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SAMMANFATTNING

Transplantation innebdr att ett organ eller vdvnad tas fran en individ och ges till en annan individ
med behov av organet eller vivnaden. Ett problem globalt ar att det finns for {2 tillgéngliga
organ for transplantation. Xenotransplantation skulle kunna vara losningen pd problemet och
darfor har xenotransplantation frdn gris till ménniska utvirderats sedan 90-talet.
Xenotransplantation innebar att organ eller vdvnad tas frén en individ och ges till en individ av
annan art. Det ger dock upphov till fyra immunologiska avstétningsreaktioner: hyperakut-, akut
humoral-, akut celluldr- och kronisk avstotning. Att utveckla metoder som forhindrar dessa
avstotningsreaktioner har dirfor varit av stor betydelse.

Fragestillning i1 den hér litteraturstudien har rort varfor avstotningsreaktioner uppstar, hur det
porcina viromet paverkar fOrutsdttningarna for xenotransplantation, hur CRISPR/Cas9-
systemet fungerar och hur den tekniken kan tillampas for att driva utvecklingen med mal att
gora xenotransplantation fran gris till manniska kliniskt mojligt.

En del i problematiken med xenotransplantation mellan gris och ménniska &r grisens endogena
retrovirus (PERV). Dessa skulle kunna 6verforas till ménniskor vid xenotransplantation och
sedan liksom andra retrovirus orsaka immunosuppression och tumorbildning.

For att forhindra dessa problem har man forsokt dverbrygga den genetiska skillnaden mellan
ménniskor och grisar genom genetiska modifieringar. Tack vare olika gentekniker har nu
mycket av den initiala problematiken med xenotransplantation dvervunnits. Den hyperakuta
avstdtningen har forebyggts genom att ta bort grisens gen som ger uttryck av galaktos-alfa-1,3-
galaktos (gal) och modifierat grisorgan sd att de uttrycker humana regulatoriska
komplementfaktorer vilket ytterligare har forbéttrat 6verlevnadstiden for xenotransplantat.

Med utvecklandet av CRISPR/Cas9-systemet och dess applicering inom xenotransplantation
har PERV-fria grisar tagits fram. CRISPR/Cas9 ar ett effektivt verktyg for modifiering av gener
1 eukaryota celler. Till skillnad frén tidigare tekniker som “zinc finger nucleases” (ZFN) och
“transcription activator-like effector nuclease” (TALEN) tycks CRISPR/Cas9 inducera farre
risker vid genmodifiering och produktion av CRISPR/Cas9-systemet &r dessutom mindre
tidskrdvande.



SUMMARY

Transplantation is a process where you take an organ or tissue from one person and give to
another in need of a new organ or tissue. A global problem is that there are too few organs and
tissue available for transplantation. Xenotransplantation could be the solution to the worldwide
problem and xenotransplantation from pigs to humans has been evaluated since the 90’s.
Xenotransplantation is a process where you take an organ or tissue from one individual and
give it an individual of a different species. Xenotransplantation from pig to primates gives rise
to 4 graft rejection reactions: hyper acute, acute vascular, acute cellular and chronic rejection.
The development of methods to prevent graft rejection reactions has therefore
been of great importance.

In this literature review the approached questions are why graft rejection reactions occur, how
the porcine virome affects the conditions for xenotransplantation, how the CRISPR/Cas9
system works and how that technology can be applied to forward the development of
xenotransplantation.

One of the problems with xenotransplantation between man and pig are the porcine endogenous
retro virus (PERV). This has worried the scientists as the viruses could potentially be transferred
to humans from pigs and then like other retroviruses cause immunosuppression and
tumourgenesis.

To prevent these problems, scientists have tried to bridge the genetic difference between
primates and pigs through genetic engineering. Today much of the initial problems of
xenotransplantation have been successfully counteracted. The hyper acute rejection has been
counteracted by removing the pig's expression of gal molecules and engineering of pig organs
to express human complement decay molecules has further improve the survival time of
xenografts. Through the development of the CRISPR/Cas9 system and its application in
xenotransplantation PERV-free pigs have been developed.

CRISPR/Cas9 is an effective tool to remove and insert genes in eukaryotic cells. Unlike
previous technologies, e.g. ZFN and TALEN, that were more complicated, it is more secure
and less time consuming to build systems targeting specific gene sequences with the
CRISPR/Cas9 technique.



