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Metoda CRISPR/Cas (ang. Clustered Regulatory Inter-
spaced Short Palindromic Repeats/CRISPR associa-
ted protein) to nowoczesne narzedzie inzynierii gene-
tycznej, pozwalajgce na edytowanie genomu poprzez
wprowadzenie w $Scisle okreslonych miejscach DNA
dwuniciowych peknie¢. Mozliwo$¢ precyzyjnego ciecia
nici DNA spowodowata, ze metoda ta jest tez popularnie
okreslana jako ,molekularne nozyczki”. CRISPR/Cas
bazuje na bakteryjnym systemie obrony przed bakterio-
fagami. Pierwsze doniesienia o wystepowaniu w geno-
mie Escherichia coli sekwencji w dostownym ttumacze-
niu opisywanych jako: zgrupowane, regularnie roz-
mieszczone, krotkie powtdrzenia palindromiczne, od-
dzielone przez réznorodne sekwencje unikatowe,
tzw. sekwencje rozdzielajgce (ang. spacers), pochodzg
juz z 1987 r. [11]. Podobne sekwencje, réznigce sie jed-
nak dtugoscig, odkryto w kolejnych latach u innych ga-
tunkow bakterii i archeondéw i wykazano, ze sg zwigza-
ne z obecnoscig w ich sgsiedztwie genéw Cas, kodujg-
cych biatka o réznych funkcjach np. nukleaz, polimeraz,
helikaz czy wigzgcych DNA i RNA. Przez kolejne lata
funkcja locus CRISPR byta nieznana, dopdki nie wyka-
zano, ze sekwencje te sg identyczne z plazmidowym
czy wirusowym DNA, co sugerowato, ze se-

kwencje CRISPR sg sladami po infekcjach

fagowych i inwazji obcych elementéw gene-

tycznych [17, 20]. CRISPR/Cas rozpoznano

derowa). Integracji towarzyszy duplikacja koncowej se-
kwencji powtorzonej tak, aby zachowana zostata struk-
tura obejmujgca powtorzenie proste i sekwencje roz-
dzielajgcg. W proces ten zaangazowane sg endonukle-
azy Cas1 i Cas2. Sekwencja wtgczona do locus CRISPR
musi zawiera¢ motyw PAM (ang. protospacer adjacent
motif), ktory sktada sie z kilku (ok. 2-5) nukleotyddw, na
jednym z koncow tej sekwencji. Na etapie ekspres;ji po-
wstaje pierwotny transkrypt (pre-crRNA), obejmujgcy
sekwencje powtorzone i sekwencje rozdzielajgce, ktory
po obrébce przez endorybonukleazy (m.in. Cas6 lub
Cas9) staje sie dojrzatym CRISPR RNA (crRNA). Proces
dojrzewania kontroluje mata czgsteczka RNA, czescio-
wo komplementarna do pre-crRNA, nazwana tracrRNA
(ang. trans-activating crRNA), kodowana przez locus
CRISPR. Etap interferencji polega na utworzeniu kom-
pleksu rybonukleoproteinowego zawierajgcego crRNA
wraz z biatkami Cas, ktéry rozpoznaje komplementarne
sekwencje kwaséw nukleinowych i prowadzi do hydroli-
zy wigzan fosfodiestrowych w obrebie obcego DNA.
W wyniku dziatania nukleaz z rodziny Cas obie nici
obcego DNA w obrebie sekwencji komplementarnej
do crRNA ulegajg przecieciu. Klasyfikacja systemoéw
CRISPR/Cas w oparciu o biatka efektorowe obejmuje 2
klasy (1 i 2), w ktorych wyréznia sie odpowiednio typy |,
iV orazll, V, VI [4, 14] (rys. 2). Do edytowania geno-
mu najczesciej uzywana jest klasa |l pochodzgca od
bakterii Streptococcus pyogenes. W obrebie tej klasy
najlepiej poznane jest biatko efektorowe Cas9 o aktyw-
nosci endonukleazy.

