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Production of therapeutic proteins in the semen of transgenic animals

S u m m a r y

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. Wstêp

Transgeneza zwierz¹t jest przedmiotem zainteresowania la-
boratoriów biotechnologicznych na ca³ym œwiecie, ze wzglêdu
na mo¿liwoœæ wykorzystania transgenicznych zwierz¹t gospo-
darskich do produkcji aktywnych biologicznie peptydów i bia³ek,
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które mog¹ znaleŸæ zastosowanie w leczeniu chorób cz³owieka. W tym celu zwie-
rzêta modyfikuje siê genetycznie za pomoc¹ konstrukcji genowych zawieraj¹cych
oprócz sekwencji genu koduj¹cego okreœlone bia³ko, specyficzne sekwencje regula-
torowe, ograniczaj¹ce ekspresjê transgenu do okreœlonego typu tkanki i odpowied-
niego stadium rozwoju organizmu. Po wprowadzeniu konstrukcji genowej do ko-
mórek eukariotycznych i jej integracji z genomowym DNA, transgen ulega ekspresji
in vivo nadaj¹c organizmom now¹ cechê. Komórki zwierzêce w przeciwieñstwie do
innych systemów produkcji rekombinowanych bia³ek, potrafi¹ wystarczaj¹co do-
k³adnie wykonaæ wszystkie skomplikowane modyfikacje potranslacyjne, aby powsta³a
funkcjonalna forma bia³ka, która normalnie wystêpuje w organizmie cz³owieka. Wy-
korzystanie komórek zwierzêcych pozwala równie¿ unikn¹æ zagro¿enia ze strony
niektórych patogenów, tj. wirus HIV czy wirus ¿ó³taczki typu C, wystêpuj¹cego
w przypadku bia³ek pozyskiwanych z naturalnych Ÿróde³ ich wystêpowania. Biofar-
maceutyki mo¿na produkowaæ w krwi, mleku, moczu oraz nasieniu transgenicznych
zwierz¹t.

Najbardziej zaawansowane prace nad wykorzystaniem zwierz¹t do produkcji
biofarmaceutyków dotycz¹ wykorzystania gruczo³u mlekowego. Kilka takich bia³ek
produkowanych w gruczo³ach mlekowych transgenicznych zwierz¹t, tj. antytrombi-
na III, �1-antytrypsyna, tkankowy aktywator plazminogenu, �-glukozydaza i laktofe-
ryna przechodzi ju¿ zaawansowane testy kliniczne i w najbli¿szych latach pojawi siê
na rynku. Poniewa¿ wykorzystanie gruczo³u mlekowego do produkcji bia³ek tera-
peutycznych ograniczone jest do okresu laktacji, rozwa¿a siê mo¿liwoœæ wykorzy-
stania innych tkanek. Wzglêdnie d³ugi okres pomiêdzy narodzinami a pierwsz¹ lak-
tacj¹, cykliczna natura laktacji oraz wysokie nak³ady, które nale¿y ponieœæ na uzy-
skanie du¿ych zwierz¹t gospodarskich mo¿na zniwelowaæ przez wykorzystanie do
produkcji biofarmaceutyków mniejszych zwierz¹t gospodarskich, np. królika. Jednak-
¿e iloœæ mleka, jak¹ mo¿na uzyskaæ od tych zwierz¹t oraz koniecznoœæ utrzymania
du¿ej liczby zwierz¹t w hodowli ogranicza ich zastosowanie do produkcji bia³ek, na
które zapotrzebowanie nie przekracza 1 kg rocznie (1). Ponadto niektóre aktywne
biologicznie bia³ka, produkowane w mleku w du¿ym stê¿eniu, mog¹ mieæ nieko-
rzystny wp³yw na zdrowie zwierz¹t (2,3), co uniemo¿liwia ich produkcjê w gruczole
mlekowym na skalê przemys³ow¹. Problemem mo¿e byæ równie¿ oczyszczenie re-
kombinowanego bia³ka z mleka. Obecne w mleku micele kazeinowe oraz globulki
t³uszczu utrudniaj¹ stosowanie standardowych metod separacji bia³ek. Alternatyw¹
dla pozyskiwania bia³ek terapeutycznych w mleku zwierz¹t gospodarskich jest wy-
korzystanie nasienia.