INLEDNING

Manga ménniskor har pa grund av olyckor eller kronisk sjukdom behov av ett eller flera nya
organ. I Sverige stod det 685 personer pa vintelistan for nya organ i januari 2018. Under 2017
utfordes det 820 transplantationer och det dog samtidigt 21 personer som inte fick nya organ i
tid. For att sétta detta 1 ett storre perspektiv sa bodde det ungefiar 10 miljoner méanniskor i
Sverige 1 januari 2018. Vid samma tidpunkt bodde det ungefar 326 miljoner minniskor i USA
och av dessa stod ungefar 125 000 pa véntelista for nya organ. Det utfordes under 2017 1 USA
34 770 transplantationer och det dog cirka 6000 personer i vintan pa nya organ
(Scandiatransplant, 2018; OPTN, 2018).

Tusentals ménniskor dor alltsa varje &r pd grund av brist pé nya organ eftersom efterfrdgan ar
storre dn utbudet. Manniskor idag med behov av nya organ eller vdvnader fir dem ifrdn levande
eller avlidna personer som valt att donera sina organ och vidvnader till behdvande.
Transplantation av organ eller vivnader mellan tvd individer av samma art kallas for
allotransplantation. 1 avsikt att eliminera bristen pad nya organ héller en annan typ av
transplantation pa att utvecklas, xenotransplantation. Xenotransplantation innebdr att organ
eller vavnad 6verfors fran en individ till en individ av en helt annan art. For xenotransplantation
till manniska har man valt att rikta in sig pa att anvéinda grisar som donatordjur. Valet av gris
baseras bland annat pd 1dmplig storlek pa organ, liknande fysiologi och att grisar dr latta att avla
och foda upp. Ett stort problem med xenotransplantat som 6verfors fran grisar till primater ar
att grisorganen ger upphov till kraftiga avstotningsreaktioner vilket forstor de transplanterade
organen. Utdver det bir alla grisar pa porcina endogena retrovirus (PERV) och dessa skulle
potentiellt sett kunna infektera ménniskor vid xenotransplantation med immunosuppression och
tumorbildning som foljd. Det krdavs darfor flera forebyggande éatgdrder innan
xenotransplantation kan bli tilldimpbar pd manniska (Denner, 2017).

Fragestéllningar 1 den hér litteraturstudien dr varfor avstotningsreaktioner uppstar, hur det
porcina viromet paverkar fOrutsdttningarna for xenotransplantation, hur CRISPR/Cas9-
systemet fungerar och hur tekniken kan tillimpas for att driva pd utvecklingen med malet att
gora xenotransplantation kliniskt mojligt.

MATERIAL OCH METODER

Underlaget till litteraturdversikten har inhdmtats fran databaserna Primus, Pubmed och Web of
Science. Sokorden anvéndes pé de olika databaserna var Xenotransplant®, Pig* OR swine* OR
piglet* Or boar* OR Sow*, CRISPR/Cas9 OR CRISPR OR Cas9, PERV OR porcine
endogenous retrovirus, Rejection samt Gal. De anvdndes ensamma eller 1 kombination med
andra sokord.



LITTERATUROVERSIKT
Varfor sker avstotningsreaktioner?

Det absolut storsta problemet vid xenotransplantation, likt allotransplantation, &r att
mottagarens immunsystem inte godkdnner det nya frimmande organet. Inmunsystemet svarar
med att stota bort organet genom flera olika vildefinierade avstotningsreaktioner. En
avstotningsreaktion kan initieras bara nagra minuter efter att blodflodet har &terstillts 1
xenotransplantatet. Nar mottagarens immunforsvar kianner av frimmande molekyler eller celler
frdn transplantatet startar det ett immunsvar. Skadorna som f6ljer leder till att organet slutar
fungera. Xenotransplantation ger upphov till fyra olika typer av avstotningsreaktioner:
hyperakut-, akut humoral-, celluldr- och kronisk avstotning (Meier et al., 2018).