W 2012 roku wykazano, ze system CRISPR/Cas9
mozna tak zaprogramowac, aby modyfikowat DNA in-
nych organizmow, a odkrywczynie tej techniki — Jennifer
Doudna i Emmanuelle Charpentier w 2020 roku otrzy-
maty Nagrode Nobla w dziedzinie chemii [8, 12]. Gtow-
nymi elementami sktadowymi systemu do modyfikacji
genomu przy uzyciu metody CRISPR/Cas9 sg: sgRNA
(ang. single guide RNA) odpowiedzialny za naprowa-
dzenie Cas9 na odpowiedni fragment docelowego DNA
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Sci swoistej. W dziataniu systemu CRISPR/
Cas wyroznia sie trzy etapy: adaptacje, eks-
presje i interferencje [2] (rys. 1). Podczas
adaptaciji, krétki fragment pochodzgcy z DNA
wirusowego lub plazmidowego (okreslany
jako protospacer) jest wtgczany do locus
CRISPR. Dtugos¢ wigczanych sekwencji
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moze istotnie rézni¢ sie miedzy organizma-
mi, ale najczesciej wynosi ok. 30 nukleoty-
déw. Insercja zachodzi na jednym z koncow
locus, tzw. kohcu liderowym (sekwencja li-
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Rys. 1. CRISPR/Cas jako adaptacyjny system nabytej odpornosci mi-
kroorganizmow
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Rys. 2. Klasyfikacja systeméw CRISPR/Cas

oraz biatko Cas9, ktére zawiera dwie domeny, z ktérych
pierwsza (HNH) dokonuje ciecia nici komplementarnej
wzgledem sgRNA, a druga (RuvC) przecina sekwencje
niekomplementarng (rys. 3). sgRNA sktada sie z dwoch
sktadowych — crRNA o dtugosci 17-20 nukleotyddéw
komplementarnego do docelowego DNA oraz tracrRNA,
ktory stuzy jako rusztowanie dla nukleazy Cas. Aby
sgRNA mogt sie zwigzac¢ z docelowg sekwencjg DNA,
musi byé w niej obecna sekwencja PAM. Nukleazy Cas
wyizolowane z réznych gatunkoéw bakterii rozpoznajg
rozne sekwencje PAM i dokonujg ciecia kilka nukleoty-
dow przed sekwencjg PAM. Nukleaza Cas9 przecina
3-4 nukleotydy powyzej sekwencji PAM 5-NGG-3'.
Efektem ciecia jest wytworzenie tepych koncoéw w doce-
lowym DNA, ktére sg nastepnie naprawiane na dro-
dze niehomologicznej naprawy rekombinacyjnej NHEJ
(ang. Non-Homologous End Joining) lub rekombinacji
homologicznej HDR (ang. Homology-Direct Repair).
System naprawy NHEJ wykazuje aktywno$¢ we wszyst-
kich komérkach, jest bardzo efektywny, ale tez podat-
ny na btedy np. wprowadzajgc mate insercje czy dele-
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cje w obrebie modyfikowanego frag-
mentu DNA. To moze prowadzi¢ do prze-
suniecia ramki odczytu w sekwencji ko-
dujgcej lub usuniecie miejsca startu
translacji. Wykorzystywany jest najcze-
sciej w doswiadczeniach, ktérych ce-
lem jest nokaut genu (knock-out). Sto-
sujgc kilka miejsc ciecia docelowej se-
kwencji, mozna takze doprowadzi¢ do
powstania duzych delecji czy inwers;ji.
System naprawy HDR jest aktywny je-
dynie w komorkach podlegajgcych po-
dziatowi, cechuje go duza poprawnos¢,
ale niska efektywnos¢. Wymaga wpro-
wadzania matrycy DNA o zdefiniowanej
sekwenciji, moze zatem by¢ wykorzysta-
ny w eksperymentach dotyczgcych wpro-
wadzenia dodatkowej lub zmienionej kopii genu (knock-in),
zamianeg eksondéw czy wprowadzenia pojedynczych zmian
nukleotydowych [7].

