzanie niektérych badan na
zwierzetach jest jednak niezbedne w celu uniknigcia prowadzenia analogicznych badan
na ludziach. Uwaga spoteczenstwa skupia si¢ gtdwnie na niehumanitarnym przepro-
wadzaniu procedur, ktéore mimo przebiegu zgodnego z prawem, wigza si¢ z bolem,
cierpieniem, narazeniem zwierzat na strach lub trwaly uszczerbek na zdrowiu oraz
nierzadko $mier¢. Aktualnie wprowadza si¢ jednak niezbedne $rodki majace na celu
przeciwdziatanie dolegliwo$ciom fizycznym, jak roéwniez negatywnym stanom psy-
chicznym i emocjonalnym (cierpienie i stres) (np. wspomniana wyzej zasada 3R). Co
wiecej, przepisy sa regularnie aktualizowane w celu ograniczenia krzywdy wobec
zwierzat. Doswiadczenia muszg by¢ szczegdtowo opisywane i akceptowane przez lo-
kalne komisje etyczne. W $wietle tych ustaw kazda z procedur jest obowigzkowo pod-
dawana wczesnemu i humanitarnemu zakonczeniu [22]. Zwierzeta sa wigc, wbrew
temu co niekiedy kreuja media, traktowane w sposoéb humanitarny, zardwno przed
doswiadczeniami, jak i w trakcie ich trwania. Maja one swoich opiekunow, ktorzy
codziennie bacznie dogladaja ich dobrostanu. Procedury sa przeprowadzane w taki
sposob, aby uzyskiwa¢ jak najbardziej miarodajne wyniki. Unika si¢ powielania takich
samych badan, dzigki udostepnianiu ich wynikow w §rodowisku naukowym oraz ogra-
nicza liczbe zwierzat do minimum.

Nauka, poprzez ciagly rozwdj, tworzac coraz to nowsze techniki i metody, pro-
wadzi do rozwoju réznych nowych nauk, ktére powstajg na podstawie juz istniejacych
lub w wyniku ich podziatu na mniejsze dziedziny nauki. Bioinzynieria, bedaca odnoga
biotechnologii, ma duzy potencjat, ktéry widoczny jest przez jej rozwoj w postaci po-
wstawania i polepszania metod laboratoryjnych, majacych zastosowanie w roéznych
sferach zycia. W zaprezentowanym artykule zostalty omowione pokrotce najwazniejsze
1 najczesciej wykorzystywane sposrod nich. Nalezy zauwazy¢, ze laboratoria rowniez
sg ukierunkowane na przeprowadzanie w nich konkretnych badan, stad trudno wymie-
ni¢ i opisa¢ wszystkie istotne techniki, ktore sg aktualnie lub beda w przysztosci prak-
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tykowane. Nauka ma przed soba jeszcze wiele do zaprezentowania — miejmy nadziejg,
ze wkrotce si¢ o tym przekonamy.
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DEVELOPMENT OF RESEARCH IN THE FIELD OF BIOENGINEERING AND
BIOTECHNOLOGY

Summary

Background. Science has been developing since time immemorial. As a result of curiosity, observa-
tion or the desire to improve the standard of living, various techniques and methods used in every field of
science have been created over the centuries, and are still being developed nowadays. This made it possi-
ble to develop biotechnology, and subsequently, bioengineering. Changes in industry start with laboratory
works. The most important and most frequent methods and techniques used in laboratories, the history of
their creation, their current applications and possible use in the future were discussed in the article. These
methods and techniques concern various areas of life and involve interference in the lives of animals, such
as crosshreeding, genetic transformations or manipulations carried out on material obtained from them.
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Results and conclusions. Animal research makes it possible to improve the quality of human life, es-
pecially for patients. However, it should be remembered that animals are also sentient beings and cannot
be overexploited. They must be provided with appropriate living conditions, ensuring animal welfare. The
development and implementation of new legal regulations and the 3R principles, as well as the develop-
ment of state-of-the-art cell and tissue culture technologies, allow for limiting the use of invasive proce-
dures in animal research. It is impossible to list and describe all important methods and techniques that are
currently, or will be, practiced and developed in the future. Science still has a lot to discover, develop and
offer for practice.
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