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Production of therapeutic proteins in the semen of transgenic animals
Summary

The expression of the recombinant proteins by transgenic animals repre-
sents an opportunity to achieve cost-effective, large-scale production of a wide
variety of therapeutics. Among transgenic animal production systems, the trans-
genic mammary gland is the most advanced. However, the production of pro-
teins in milk is limited by a relatively long interval from birth to first lactation
encountered with domestic livestock, the discontinuous nature of the lactation
cycle and the substantial time and material investments required to produce
transgenic dairy animals. The semen of transgenic boar represents an alterna-
tive platform for the production of therapeutic proteins. The expression of such
proteins in the male accessory glands, particularly in the seminal vesicle epithe-
lium can be controlled by gene regulatory sequences specific to these tissues. In
this review, we consider the possibility of using such regulatory sequences to
drive the production of foreign proteins into the seminal fluids of transgenic an-
imals. Application of this technology to pigs which can be ejaculated 2-3 times
per week (200-300 ml per ejaculate), could lead to the annual production of sev-
eral grams of recombinant protein.
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1. Wstep

Transgeneza zwierzat jest przedmiotem zainteresowania la-
boratoriéw biotechnologicznych na calym $wiecie, ze wzgledu
na mozliwo§¢ wykorzystania transgenicznych zwierzat gospo-
darskich do produkgcji aktywnych biologicznie peptydéw i biatek,
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ktére mogg znalez¢ zastosowanie w leczeniu chorob cztowieka. W tym celu zwie-
rzeta modyfikuje sie genetycznie za pomoca konstrukcji genowych zawierajacych
oprocz sekwencji genu kodujgcego okreslone biatko, specyficzne sekwencje regula-
torowe, ograniczajgce ekspresje transgenu do okreslonego typu tkanki i odpowied-
niego stadium rozwoju organizmu. Po wprowadzeniu konstrukcji genowej do ko-
moérek eukariotycznych i jej integracji z genomowym DNA, transgen ulega ekspresji
in vivo nadajac organizmom nowa ceche. Komorki zwierzece w przeciwienstwie do
innych systeméw produkcji rekombinowanych biatek, potrafia wystarczajaco do-
ktadnie wykona¢ wszystkie skomplikowane modyfikacje potranslacyjne, aby powstala
funkcjonalna forma biatka, ktora normalnie wystepuje w organizmie cztowieka. Wy-
korzystanie komérek zwierzecych pozwala réwniez unikna¢ zagrozenia ze strony
niektorych patogenow, tj. wirus HIV czy wirus zottaczki typu C, wystepujacego
w przypadku biatek pozyskiwanych z naturalnych Zrédet ich wystepowania. Biofar-
maceutyki mozna produkowa¢ w krwi, mleku, moczu oraz nasieniu transgenicznych
zwierzat.

Najbardziej zaawansowane prace nad wykorzystaniem zwierzat do produkgcji
biofarmaceutykow dotycza wykorzystania gruczofu mlekowego. Kilka takich biatek
produkowanych w gruczotach mlekowych transgenicznych zwierzat, tj. antytrombi-
na lll, ay-antytrypsyna, tkankowy aktywator plazminogenu, a-glukozydaza i laktofe-
ryna przechodzi juz zaawansowane testy kliniczne i w najblizszych latach pojawi sie
na rynku. Poniewaz wykorzystanie gruczotu mlekowego do produkgcji biatek tera-
peutycznych ograniczone jest do okresu laktacji, rozwaza sie mozliwos$¢ wykorzy-
stania innych tkanek. Wzglednie dtugi okres pomiedzy narodzinami a pierwszg lak-
tacjg, cykliczna natura laktacji oraz wysokie naktady, ktére nalezy ponie$¢ na uzy-
skanie duzych zwierzat gospodarskich mozna zniwelowac¢ przez wykorzystanie do
produkgji biofarmaceutykéw mniejszych zwierzat gospodarskich, np. krélika. Jednak-
ze ilos¢ mleka, jaka mozna uzyska¢ od tych zwierzat oraz koniecznos¢ utrzymania
duzej liczby zwierzat w hodowli ogranicza ich zastosowanie do produkgji biatek, na
ktére zapotrzebowanie nie przekracza 1 kg rocznie (1). Ponadto niektére aktywne
biologicznie biatka, produkowane w mleku w duzym stezeniu, mogg mie¢ nieko-
rzystny wplyw na zdrowie zwierzat (2,3), co uniemozliwia ich produkcje w gruczole
mlekowym na skale przemystowg. Problemem moze by¢ rowniez oczyszczenie re-
kombinowanego biatka z mleka. Obecne w mleku micele kazeinowe oraz globulki
ttuszczu utrudniajg stosowanie standardowych metod separacji bialek. Alternatywa
dla pozyskiwania biatek terapeutycznych w mleku zwierzat gospodarskich jest wy-
korzystanie nasienia.