W celu edycji genomu sgRNA i Cas9 wprowadza sie
do komorki docelowej za pomoca pojedynczego wekto-
ra lub wektoréw. Wektor moze zawiera¢ wiele sgRNA
i umozliwia¢ modyfikacje wielu gendéw jednoczesnie.
Wprowadzenie konstruktéw do komérek odbywa sie na
drodze transdukcji wektorami wirusowymi lub przy po-
mocy elektroporacji, mikroiniekcji oraz z wykorzysta-
niem struktur liposomowych. Poniewaz system CRISPR/
Cas9 moze prowadzi¢ do indukowania mutacji w niepo-
zadanych loci (tzw. sekwencje off-target), stosowane sg
coraz lepsze metody projektowania sgRNA oraz ulep-
szone warianty biatka Cas9 [35]. Metoda CRISPR/Cas9
ze wzgledu na tatwos¢ wykonania i wysokg wydajno$é
zrewolucjonizowata badania z zakresu inzynierii gene-
tycznej. Znalazta zastosowanie w naukach podstawo-
wych z zakresu biologii i biotechnologii, a takze bada-
niach aplikacyjnych w medycynie cztowieka oraz ho-
dowli roslin i zwierzat. Wykorzystano jg do tworzenia
komoérkowych i zwierzecych mo-
deli chordb i opracowania terapii
choréb o podiozu genetycznym
[22]. Coraz wiekszym zaintereso-
waniem cieszy sie mozliwos¢ wy-
korzystania edycji genomu do po-
prawy cech produkcyjnych zwie-
rzat, takich jak tempo wzrostu,
produkcja miesa o walorach diete-
tycznych i prozdrowotnych oraz do-
brostan zwierzat i odporno$¢ na
choroby.

Pierwsze préby majace na celu
poprawe miesnosci swin za po-
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Rys. 3. Sktadowe konstruktu CRISPR/Cas9 oraz systemy naprawy dwunicio-

wych peknie¢ DNA

korekta genu lub wprowadzenie dodatkowej
kopii na drodze rekombinacji homologicznej

[26] uzyskali genetycznie zmodyfi-
kowane $winie rasy landrace z mu-
tacjg w genie MSTN, o ktérym wia-
domo, ze jest negatywnym regula-
torem wzrostu miesni. Uzyska-
no prosieta z bialleliczng muta-
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cjg w genie MSTN (delecje i inwersje w eksonie 3 genu),
ktéra skutkowata obnizonym poziomem biatka miostaty-
ny. Masa urodzeniowa prosigt z nokautem (KO) byta 0 15%
wieksza niz zwierzat kontrolnych (WT). Czes¢ z nich
posiadata charakterystyczne bruzdy miedzymiesniowe
i powiekszone jezyki, ktore sg typowe dla fenotypu po-
dwdjnego umigsnienia. Niestety zwierzeta przezyty tyl-
ko tydzieh. Ta sama grupa badawcza wprowadzita tak-
ze mutacje punktowg (c.938G>A) w eksonie 3 MSTN
Swin rasy wielka biata [27]. Uzyskano jedno martwo uro-
dzone prosie z modyfikacjg. Mimo mutacji w uktadzie
heterozygotycznym obserwowano znaczny spadek po-
ziomu biatka — prekursora miostatyny. Kolejne proby
wytworzenia $win z nokautem w genie MSTN przepro-
wadzono na chinskiej rasie rodzimej — Erhualian, ktora
okazata sie mniej wrazliwa na problemy zdrowotne niz
poprzednie rasy i w ramach eksperymentu uzyskano 23
zywe prosieta [28]. Zastosowano 2 gRNA do wprowa-
dzenia delecji o dtugosci 104pz i 1-nukleotydowej inser-
cji w eksonie 3 MSTN. Prosieta posiadaty czesciowy
fenotyp podwadjnego umigsnienia, m.in. byty szersze w po-
rownaniu z prosietami typu dzikiego (WT) oraz miaty
wydatne miesnie, szczegolnie widoczne na tylnych kon-
czynach. W nastepnych latach podejmowano kolejne
préby modyfikacji genu miostatyny u innych ras $win
[38]. Wykazano, ze komercyjne rasy $win sg bardziej
wrazliwe na nokauty endogennych genéw, a wprowa-
dzenie mutacji w uktadzie heterozygotycznym nie skut-
kuje oczekiwanymi zmianami fenotypu. Catkowity no-
kaut genu MSTN prowadzi do powaznych probleméw
zdrowotnych, co wskazuje na utrate innych funkcji regu-
latorowych MSTN. Badacze sugeruja, ze lepszych wy-
nikdw w postaci przyrostu tkanki migsniowej mozna sie
spodziewaé, wprowadzajgc modyfikacje w regionie kodu-
jacym peptyd sygnatowy miostatyny (PVD20H i GP19del)
[16]. Takie podejscie spowodowato nieznaczne zmiany
ekspresji dojrzatego peptydu MSTN i wzrost ekspresji
czynnikow regulatorowych, takich jak MyoD, myogeniny
i Myf-5.