Narz¹dy rozrodcze dojrza³ych p³ciowo samców zwierz¹t gospodarskich sk³adaj¹
siê z parzystych j¹der (produkuj¹cych plemniki i wydzielaj¹cych androgeny) i na-
j¹drzy le¿¹cych w worku mosznowym, nasieniowodów, gruczo³ów p³ciowych dodat-
kowych (dostarczaj¹cych p³ynu i czynników od¿ywczych dla utrzymania i od¿ywia-
nia plemników) i narz¹du kopulacyjnego – pr¹cia, przez które przebiega ostatni
odcinek dróg wyprowadzaj¹cych plemniki – cewka moczowa. Gruczo³y p³ciowe
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dodatkowe stanowi¹ parzyste gruczo³y pêcherzykowe (pêcherzyki nasienne) i ba-
nieczkowe uchodz¹ce do koñcowego odcinka nasieniowodu, oraz gruczo³ krokowy
i parzysty gruczo³ opuszkowo-cewkowy (Cowpera) uchodz¹ce do cewki moczowej.
Nasienie (sperma) sk³ada siê z plemników oraz plazmy (osocza nasienia) stanowi¹cej
wydzielinê gruczo³ów dodatkowych oraz nab³onków wyœcielaj¹cych drogi wyprowa-
dzaj¹ce plemniki. Nasienie pochodz¹ce z jednego wytrysku zwane jest ejakulatem.

Niew¹tpliw¹ zalet¹ nasienia jako Ÿród³a bia³ek terapeutycznych jest obfitoœæ
i ³atwoœæ pozyskiwania, zw³aszcza u niektórych gatunków zwierz¹t np. œwiñ (tab.).
Œwinia, w porównaniu z innymi zwierzêtami gospodarskimi ma kilka zalet – ci¹¿a
trwa 114 dni, odstêp miêdzypokoleniowy tylko 12 miesiêcy, a liczba prosi¹t w mio-
cie siêga zazwyczaj 10-12. Od knura mo¿na uzyskaæ 2-3 razy w tygodniu, 200-300 ml
ejakulatu, zawieraj¹cego 37 mg/ml bia³ka. W ci¹gu roku od transgenicznej œwini
produkuj¹cej rekombinowane bia³ko w iloœci 1 mg/ml mo¿na uzyskaæ 22,4 g pro-
duktu.

T a b e l a

Charakterystyka nasienia i ejakulatu wybranych gatunków zwierz¹t gospodarskich
(http://www.ansi.okstate.edu)

Gatunek zwierzêcia
Objêtoœæ ejakulatu

(ml)
Liczba ejakulatów/tydz.

Dojrza³oœæ p³ciowa

(mies.)

Iloœæ bia³ka

(g/100 ml)

buhaj 4-6 4-6 10-12 6,8

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 kieruj¹ce ekspresj¹ transgenu w danej tkance lub wszystkich tkankach
musz¹ zawieraæ odpowiednie regiony regulatorowe. W przypadku konstrukcji geno-
wych maj¹cych ulegaæ ekspresji w tkankach wydzielaj¹cych rekombinowane bia³ko do
p³ynu nasiennego zwierz¹t transgenicznych mo¿liwe jest zastosowanie sekwencji
regulatorowych genów koduj¹cych bia³ka specyficzne dla komórek gruczo³ów p³cio-
wych dodatkowych. Zastosowanie regionów regulatorowych tych genów pozwo-
li³oby ograniczyæ ekspresjê transgenu do komórek gruczo³u krokowego oraz pêche-
rzyków nasiennych. W zwi¹zku z tym obecnoœæ obcych bia³ek w p³ynie nasiennym
nie powinna wp³ywaæ na organizm zwierzêcia. Niekiedy jednak obserwuje siê nie-
uprawnion¹ (ektopow¹) ekspresjê w tkankach innych ni¿ tkanki gruczo³u krokowe-
go (4). Wektory ekspresyjne powinny zawieraæ równie¿ inne sekwencje regulatoro-
we umo¿liwiaj¹ce kontrolê ekspresji transgenu. W zale¿noœci od miejsca wbudowa-
nia, ten sam transgen wykazuje inn¹ aktywnoœæ transkrypcyjn¹. Jest to tzw. efekt
po³o¿enia na chromosomie (PEV, ang. position effect variegation). Aby temu zapobiec
mo¿na zastosowaæ w konstrukcjach genowych sekwencje regulacyjne typu LCR
(ang. locus control region) (5) i MAR (ang. matrix attachment regions) (6), umo¿liwiaj¹ce