Narzady rozrodcze dojrzatych ptciowo samcéw zwierzat gospodarskich sktadaja
sie z parzystych jader (produkujacych plemniki i wydzielajacych androgeny) i na-
jadrzy lezacych w worku mosznowym, nasieniowodéow, gruczotéw ptciowych dodat-
kowych (dostarczajgcych ptynu i czynnikow odzywczych dla utrzymania i odzywia-
nia plemnikéw) i narzadu kopulacyjnego — pracia, przez ktére przebiega ostatni
odcinek drég wyprowadzajacych plemniki — cewka moczowa. Gruczoly piciowe
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dodatkowe stanowig parzyste gruczoly pecherzykowe (pecherzyki nasienne) i ba-
nieczkowe uchodzgace do koncowego odcinka nasieniowodu, oraz gruczot krokowy
i parzysty gruczol opuszkowo-cewkowy (Cowpera) uchodzace do cewki moczowe;j.
Nasienie (sperma) sktada sie z plemnikéw oraz plazmy (osocza nasienia) stanowigcej
wydzieline gruczotéw dodatkowych oraz nabtonkéw wyscielajacych drogi wyprowa-
dzajace plemniki. Nasienie pochodzace z jednego wytrysku zwane jest ejakulatem.

Niewatpliwg zaletg nasienia jako zZrodta biatek terapeutycznych jest obfitosc¢
i tatwos$¢ pozyskiwania, zwlaszcza u niektérych gatunkéw zwierzat np. swin (tab.).
Swinia, w poréwnaniu z innymi zwierzetami gospodarskimi ma kilka zalet — ciaza
trwa 114 dni, odstep miedzypokoleniowy tylko 12 miesiecy, a liczba prosiat w mio-
cie siega zazwyczaj 10-12. Od knura mozna uzyska¢ 2-3 razy w tygodniu, 200-300 ml
ejakulatu, zawierajacego 37 mg/ml biatka. W ciggu roku od transgenicznej $wini
produkujacej rekombinowane biatko w ilosci 1 mg/ml mozna uzyska¢ 22,4 g pro-
duktu.

Tabela

Charakterystyka nasienia i ejakulatu wybranych gatunkéw zwierzat gospodarskich
(http://www.ansi.okstate.edu)

Gatunek zwierzecia Ob]gtos(énij)akulatu Liczba ejakulatow/tydz. DO]rza(lli)]ﬁiisgicmwa I(l;f O(l;la:]t]lgt

buhaj 4-6 4-6 10-12 68

tryk 1-2 6-20 4-6 5,0

knur 200-300 2-3 4-8 3,7

ogier 60-100 3-5 13-18 1-2

Wektory kierujace ekspresjg transgenu w danej tkance lub wszystkich tkankach
muszg zawiera¢ odpowiednie regiony regulatorowe. W przypadku konstrukcji geno-
wych majgcych ulega¢ ekspresji w tkankach wydzielajacych rekombinowane biatko do
plynu nasiennego zwierzat transgenicznych mozliwe jest zastosowanie sekwengji
regulatorowych genow kodujacych biatka specyficzne dla komoérek gruczotéw picio-
wych dodatkowych. Zastosowanie regionéw regulatorowych tych genéw pozwo-
litoby ograniczy¢ ekspresje transgenu do komérek gruczotu krokowego oraz peche-
rzykow nasiennych. W zwigzku z tym obecnos$¢ obcych biatek w ptynie nasiennym
nie powinna wpltywaé na organizm zwierzecia. Niekiedy jednak obserwuje sie nie-
uprawniong (ektopowa) ekspresje w tkankach innych niz tkanki gruczotu krokowe-
g0 (4). Wektory ekspresyjne powinny zawiera¢ roéwniez inne sekwencje regulatoro-
we umozliwiajace kontrole ekspresji transgenu. W zaleznosci od miejsca wbudowa-
nia, ten sam transgen wykazuje inng aktywno$¢ transkrypcyjng. Jest to tzw. efekt
pofozenia na chromosomie (PEV, ang. position effect variegation). Aby temu zapobiec
mozna zastosowa¢ w konstrukcjach genowych sekwencje regulacyjne typu LCR
(ang. locus control region) (5) i MAR (ang. matrix attachment regions) (6), umozliwiajace