Innym genem, ktérego modyfikacje mogg prowadzic¢
do poprawy miesnosci swin, jest podlegajgcy pietnowa-
niu gametycznemu w oogenezie gen /IGF2. Gen ten ko-
duje wazny czynnik wzrostu, ktéry wptywa na mase
miesni szkieletowych i odktadanie tkanki ttuszczowe;.
Xiang i wsp. [31] wprowadzili mutacje w intronie 3 genu
IGF2 3 w pozycji 3072, co spowodowato zniesienie wig-
zanie represora ZBEDG i utrate jego funkcji regulatoro-
wej. Badania prowadzono na $winiach miniaturowych
Bama, ktére posiadajg jak inne lokalne rasy chinskie
allel G w tym locus, traktowany jako szczep dziki (WT),
podczas gdy allel A jest obecny w komercyjnych rasach
$win. Zastosowanie metody CRISPR/Cas9 pozwolito na
uzyskanie osobnikéw z réznymi mutacjami typu indel
w regionie wigzania czynnika ZBEDG6, ktore nastepnie
wykorzystano w krzyzowaniu do otrzymania modyfikacji
w pokoleniu F,. Obserwowano zwigkszong ekspresje genu
IGF2 u osobnikéw z modyfikacjg. Zarowno zatozyciele,
jak i zwierzeta z pokolenia F, wykazywaty znacznie
szybszy wzrost. Analiza poubojowa wykazata zwiek-
Szenie masa ciata i masy tuszy oraz wyzszg zawartosc
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chudego miesa, przy czym inne parametry tuszy nie
ulegty zmianie. Byta to pierwsza praca opisujgca wpro-
wadzenie edycji genomu w regionie niekodujgcym u zwie-
rzat gospodarskich, ktéra umozliwia doskonalenie waz-
nych cech produkcyjnych.