Hyperakut avstétning

Hyperakut avstotning uppstar fran minuter till timmar efter genomf6érd xenotransplantation.
Forloppet borjar med inbindning av preformerade antikroppar till endotelantigen i1 det
transplanterade organet. Den 1 sérklass viktigaste antigena strukturen som initierar den
hyperakuta avstotningen &r disackariden galaktos-alfa-1,3-galaktos (gal). Gal uttrycks pd de
flesta ddggdjurs cellmembran, men dven pé ytan av vissa bakterier och virus. Ménnisko- och
markattartade apor saknar dock gal-uttryck pa sina celler da genen som kodar fér enzymet som
bygger gal-disackariden har gétt forlorad under evolutionen. En f6ljd av detta ar att primater
bildar naturliga antikroppar mot gal och eftersom gal uttrycks hos gris kan de preformerade
antikropparna direkt binda och initiera skada 1 det transplanterade organet. Néar antikroppar har
bundit till gal kan cirkulerande komplementfaktorer interagera med antikropparna och aktivera
komplementsystemet vilket leder till bildningen av “membrane attack complex” (MAC).
Resultat blir att endotelceller dels lyseras och att endotelcellerna aktiveras vilket leder till en
okad koagulationsbenédgenhet. Organet forstors slutligen som en f6ljd av interstitiella 6dem,
blodningar och trombos (Joziasse & Oriol, 1999; Igaz, 2001; Galili, 2005; Cooper et al., 2015;
Puga Yung et al., 2017; Meier et al., 2018).

Akut humoral avstotning

Genom att bland annat tomma mottagare av xenotransplantat pa anti-gal-antikroppar kan den
hyperakuta avstdtning undvikas (Lam et al., 2004). Organet kan dock fortfarande avstdtas inom
nagra dagar via akut humoral avstétning. Till skillnad fran den hyperakuta avstétning som till
stor del initieras av gal sa riktas mottagarens immunforsvar mot ett flertal andra grisantigen vid
akut humoral avstotning. Denna avstotningsreaktion medieras av antikroppar,
komplementfaktorer och celler fran det medfodda immunforsvaret. Komplementaktivering via
antikroppsinbindning orsakar skador pa endotelceller. Immunceller frdn det medfodda
immunforsvaret, frimst natural killer (NK) -celler, inducerar apoptos i xenotransplantatets
celler genom antikroppsberoende cellmedierad cytotoxicitet (ADCC). Antikroppar som bundit
till fraimmande antigen uttrycker en Fc-region. FC-receptorer pa NK-cellen kidnner igen omradet
och binder NK-cell till antikroppen. Efter inbindningen till antikroppen kan NK-cellen frisétta
granzymer som gOr att den frimmande cellen genomgér apoptos. Neutrofiler frisitter
syreradikaler som skadar kirlviggen och utsondrar cytokiner (Shimizu & Yamada, 2006; Puga
Yung et al., 2017; Meier et al., 2018).



Akut cellular avstétning

Immunsvaret vid akut celluldr avstétning dr framst adaptivt och det uppstér fran veckor till
manader efter en genomford transplantation. Det adaptiva immunsvaret initieras normalt av att
antigenpresenterande celler (APC), framfor allt dendritiska celler (DC), plockar upp antigen
och presenterar detta pa major histocompatibility complex” (MHC)-II. DC vandrar sedan till
ndrmaste lymfknuta ddr naiva CD4+ T-celler aktiveras genom att de binder till MHC-II och
fraimmande peptid med hjélp av sina T-cellsreceptorer (TCR). Naiva B-celler aktiveras ocksa i
lymfknutorna men da av fritt cirkulerande porcint antigen. Aktiverade CD4+ T-celler kan sedan
aktivera cytotoxiska T-celler (CTL) som fatt signal 1 av DC genom cross-presentation av
antigen via deras MHC-I.

Vid allo- och xenotransplantation av organ tycks T-celler kunna bli aktiverade genom tva vigar,
”direct pathway” eller ’indirect pathway”. ”Direct pathway” innebér att mottagarens T-celler
via sin TCR direkt binder in till swine leukocyte antigen (SLA), grisens motsvarighet till
humana MHC-molekyler, pd det transplanterade organet cellytor. Detta leder till att CTL borjar
angripa den frimmande védvnaden. ”Indirect pathway” initieras ndr mottagarens T-celler via
TCR binder in till kroppseget MHC-II som presenterar porcint antigen. Det leder till en CD4+
T-cellsaktivering vilka kan utsondra cytokiner som driver pd inflammation och dven inducera
en switch av antikroppsklassen som produceras av det aktiverade B-cellerna (Puga Yung et al.,
2017; Meier et al., 2018; Higginbotham et al., 2015; Scalea et al., 2012).