46 PRACE PRZEGLADOWE



Produkcja bialek terapeutycznych w nasieniu transgenicznych zwierzat

niezalezng od pozycji ekspresje genu. Regiony LCR zawierajg liczne elementy wzmac-
niajgce transkrypcje genoéw znajdujacych sie pod ich kontrolg lub indukujgce prze-
ksztatcanie struktury chromatyny. Regiony potaczenia z macierzg jadrowa wplywaja
na ekspresje zintegrowanego z genomem transgenu modyfikujac stabilng strukture
chromatyny. Ponadto wyzszy poziom ekspresji obserwuje sie czeSciej w przypadku
konstrukcji genowych zawierajgcych sekwencje genomowa rekombinowanego biatka
niz w przypadku konstrukcji zawierajgcych sekwencje cDNA (7). Wiekszos¢ ludzkich
gendw jest nieciggla: sklada sie z eksonow, zawierajacych informacje kodujaca biatko,
oddzielonych niekodujgcymi intronami. Wyzszy poziom ekspresji obserwowany
w przypadku konstrukcji zawierajacych sekwencje genomowe moze wynika¢ stad,
ze introny czesto zawierajg sekwencje regulatorowe (8).

2. Struktura, ekspresja i rola fizjologiczna biatka p12

Jedyna do tej pory sekwencja regulatorowa specyficzna dla komérek gruczotow
ptciowych dodatkowych, analizowana pod katem mozliwosci jej wykorzystania na
potrzeby produkgji biofarmaceutykow jest sekwencja promotora genu kodujacego
inhibitor proteazy p12. Biatko p12 jest pojedynczym polipeptydem zbudowanym
z 57 aminokwasé6w. Jego pierwszorzedowa struktura zostata okreslona na podsta-
wie sekwencji cDNA wyizolowanego z dobrzusznego plata gruczotu krokowego my-
szy (9). Fizjologiczna rola inhibitora proteazy p12 nie jest do konca poznana. Na
podstawie sekwencji nukleotydowej genu p12 oraz wydedukowanej na jej podsta-
wie struktury I-rzedowej biatka stwierdzono duze podobienstwo biatka p12 do wy-
dzielniczych inhibitoréw proteaz nalezacych do rodziny Kazal, a szczegélnie do
trzustkowych inhibitoréw trypsyny. Biatka te inaktywuja trypsyne powstajacg w wy-
niku aktywacji trypsynogenu, co zapobiega trawieniu wiasnych tkanek. Sugeruje
sie, ze inhibitor proteazy p12 chroni nabtonek ukfadu rozrodczego przed jego pro-
teolitycznym zniszczeniem lub/i reguluje reakcje akrosomalng podczas procesu
zaptodnienia lub bierze udzial w neutralizacji akrozyny po jej aktywacji. Reakcja
akrosomalna jest procesem zaleznym od stezenia jonoéw CaZ*. Sugeruje sie, ze inhi-
bitor p12 moze zapobiega¢ przedwczesnej reakcji akrosomalnej hamujgc pobiera-
nie jonoéw CaZ* przez plemniki (10). Akrozyna jest serynowa proteazg wystepujaca
w akrosomie plemnika w postaci enzymatycznie nieaktywnej proakrozyny, aktywo-
wanej do formy dojrzatej podczas reakgji akrosomalnej. Dzieki aktywno$ci proteoli-
tycznej zaangazowana jest w proteolize ostonki przejrzystej i pokonanie przez
plemnik bariery ostonki. Druga funkcja przypisywang akrozynie jest jej zdolno$¢ do
zatrzymania na powierzchni komérki jajowej plemnikéw, w ktorych doszio do reak-
¢ji akrosomalnej. Jednakze, catkowity brak aktywnosci enzymu u myszy homozygo-
tycznych z mutacjg w locus genu akrozyny (Acr!) nie prowadzi do nieplodnosci. Rola
akrozyny w procesie zapfodnienia oraz rola inhibitora proteazy p12 wymagajg dal-
szych wyjasnien.
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Gruczot koagulacyjny Gruczot pecherzykowy