Kolejnym genem, ktéry moze zosta¢ wykorzystany
do poprawy cech produkcyjnych, jest FBX0O40. Gen ten
jest mato poznany u swin, ale wiadomo, ze ulega eks-
presji w miesniach, a jego nokaut u myszy prowadzi do
hipertrofii miesni [37]. Wytworzenie $win z nokautem
w genie FBX040 (w eksonie 4) za pomocg metody
CRISPR/Cas9 pozwolito na okreslenie funkcji tego
genu u swin. Brak jego ekspresji skutkowat zwieksze-
niem ekspresji genu /RS i stymulacji szlaku IGF1/Akt.
Zwierzeta z modyfikacjg miaty o okoto 4% wiecej masy
migesniowej w poréwnaniu z kontrolg. Rozwijaty sie pra-
widtowo i nie stwierdzono zmian patologicznych w gtéw-
nych narzgdach. Majac na uwadze role, jakg odgrywa
gen IGF-1 (insulinopodobny czynnik wzrostu typu 1)
w rozwoju miesni szkieletowych i wzroscie, wykonano
takze eksperymenty, w ktérych dokonano wprowadze-
nia dodatkowej kopii tego genu wraz z genem FAT-1,
kodujgcym desaturaze kwasow ttuszczowych do geno-
mu $wini [34]. Oba geny ulegaty ekspresji w réznych
tkankach $win pokolenia FO. Obserwowano podwyz-
szony poziom ekspresji genu IGF-1 w miesniach oraz
wyzszy poziom wielonienasyconych kwasow ttuszczo-
wych n-3 (PUFA), co prowadzito do znacznego obnize-
nia stosunku n-6 PUFA/n-3 PUFA u genetycznie zmo-
dyfikowanych swin. Autorzy pracy wskazuja, ze opraco-
wana metodyka wprowadzenia dwéch gendw (tzw. po-
dwadjny knock-in), daje podwaliny do tworzenia nowych
ras swin transgenicznych z udoskonalonymi fenotypa-
mi. Przyktadem eksperymentu, w ktérym takze doko-
nano wprowadzenia dodatkowej kopii genu, jest uzyska-
nie transgenicznych $win z nadekspresjg genu PPARG
w miesniach szkieletowych [9]. PPARG jest gtéwnym
czynnikiem transkrypcyjnym adipogenezy oraz lipoge-
nezy i moze wptywaé¢ na zawartos¢ ttuszczu s$réd-
miesniowego (IMF). Wiadomo, ze zawartos¢ IMF jest
wazng cechg jakosci miesa wieprzowego, wptywajgca
na jego kruchos¢, soczystos¢ i smak. Uzywajgc trady-
cyjnych metod hodowlanych trudno zwigekszy¢é zawar-
tos¢ ttuszczu Srodmiesniowego w miesie przy zachowa-
niu tego samego poziomu migsnosci. Badania prowa-
dzono na rasie wielkiej biatej, ktéra znana jest z szyb-
kich przyrostéw i wysokiej miesnosci, ale jako$¢ i smak
miesa nalezy w tej rasie do przecietnych. Dlatego zde-
cydowano sie zastosowa¢ metode CRISPR/Cas9 do
poprawy jakosci miesa wieprzowego. Wprowadzenie
modyfikacji skutkowato zwiekszong zawartoscig ttusz-
czu $rodmiesniowego, ale nie zmieniato miesnosci tu-
szy. Zwierzeta z nadekspresjg PPARG uzyskiwaty wyz-
szg ocene punktowg za marmurkowato$¢ miesa niz
zwierzeta kontrolne.

Prowadzono takze badania nad poprawg waloréw
prozdrowotnych miesa wieprzowego. Czerwone mieso
na swojej powierzchni posiada duze ilosci kwasu N-gli-
koliloneuraminowego (Neu5Gc), ktéry po wchtonieciu
do organizmu ludzkiego wywotuje przewlekte stany za-



palne, prowadzace do zwiekszonego ryzyka rozwoju
raka jelita grubego i miazdzycy [1]. Przeksztatcenie
Neu5Gc w Neu5Ac na drodze inzynierii genetycznej,
poprzez wprowadzenie genu hydroksylazy kwasu
CMP-N-glikoliloneuraminowego (CMAH), byto podsta-
wg projektéw dotyczgcych ksenotransplantacji. W pro-
dukcji zwierzecej takie samo podejscie polegajgce na
usunieciu czagsteczek znajdujgcych sie na powierzchni
komoérek zwierzecych pozwolitoby na przeksztatcenie
czerwonego miesa w forme mniej alergenng. Podejmo-
wano rézne badania nad wytworzeniem $win pozbawio-
nych antygenéw a-Gal i Neu5Gc w celu stworzenia mo-
deli zwierzecych dla badania alergii i wykorzystania
tkanek Swini w ksenotransplantacji [6, 23, 33]. Mozna
przewidywac, ze badania te bedg kontynuowane w za-
kresie wytworzenia miesa wieprzowego bez antygenéw
powierzchniowych w komdrkach migsni swin. Warto za-
znaczyé, ze w 2020 roku Amerykanska Agencja Zywno-
sci i Lekow (FDA) zaaprobowata mozliwos¢ produkgii li-
nii Swin z modyfikacjg genetyczng polegajgca na pozba-
wieniu z powierzchni ich komorek epitopu a1,3Gal. Mie-
so $win GalSafe® moze by¢ przeznaczone do spozycia,
a tkanki wykorzystywane w celach terapeutycznych np.
do uzyskania produktéw medycznych tj. heparyna po-
zbawiona cukru alfa gal [25].