Kronisk avstétning

Vid kronisk avstotning som normalt intrdffar manader efter transplantation dr de exakta
mekanismerna fortfarande inte helt kartlagda, det verkar dock vara ett resultat av flera faktorer.
Aktivering av endotelceller 1 organet tack vare antikroppar och/eller komplement, celler fran
medfodda immunforsvaret och/eller blodpléttars interaktion med endotelceller vilket leder till
uttryck av tissue factor” (TF) och forlust av antikoagulatoriska protein. TF ir ett protein som
fungerar som receptor och kofaktor till faktor 7 1 koagulationskaskaden. Nér TF exponeras for
blodcirkulationen vid skador kan faktor 7 binda in till TF och detta startar tissue factor
pathway” i koagulationskaskaden (McVey, 1999). Aven bristande molekylir kompabilitet
mellan arternas proteiner som reglerar koagulationen tros spela in. Forskare har bland annat
visat att grisens trombomodulin (TM) dr en sdmre kofaktor till humant protein C &n det human
TM. Protein C har en antikoagulativ verkan och pa grund utav detta tros xenotransplant av
grisorgan bidra till en 6kad koagulationsbendgenhet 1 mottagaren (Roussel et al., 2008; Iwase
etal., 2014).

Grisens virom

Utover beskrivna avstotningsreaktioner kan delar av grisens virom potentiellt sett orsaka
problem vid xenotransplantation. Det krdvs dock fler studier for att utrona vilka porcina virus
som eventuellt kan infektera ménskliga celler och vilka konsekvenser det skulle ge upphov till.
Nagra virus har dock blivit uppmérksammade. I en retrospektiv studie av Yamada et al. (2014)
noterades en markant reducering i Overlevnadstid av grisnjurar som transplanterats till
manniskoapor om njurcellerna bar pa cytomegalovirus. Risken med 6verforing av porcina virus
kan dock 1 stor utstrickning forebyggas genom moderna djurhdllningsmetoder, selektiv avel
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och andra forebyggande atgirder. Dock kan inte alla virus forebyggas och det virus som anses
mest bekymmersamt med avseende pa xenotransplantation dr porcint endogent retrovirus,
PERV.

Dessa virus forekommer naturligt i alla grisgenom vérlden 6ver beroende pd PERV forméaga att
omvandla sitt RNA till DNA och inkorporera det i virdcellers genom som ett provirus. Provirus
ligger vilande 1 vardcellers genom och fors vidare till dotterceller vid celldelning och kan ocksa
spridas horisontellt till virddjurens avkommor via konscellerna. Det har inte bevisats om PERV
kan 6verforas till ménniskor vid in vivo studier, men i in vitro studier har PERV fran grisceller
kunnat infektera minskliga celler. Aven en xenogen retrovirusinfektion skulle kunna leda till
immunosuppression och tumdrbildning i varddjuret och det har dirfor varit av yttersta vikt att
eliminera forekomsten av PERV 1 grisar (Denner & Tdnjes, 2012; Denner, 2017; Niu et al.,
2017).

CRISPR/Cas9-tekniken

CRISPR/Cas9-tekniken ar ett effektivt verktyg som anvinds for genmodifiering av eukaryota
celler. Tekniken bygger pa en naturligt forekommande férsvarsmekanism 1 bakterier och arkéer
som ger mikroorganismerna ett adaptivt skydd mot frimmande genetiskt material vid
virusinfektioner. CRISPR/Cas-system delas in i olika typer baserat pa deras uttryck av Cas-
proteiner. CRISPR/Cas9 system tillhoér typ 2 och det som utmérker klassen é&r att
forsvarsmekanismen bara behdver ett fatal molekyler for att fungera till skillnad frdn de andra
mer komplicerade typerna (Deltcheva et al., 2011).

CRISPR/Cas-systemen ligger inkodade i mikroorganismernas genom och skyddar dessa genom
att inkorporera korta sekvenser av frimmande genetiska material 1 genomet vid infektion. Dessa
sekvenser translateras vid en efterfoljande infektion av samma genetiska material till CRISPR
RNA (crRNA) som har till uppgift att vigleda Cas-proteiner som dr enzymer med uppgift att
klyva DNA. I CRISPR/Cas9 systemen kravs det ytterligare en komponent for att Cas9-proteinet
ska aktiveras, transactivating-RNA (tracrRNA), som binder in till crRNA. crRNA leder sedan
Cas-proteinet till en komplementér sekvens pa det frimmande genetiska materialet varpa Cas
inducerar ett dubbelstringsbrott s& det frimmande genomet inaktiveras (Zhang et al., 2015;
Bortesi & Fischer, 2015).