Gruczot banieczkowy s

Gruczot krokowy grzbietowy

Gruczot krokowy brzuszny

Pecherz moczowy

Cze$¢ miedniczna cewki
i mie$nia cewkowego

Rys. Gruczoly piciowe dodatkowe samca myszy.

U myszy gruczol krokowy dzieli sie na kilka ptatéw (rys.) (11), ré6zniacych sie
m. in. rodzajem dostarczanych do plynu nasiennego biatek (12). W gruczole koagu-
lacyjnym w poréwnaniu z innymi ptatami gruczotu krokowego obserwuje sie wysoki
poziom ekspresji genoéw Plac8 (ang. placenta specific 8), RNAsel (ang. ribonuclease 1)
oraz Eapal (ang. experimental autoimmune prostatitis antigen). W placie dogrzbieto-
wobocznym (ang. dorsolateral prostate) szczego6lnie wysoki poziom ekspresji cechuje
geny kodujace biatko Ramp2 (ang. receptor activity modifying protein 2) oraz biatko
podobne do biatka pecherzyka akrosomalnego 1. Inhibitor proteazy p12 (13,14)
o masie czasteczkowej 6 kDa (15) jest obok biatka wigzgcego spermine, p25 (ang.
spermine-binding protein) (16) o masie czasteczkowej 25 kDa, gléwnym biatkiem wy-
dzielanym przez dobrzuszny ptat gruczotu krokowego (ang. ventral prostate). Eks-
presje genu p12 u myszy obserwuje sie rowniez w gruczole koagulacyjnym (ang. co-
agulating gland), pecherzykach nasiennych (ang. seminal vesicle) oraz trzustce (13).
Ekspresja genu p12 w trzustce jest konstytutywna, natomiast w ptacie dobrzusznym
gruczotu krokowego, gruczole koagulacyjnym oraz pecherzykach nasiennych jest
stymulowana testosteronem (13). Testosteron jest androgenem, ktérego wptyw, ra-
zem z estrogenami i prolaktyna, na wydzielanie gruczotéw ptciowych dodatkowych
u samcow zostal dobrze poznany.
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3. Regulacja ekspresji genu p12

W komorkach eukariotycznych aktywnosc¢ transkrypcyjna zalezy od interakgji
konstytutywnych oraz komérkowospecyficznych czynnikéw transkrypcyjnych z le-
zacymi powyzej regulowanego genu pozytywnymi i negatywnymi elementami dzia-
tajacymi w uktadzie cis. Niektore elementy regulatorowe, tj. blok TATA, blok CCAAT
czy blok GC lezace w poblizu miejsca startu inicjacji transkrypgcji tworzg promotor
podstawowy, stanowigcy miejsce sktadania kompleksu inicjacyjnego. Elementy re-
gulatorowe dziatajgce w uktadzie cis, potozone powyzej promotora podstawowego,
do ktorych zaliczamy sekwencje zwane wzmacniaczami (ang. enhancer) i wyciszacza-
mi (ang. silencer), decyduja o tym, w ktérych komorkach i na jakim etapie ich rozwo-
ju ma dochodzi¢ do ekspresji regulowanego genu.