Swinie nie posiadajg funkcjonalnego genu UCP1 ko-
dujgcego biatko termogenine, odpowiadajgcego za bez-
drzeniowg termogeneze w brunatnej tkance ttuszczowej
[3]. W trakcie ewolucji doszto do delecji eksonow 3-5
tego genu, co powoduje stabg termoregulacje u tego ga-
tunku i jednoczesng sktonnos¢ do odktadania biatej
tkanki ttuszczowej. Przysparza to hodowcom wielu pro-
blemoéw bedgcych konsekwencjg duzej wrazliwosci pro-
sigt na zimno, np. wzrost $miertelnosci prosiat, w przy-
padku gdy sg one niewystarczajgco ogrzane czy wzrost
kosztow utrzymania zwierzat ze wzgledu na koszty
energii. Zheng i wsp. [36] za pomoca techniki CRISPR/
Cas9, wprowadzili do genomu $wini funkcjonalng kopie
genu UCP1 w locus genu endogennego. Do tego celu
wykorzystali konstrukt, ktéry zawierat cDNA mysiego
genu UCP1, znajdujgcego sie pod kontrolg promotora
adiponektyny odpowiedzialnego za ekspresje genu wy-
tgcznie w komadrkach biatej tkanki ttuszczowej. Badanie
przeprowadzono na lokalnej chihskiej rasie miniaturo-
wych swin Bama. W wyniku modyfikacji genetycznej ich
komorek oraz techniki transplantacji jgder komorkowych
otrzymano 12 swin z potwierdzong obecnoscig genu
UCP1 (UCP1-Kl). Jeden z genetycznie modyfikowa-
nych osobnikéw ptci meskiej zostat skojarzony z dwie-
ma lochami typu dzikiego (WT) nieposiadajgcymi wyzej
wymienionej modyfikacji. W wyniku krycia w pokoleniu
F, urodzito sig 15 prosiat, a u 8 z nich stwierdzono obec-
nosc¢ pojedynczej kopii genu UCP1. Dowodzi to, ze pro-
cedura CRISPR/Cas9 nie wptywata na ptodno$¢ osob-
nikéw i modyfikacja genomu zostata przekazana na-
stepnym pokoleniom. Badacze wykazali, ze $winie z in-
sercjg genu UCP1 posiadaty o 24-26% zredukowana
ilos¢ tkanki tluszczowej. Wprowadzona modyfikacja
prowadzita do wzmozonej lipolizy adipocytéw i wzrostu
ekspresji enzyméw lipolitycznych. W zwigzku z tym u swin

UCP1-KI nastgpit wzrost ilosci wolnych kwasow ttusz-
czowych oraz spadek ilosci trojglicerydéw. Ponadto ko-
morki adipocytow $win Kl byty mniejsze niz te wystepu-
jace u typu dzikiego. Naukowcy badali takze ekspozycije
$win na zimno. Obie grupy zwierzat WT i KI przetrzymy-
wano w 4°C przez 4h. W przypadku typu dzikiego przez
caty czas ekspozycji nastepowat spadek temperatury
ciata prosiagt. U swin Kl pomiar temperatury ciata wyka-
zat, ze po 1h ekspozycji na zimno temperatura ciata
spadta tylko o 1°C i przez kolejne 3h ekspozycji utrzy-
mywata sie na poziomie ok. 38°C. Pomiedzy zwierzeta-
mi zmodyfikowanymi genetycznie a niezmodyfikowany-
mi nie stwierdzono znaczacych réznic w zakresie ak-
tywnosci fizycznej oraz poziomu dziennego zapotrzebo-
wania energetycznego. Badacze wykluczyli takze ryzy-
ko hipertermii zwierzat, poniewaz ekspresja genu UCP1
zachodzi na niskim, bezpiecznym dla organizmu pozio-
mie. Autorzy badah wskazujg, ze uzyskana modyfikacja
ma wiele zalet i moze zosta¢ wykorzystana w praktyce
dla poprawy dobrostanu zwierzgt, polepszenia jakosci
miesa i redukgciji strat ekonomicznych w hodowli swih.