\ Klyvning F

Figur 1: Cas9-proteinet klipper dubbelstringat DNA vid en nukleotidsekvens som dr komplementdr till dess sgRNA om
kontrollsekvensen PAM finns ndrvarande

For att kunna anvdnda CRISPR/Cas9-system for genmanipulering i eukaryota celler krivs det
tre komponenter: Cas9-protein, crRNA och tracrRNA. De tva senare kan fuseras till ett
syntetiskt framstdllt single guide RNA (sgRNA). De forsta 20 nukleotiderna i sgRNA:t avgor
vilken sekvens den dr komplementédr med, dvs. hur malsekvens ser ut. For att Cas9 sedan ska
kunna klyva dubbelstringat DNA nér dess sgRNA har bundit till komplementidrt DNA maéste
det finnas ett nirliggande protospacer adjacent motif (PAM). Ett PAM ir en specifik sekvens
pa 3 nukleotider och det som krévs for att Cas9 ska initiera klyvningen 4r vanligen sekvensen
NGG (Jinek et al., 2012).

Efter ett dubbelstrangbrott pA DNA kan cellen reparera brottet pd tva olika sitt, icke-homolog
sammanfogning (NHEJ) eller homolog rekombination (HR). NHEJ é&r cellens normala
mekanism vid dubbelstrangsbrott. Vid NHEJ anvinds ingen reparationsmall utan
dubbelstrangsbrottet byggs ihop av reparationsproteiner. Det leder oftast till frameshift och
forlust av genfunktion om brottet skett i ett exon. Vid reparation via HR kan man "hjdlpa” cellen
genom att introducera en exogen reparations mall vid dubbelstrangsbrottet. Det sker da en
rekombination mellan DNA strangarna och mallen vilket gor att DNA-sekvensen sitts in vid
brottet (Hsu et al., 2014).

Zinc-finger nucleases (ZFNs) och transcription activator-like effector nucleases (TALENS) dr
tvd andra metoder som anvdndes mycket innan CRISPR/Cas9-tekniken utvecklades. Dessa kan
designas for att klyva specifika DNA-sekvenser med hdg specificitet 1 jimforelse med
foregaende transgentekniker. ZFN och TALEN &ar dock komplicerade och tidskrdavande att
framstilla och behover designas specifikt for varje mélsekvens i ett genom. CRISPR/Cas9-
system gér fort att producera eftersom det enda som behover designas pa nytt ar ett sSgRNA som
ska vara komplementért med den 6nskade DNA-sekvensen i genen som ska modifieras. I fallet
xenotransplantation 4r CRISPR/Cas9-tekniken ett lovande verktyg for att inaktivera/eliminera
PERV i grisorgan (Komor et al., 2017).



Hur forebyggs xenotransplantationsproblematiken?

Gal dr 1 sdrklass den viktigaste molekylen for initieringen av hyperakut avstdtning av grisorgan
1 médnniska. For att motverka den hyperakuta avstdtningen har det blivit standard att grisar som
anvinds i1 xenotransplantationsforskning saknar al,3-galaktostransferas-genen, enzymet som
sétter dit gal pa grisens celler (Phelps et al., 2003; Galili, 2005).

Det har dven visat sig att grisar som uttrycker humana regulatoriska komplementfaktorer
(hCPRP) sdsom CD46 eller CD55 i kombination med GalT-KO ger xenotransplantatet ett béttre
skydd mot avstotningsreaktioner. CD46 eller membrane cofactor protein (MCP) dr en cofactor
till faktor I som irreversibelt inhiberar komplementaktivering (Begum et al., 2000). CD55 eller
decay accelerating factor (DAF) himmar ocksa komplementaktivering genom att forhindra
bildningen av C3- and C5-konvertas som annars forstirker komplementkaskaden (Lublin &
Atkinson, 1989).

I en studie av Azimzadeh et al. (2015) undersoktes tidig avstdtning av njurar och hjértan i GalT-
KO-grisar med eller utan uttryck av hCPRP. Tidig avstotning definierades som avstotning inom
3 dygn frdn genomford transplantation. Resultaten visade att vid transplantation GalT-KO
organ hade det skett tidig avstotning 1 9 av 21 babianer, 43%. Vid transplantation av GalT-KO
organ som uttryckte hCPRP skedde det tidig avstotning i endast 1 av 14 babianer, 7%.