W obrebie sekwencji promotora genu p12 zidentyfikowano kilka elementéw re-
gulatorowych (17). W pozycji -31 wystepuje sekwencja TATA, w pozycjach -69, -73,
-360 oraz -762 sekwencje CCAAT, a w pozycji -926 miejsce wigzania glukokortyko-
idow, progestyn i androgenow (17). W obrebie mysiego promotora p12, w regionie
od -45 do -66, pomiedzy sekwencjami bloku TATA i CCAAT zidentyfikowano row-
niez miejsce (p12.A) wigzania pozytywnego czynnika transkrypcyjnego dziatajacego
w ukfadzie trans (18). Tym pozytywnym czynnikiem transkrypcyjnym jest czynnik
Sp1 (19). Miejsce wigzania p12.A (5-GTGGGTGGAG-3’) charakteryzuje sie wysokim
stopniem homologii z sekwencja konsensusowa 5'-C/76/AGGCGS/16/,6/,/1-3’ opisana
dla czynnika Sp1. Poniewaz ekspresja genu p12 jest ograniczona do kilku rodzajow
tkanek, powyzej promotora podstawowego powinny by¢ obecne dziatajgce w ukta-
dzie cis sekwencje wyciszajace ekspresje genu p12 w pozostatych rodzajach tkanek.
Tego rodzaju sekwencje zlokalizowano w regionie promotora p12 w pozycji od -394
do -843 oraz od -66 do -212 (18). Delecja regionu o wielkosci 449 pz obejmujacego
nukleotydy od -394 do -843 prowadzi do 5-krotnego wzrostu aktywnosci promotora
w komérkach GH4C1 oraz COS-1. Sekwencja lezgca pomiedzy -133 a -212 (79 pz)
nukleotydem jest miejscem wigzania pozytywnego czynnika transkrypcyjnego w ko-
moérkach GH4C1 oraz negatywnego czynnika transkrypcyjnego w komoérkach COS-1.
Prawdopodobnie na terenie tego obszaru lezg bardzo blisko siebie lub nawet cze-
Sciowo na siebie nachodza dwie rézne sekwencje wigzgce dwa odrebne czynniki
transkrypcyjne. W regionie pomiedzy -970 a -4000 zlokalizowane sg inne, duzo
stabsze sekwencje wigzgce negatywne czynniki transkrypcyjne.

4. Ekspresja genéw znajdujacych si¢ pod kontrola promotoréw genéw
specyficznych dla gruczotu krokowego u zwierzat transgenicznych