W zakresie dobrostanu podjeto takze proby zastgpie-
nia kastracji chirurgicznej u swin tzw. kastracjg moleku-
larng za pomocg metod edycji genomu. Mimo wprowa-
dzenia w wybranych krajach Europy obowigzku kastracji
ze znieczuleniem ciggle praktykowana jest kastracja
bez znieczulania, co istotnie wptywa na dobrostan zwie-
rzat. Kastracja ma na celu eliminacje tzw. odoru sam-
czego (zapach knurzy), ktéry negatywnie wptywa na
wiasciwosci sensoryczne miesa wieprzowego — jego
aromat i smak. Kurtz i wsp. [15] dokonali inaktywacji
genu SRY u samcow $wini. Gen SRY potozony jest w chro-
mosomie Y i koduje czynnik transkrypcyjny, ktéry jest
kluczowy dla determinaciji ptci meskiej i powstania jgder.
Mutacje w tym genie prowadzg do zespotu odwrécenia
ptci, czyli u osobnikéw z uktadem chromosomdéw XY
rozwijajg sie zenskie narzady ptciowe. W eksperymen-
cie na swiniach rasy landrace badacze usuneli odcinek
o dtugosci 300 par zasad kodujgcy kluczowg domene
genu SRY-HMG. Otrzymano 3 osobniki ptci meskiej ze
stwierdzong delecjg (SRY-KO). Wykazano, ze 34-dnio-
we prosieta (SRY-KO) posiadaty rozwiniete narzady
ptciowe zenskie, ktore wielko$cig nie réznity sie od zenh-
skich osobnikéw kontrolnych. Réznice zaczety wystepo-
wac wraz z wiekiem. W 9. miesigcu zycia zaobserwowa-
no znaczng roznice w wielkosci jajnikdw oraz brak roz-
winietych pecherzykéw jajnikowych u osobnikéw SRY-KO.
Nie stwierdzono negatywnych skutkéw wprowadzone;j
modyfikacji na tempo wzrostu, jednakze potrzebne sag
dalsze badania na wiekszej grupie zwierzat. Uzyskane
zwierzeta mogg stanowi¢ cenny model do badan nad za-
burzeniami rozwoju ptci cztowieka i zwierzat. Autorzy ba-
dan wskazujg na mozliwos¢ wykorzystania w przyszto-
Sci edycji genomu do wptywania na wybor ptci, w celu
otrzymania tylko potomstwa ptci zenhskie;.

Badania nad wykorzystaniem metody CRISPR/Cas9
do poprawy wydajnosci reprodukcyjnej $win sg mniej
zaawansowane. Wykorzystano jg gtéwnie do poznania
funkcji gendw kluczowych dla rozwoju zarodkowego
poprzez tworzenie modeli knock-out wybranych ge-
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now. Wytgczenie ekspresji genu IL1B2, kodujgcego inter-
leukine-1B3 prowadzito do zaburzenia wydtuzania zarod-
koéw podczas implantacji [30] a wytgczenie genu aroma-
tazy — CYP19A1 pozwolito na poznanie roli estrogenow
w procesie matczynego rozpoznania cigzy i procesie
implantacji [19]. Utrata funkcji genu IFNG, kodujgcego
interferon gamma pozwolita na stwierdzenie, ze jego
produkcja jest niezbedna w modulowaniu prozapalne;j
odpowiedzi endometrium na przyczepienie sie zarod-
kow i ich przezywalnosc [13].