I en studie mottog 4 babianer njurar fran 2 genetiskt manipulerade grisar. Babianerna delades
in tva grupper, A och B. Grisen som donerade njurar till grupp A hade 6 genetiska
modifieringar: GalT-KO och uttryck av humant CD46 och CDS55, de tvd humana
koagulationsreglerande proteinerna “endothelial protein C receptor” (EPCR) och “tissue factor
pathway inhibitor” (TFPI) samt CD47. CD47 kan inhibera makrofagaktivitet och diarigenom
minska inflammation och organskada. Grisen i Grupp B hade 3 genetiska modifieringar: GalT-
KO, utryck av humant CD46 och det humana koagulationsreglerande proteinet trombomudulin
(TM). En av babianerna i varje grupp fick d&ven en dos med cobra venom factor vilken tommer
mottagaren tillfdlligt pd komplementfaktorer. Utdver detta var grisarna av blodtyp -0 och
babianerna hade selekterats efter laga antikroppsnivder mot grisantigen. Resultatet i studien var
att trots samma immunosupprimerande behandling och en liknande nivé av antikroppar blev
forskningsgruppen tvungna att avliva babianerna i grupp B efter tolv dagar péd grund av
koagulationsrubbningar. I grupp A 6verlevde den ena babianen ungefar 7 manader innan den
avled pa grund av infektion och den andra avlivades efter 8 manader pa grund av infektion
(Iwase et al., 2017).

I en in vitro studie inducerades mutationer i alla PERV sekvenser i en cellinje frén gris med
hjilp av CRISPR/cas9-tekniken. Dessa mutationerna gjorde replikationen av virus obetydlig
samt sénkte spridningen av PERV till ménniskoceller till en tusendel jamfort med grisceller
med intakta PERV (Yang et al., 2015). Efter den studien gick forskarna vidare och lyckades
producera PERV-fria grisar genom kloning med hjidlp av “somatic cell nuclear transfer”
(SCNT) med cellkdrnor ddar CRISPR/Cas9-medierad knockout av PERV skett (Niu et al.,
2017).



DISKUSSION

Vad ér det som krédvs for att xenotransplantation ska bli realitet? Avstdtningsreaktioner och
farliga virus ér tva aspekter, men det finns dven andra sdsom etiska dilemman. Diskussionsdelen
har jag dérfor delat upp i en teknisk och etisk del.

Tekniska aspekter

I samband med att forskare genom transgenteknik lyckades sla ut genen for Gal sdg man ocksa
att frekvensen av hyperakut avstotning sjonk markant. Studier visar dven att insertioner av
humana gener (hCPRP) sdasom MCP och DAF okar overlevnadschanser genom att inhibera
komplementaktiveringen. Utover detta verkar grisens koagulationsregulatoriska proteiner inte
vara lika effektiva pa att reglera koagulationskaskaden som de humana.

“Importantly, new xenoreactive antigens are progressively discovered as well, and they may
require the generation of new KO pigs” (Meier ef al., 2018).

Citatet fran Meier et al. leder till frdgan om det dr genomforbart att sl in och ut s4 manga
molekyler 1 en gris att immunsvaret blir minimalt vid xenotransplantation. For att det skulle
vara genomforbart behdver en annan fraga besvaras, hur mycket kan ett genom manipuleras?
Vid genmodifiering kan det uppstd off-target” effekter. “Off-target” betyder att de
endonukleaser som idag anvédnds, dd guidningen inte &r 100% med dagens system, orsakar
dubbelstringsbrott pé fler platser i genomet dn det Onskade vilket introducerar
okontrollerade/odnskade mutationer (Zhang et al., 2015). Diarmed borde en cellinje som
genmanipulerats ett flertal ginger med en teknik dér “off-target” effekter ar vanligt kunna
ackumulera skadliga mutationer till den grad att cellinjen blir genomiskt instabil. Genomisk
instabilitet dr ett begrepp som beskriver en cell med hog frekvens av mutationer 1 sitt genom
och ar en egenskap som kopplas samman med cancer (Yao & Dai, 2014). En cell med genomisk
instabilitet har forvdrvat en forsdmrad formaga till korrekt reparation av sitt DNA och
mutationer introduceras darfér med en hogre frekvens.