W 1999 r. udato sie uzyskac pierwsze transgeniczne zwierzeta, wydzielajgce do

ptynu nasiennego rekombinowane biatko (4). Dyck i wsp. zastosowali konstrukcje
genowa zawierajgca gen kodujgcy hormon wzrostu cztowieka pod kontrolg sekwen-
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¢ji regulatorowej o dtugosci 4,0 kpz genu p12 myszy. Uzyskano dwie linie zwierzat,
ktore przekazywaly transgen potomstwu. Poziom ekspresji u potomstwa byt zacho-
wany. Ekspresja wprowadzonego genu miata miejsce w pecherzykach nasiennych
oraz nerkach transgenicznych samcow oraz w nerkach transgenicznych samic.
U jednej linii poziom ekspresji hormonu wzrostu w pecherzykach nasiennych byt
o dwa rzedy wielkos$ci wyzszy niz w nerkach, a u drugiej w nerkach trzykrotnie wyz-
szy niz w pecherzykach nasiennych. Nie zaobserwowano ekspresji transgenu w trzu-
stce mimo obserwowanego wczesniej w tej tkance konstytutywnego poziomu eks-
presji endogennego genu p12 (13). W surowicy transgenicznych zwierzgt zaobser-
wowano obecno$¢ hGH w stezeniu wynoszgcym kilkaset ng/ml. Obecno$¢ hormonu
wzrostu w surowicy transgenicznych samic nie miata negatywnego wplywu na ptod-
nos$¢ samic, co sugerowano we wczesniejszych doniesieniach (20). Waga transge-
nicznych zwierzat w wieku 12 tygodni byta odpowiednio 23 i 77% wyzsza w poréw-
naniu z myszami nietransgenicznymi, co byto $ci$le zwigzane ze stezeniem hormo-
nu w surowicy. Zrédtem hormonu wzrostu w surowicy jest nerka. Hormon wzrostu
produkowany w pecherzykach nasiennych nie przedostaje sie do krwiobiegu, o czym
Swiadczy fakt, ze poziom hormonu w surowicy nie zmienia sie¢ w 12 tygodniu zycia
myszy, gdy gwaltownie rosnie jego poziom w pecherzykach nasiennych. W nasieniu
transgenicznych myszy udato sie uzyska¢ hormon wzrostu cztowieka w ilosci okoto
0,5 mg/ml. Dla poréwnania jest to ilos¢ wielokrotnie wyzsza niz ilo§¢ hormonu
wzrostu produkowanego w moczu transgenicznych myszy (100-500 ng/ml) (21).
Wiele zespotéw badawczych na catym $wiecie prowadzi intensywne badania do-
tyczace wykorzystania specyficznych dla gruczotu krokowego sekwencji regulatoro-
wych w terapii genowej raka prostaty. Sekwencje promotoréw, ktére moga kiero-
wac ekspresjg genow terapeutycznych, mozna réwniez wykorzysta¢ do produkcji
rekombinowanych biatek. Najbardziej obiecujgce wyniki dotycza promotora genu
PB (ang. probasin) oraz promotora genu PSA (ang. prostate specific antigen). Krotki
fragment promotora PB szczura (od -426 do +28 pz) ogranicza ekspresje znaj-
dujacego sie pod jego kontrolg bakteryjnego genu kodujgcego acetylotransferaze
chloramfenikolu (CAT, ang. chloramphenicol acetyl transferase) do komorek nabtonka
gruczotu krokowego (22). Jednakze, poziom ekspresji transgenu byt niewielki (22).
Podobna konstrukcja zawierajaca diugi fragment promotora PB o wielkosci 12 kpz
pozwolifa uzyskac¢ wielokrotnie wyzszy poziom ekspresji genu CAT (23).
Specyficzng dla komoérek gruczotu krokowego ekspresje transgenu uzyskano
u transgenicznych myszy dzieki zastosowaniu promotora genu PSA czlowieka
o wielkosci 6 kpz kierujacego ekspresjg bakteryjnego genu kodujacego B-galaktozy-
daze (24). Podobny wynik uzyskano przy zastosowaniu regionu o wielkos$ci 14 kpz
obejmujgcego genomowa sekwencje kodujgca gen PSA cztowieka wraz z sekwencja-
mi flankujacymi (25). W obrebie promotora podstawowego genu PSA o dlugosci
632 pz zidentyfikowano oprécz sekwencji bloku TATA i GC, miejsca wigzace andro-
gen ARE-I oraz ARE-II (AREs, ang. androgen response elements), odpowiednio w pozycji
-170 i -394 (26,27). Powyzej promotora podstawowego zlokalizowano sekwencje
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wzmacniajacg (440 pz) polozona ok. 4 kpz powyzej miejsca startu transkrypcji, za-
wierajaca kolejne miejsce wigzgce androgen (ARE-III) (28).

5. Podsumowanie

Chociaz dotychczasowe wyniki badan dotyczgcych wykorzystania komorek gru-
czoloéw ptciowych dodatkowych do produkgji biofarmaceutykéw sa bardzo zache-
cajace, dalsze prace w tym kierunku beda wymaga¢ wytworzenia duzo wiekszej licz-
by zwierzat transgenicznych i ich oceny, zanim znajdg zastosowanie praktyczne.
Prowadzone w tym zakresie badania ograniczone byly do tej pory do zwierzat labo-
ratoryjnych (mysz, szczur). Dlatego tez nie wiadomo czy wyniki uzyskane w przy-
padku zwierzat laboratoryjnych da sie w prosty sposéb ekstrapolowaé na zwierzeta
gospodarskie tym bardziej, ze nasienie poszczegélnych gatunkow zwierzagt moze miec
rézny profil biatkowy. Sktad plazmy nasienia zalezy od stopnia rozwoju poszczegdl-
nych gruczotéw piciowych dodatkowych, udziatu w nim wydzielin z poszczegélnych
narzadow uktadu rozrodczego oraz objetosci, jaka zajmujg plemniki. Na przyktad
biatka wydzielane przez gruczoty pecherzykowe knura stanowia 80-90% wszystkich
bialek plazmy nasienia (29), podczas gdy u buhaja wydzieliny gruczotéw pecherzy-
kowych stanowig okoto 50% objetosSci nasienia. Wybér sekwencji promotora powi-
nien uwzglednia¢ réznice gatunkowe. Poniewaz nie poznano jeszcze wszystkich
biatek wystepujacych w nasieniu, istnieje rowniez mozliwo$¢ odkrycia innych specy-
ficznych dla nasienia sekwencji regulatorowych, za pomoca ktérych udatoby sie uzy-
skac¢ jeszcze wieksza ilo$¢ obcych biatek.
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