W ciggu ostatnich lat najwiecej eksperymentow edy-
cji genomu wykonano w zakresie odpornos$ci swin na
choroby wirusowe. Najczesciej stosowane podejscia
badawcze polegaty na nokaucie gendéw kodujgcych re-
ceptory na komérkach docelowych dla wiruséw. W przy-
padku zespotu rozrodczo-oddechowego swin (PRRSV)
genem docelowym byt CD163 [5]. W walce z wirusem
afrykanskiego pomoru swin (ASFV) edytowano zaréw-
no gen CD163 [21] i RELA [18], jednak nieskutecznie
i jedynie obiecujgce wyniki uzyskano dla genu CP204L
[10]. Dla wirusa epidemicznej biegunki swin (PEDV)
edytowano, takze bezskutecznie, geny ANPEP i CMAH
[23, 29]. Edycja genu ANPEP okazata sie skuteczna
w uzyskaniu odpornosci na wirusa zakaznego zapale-
nia zotadka i jelit (TGEV) [29]. Inne podejscie zastoso-
wano w uzyskaniu odpornosci na wirusa klasycznego
pomoru $win (CSFV) [32]. Zamiast inaktywowac recep-
tory, wprowadzono przeciwwirusowe mate RNA o struk-
turze spinki do wtoséw (shRNA) do locus Rosa26. Za-
obserwowano, ze u swin z modyfikacjg, replikacja wiru-
sa byta skutecznie ograniczona, co wykazano poprzez
zmniejszenie objawdw klinicznych i $miertelnosci zwig-
zanych z CSFV. Dowiedziono takze, ze odpornosé¢ na
chorobe moze byc stabilnie przekazywana pokoleniu F,.
Mozna przewidywac, ze strategie dotyczgce wprowa-
dzenia shRNA w celu zdegradowania wirusa zostang
takze opracowane dla innych choréb wirusowych swin.

Przedstawione powyzej przyktady wskazuja, jak ogrom-
ne mozliwosci wptywania na wazne cechy produkcyjne
$win daje metoda CRISPR/Cas9 (rys. 4). W poréwnaniu

ANPEP i CMAH

shRNA w Jocus Rosa26

CMAH i GGTA1

Rys. 4. Przyktady genow, ktérych edycja moze wplywaé na wybrane

cechy produkcyjne i uzytkowe w hodowli swin
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CD163 i RELA

CP204L

do tradycyjnych metod, opartych na selekcji i krzyzo-
waniu, edycja genomu pozwala na stosunkowo fatwe
i bardzo szybkie modyfikowanie wybranych cech pro-
dukcyjnych (jakos¢ miesa i jego walory dietetyczne) i uzyt-
kowych (dobrostan, oporno$¢ na niektére choroby).
Nalezy jednak pamieta¢, ze wprowadzenie na rynek
zwierzgt czy produktéw od zwierzgt z modyfikacjg ge-
nomu zalezne jest od regulacji prawnych i akceptaciji
spotecznej. Europejski Trybunat Sprawiedliwosci w 2018 r.
wydat dyrektywe stwierdzajgca, ze organizmy uzyska-
ne za pomocg technik mutagenezy ukierunkowanej,
czyli edycji genomu, uznawane sg za organizmy gene-
tycznie modyfikowane (GMO), poniewaz ich genom
zostat zmieniony. Jednak w niektérych krajach (np. Ar-
gentyna, Brazylia, Kanada, Chile i Japonia) organizmy
z modyfikacjg genomu nie sg klasyfikowane jako GMO,
bo podczas ich tworzenia nie doszto do wprowadzenia
obcego DNA [24]. Obecnie trwajg prace nad ztagodze-
niem przepisow dotyczgcych stosowania nowych tech-
nik hodowlanych (NBT — ang. new breeding techniques),
do ktérych zaliczana jest technologia CRISPR/Cas.
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