Jag tror att det som &r viktigast for att motverka den eventuella problematiken &r dels god
traffsdkerhet och goda diagnostiska metoder for att pétraffa “off-target” effekter. Om
producenterna av de transgena djuren ska lyckas producera ”perfekta” xenotransplantationsdjur
behover de vara sikra pa att de inte fordndrar genomet mer én nddvéndig i cellinjerna.

Knock-out av gal och andra frimmande molekyler som initierar immunsvar i mottagaren har
dven en annan positiv effekt i det stora hela. I takt med att fler xeno-immunogena proteiner slis
ut och komplementregulatoriska proteiner slas in kommer det kanske att krdvas mindre och
mindre immunosupprimerande behandling av patienten. Det vill siga om triggande faktorer tas
bort behdver immunsystemet inte himmas i lika stor utstrdckning for att organet ska accepteras
1 mottagaren. ImmunfOrsvaret dr da kapabelt att i en storre utstrackning motverka infektioner 1
mottagare av xenotransplantat.

PERV var en av de riskfaktorer som talade mot grisen som donatordjur under 90-talet och
framét. Risken att virus skulle sprida sig vidare till manskliga celler, vilket hade bevisats 1 in
vitro studier, ville man inte riskera. Men nir forskarna lyckades med att sla ut PERV ur en
griscellinje och sedan klona fram en PERV-fri grisbeséttning var det dirmed ett stort steg framat
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for fortsatt forskningen runt xenotransplantation (Niu et al., 2017). En annan aspekt &r att de,
dven om grisarna som donerar organ dr helt PERV-fria, kan béra pd andra skadliga virus som
Hepatit E- och cytomegalovirus. Det krivs dérfor en storre forstdelse for hur grisens virom
eventuellt kan pdverka ménniskan. Det kommer vara av yttersta vikt att ha ett gott samarbete
mellan djur- och humansidan. Virusrelaterade sjukdomsfall pa humansidan kan da forebyggas
genom riktad avel och SPF-besittningar pd djursidan. Ett One Health perspektiv pa
xenotransplantation skulle kunna vara 16sningen pa det hir problemet.

Etik

Vi foder idag upp grisar for konsumtion och férsoksdjursverksamhet. Nar xenotransplantation
blir mer och mer verkligt behdver vi ocksa stélla oss fragan hur vi ser pé att halla djur for att
skorda deras organ. Det forsiggir redan diskussioner om huruvida vi ménniskor ska ha rétten
att foda upp andra djur for att dta dem, hur kommer mottagandet att vara nir man foreslar
uppfodning av grisar for organdonation? En potentiell 16sning skulle kunna vara att forena
kottproduktionen med xenotransplantationen. Det vill sdga om det var mojligt att bedriva en
verksamhet dir det gick att ta ut organ for xenotransplantation och samtidigt anvénda kottet
frin grisarna pa ett sdkert sétt. Det skulle gora att antal grisar som anvinds inte 6kade.

For att xenotransplantation ska kunna borja anvindas storskaligt krivs det forst kliniska studier.
Det dr i princip omdjligt att veta vilka problem och komplikationer ett xenotransplantat kommer
att ge upphov till i en ménniska. Apmodellerna som anvénds idag ger en viss indikation om
mojliga konsekvenser men det kan dven ske ytterligare komplikationer nér xenotransplantation
tillampas pa manniskor. Det kommer dérfor vara av stor vikt att de méinskliga deltagarna 1 de
initiala studierna fér en tydlig bild av vad ett ingrepp innebéra. Det krdvs en total transparens
dar deltagarna ska vara medvetna om vad som kan ske, men dven hur lite vetskap det finns om
eventuella komplikationer. De mianniskor som kan tinkas vara aktuella for en
xenotransplantation dr med stor sannolikhet svart sjuka i organsvikt. Det dr da av storsta vikt
att de 4r medvetna om riskerna for att inte invaggas i falska forhoppningar sa att de kan forhalla
sig till huruvida de &r villiga att chansa.

Sammanfattningsvis sd ar xenotransplantation ett spdnnande omrade som har stor potentiell att
motverka den globala problematiken med bristen pa organ. Tekniska aspekter och etiska
dilemman kan forsvéra bade kliniska studier och faktisk produktion av grisar som skall donera
organ. Det krdvs ddrmed mer forskning och forfinade metoder innan xenotransplantation
kommer g4 att tilldampa pa manniska.
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