Daniel Lipiñski i inni

46 PRACE PRZEGL¥DOWE



niezale¿n¹ od pozycji ekspresjê genu. Regiony LCR zawieraj¹ liczne elementy wzmac-
niaj¹ce transkrypcjê genów znajduj¹cych siê pod ich kontrol¹ lub indukuj¹ce prze-
kszta³canie struktury chromatyny. Regiony po³¹czenia z macierz¹ j¹drow¹ wp³ywaj¹
na ekspresjê zintegrowanego z genomem transgenu modyfikuj¹c stabiln¹ strukturê
chromatyny. Ponadto wy¿szy poziom ekspresji obserwuje siê czêœciej w przypadku
konstrukcji genowych zawieraj¹cych sekwencjê genomow¹ rekombinowanego bia³ka
ni¿ w przypadku konstrukcji zawieraj¹cych sekwencje cDNA (7). Wiêkszoœæ ludzkich
genów jest nieci¹g³a: sk³ada siê z eksonów, zawieraj¹cych informacjê koduj¹c¹ bia³ko,
oddzielonych niekoduj¹cymi intronami. Wy¿szy poziom ekspresji obserwowany
w przypadku konstrukcji zawieraj¹cych sekwencje genomowe mo¿e wynikaæ st¹d,
¿e introny czêsto zawieraj¹ sekwencje regulatorowe (8).

2. Struktura, ekspresja i rola fizjologiczna bia³ka p12

Jedyn¹ do tej pory sekwencj¹ regulatorow¹ specyficzn¹ dla komórek gruczo³ów
p³ciowych dodatkowych, analizowan¹ pod k¹tem mo¿liwoœci jej wykorzystania na
potrzeby produkcji biofarmaceutyków jest sekwencja promotora genu koduj¹cego
inhibitor proteazy p12. Bia³ko p12 jest pojedynczym polipeptydem zbudowanym
z 57 aminokwasów. Jego pierwszorzêdowa struktura zosta³a okreœlona na podsta-
wie sekwencji cDNA wyizolowanego z dobrzusznego p³ata gruczo³u krokowego my-
szy (9). Fizjologiczna rola inhibitora proteazy p12 nie jest do koñca poznana. Na
podstawie sekwencji nukleotydowej genu p12 oraz wydedukowanej na jej podsta-
wie struktury I-rzêdowej bia³ka stwierdzono du¿e podobieñstwo bia³ka p12 do wy-
dzielniczych inhibitorów proteaz nale¿¹cych do rodziny Kazal, a szczególnie do
trzustkowych inhibitorów trypsyny. Bia³ka te inaktywuj¹ trypsynê powstaj¹c¹ w wy-
niku aktywacji trypsynogenu, co zapobiega trawieniu w³asnych tkanek. Sugeruje
siê, ¿e inhibitor proteazy p12 chroni nab³onek uk³adu rozrodczego przed jego pro-
teolitycznym zniszczeniem lub/i reguluje reakcjê akrosomaln¹ podczas procesu
zap³odnienia lub bierze udzia³ w neutralizacji akrozyny po jej aktywacji. Reakcja
akrosomalna jest procesem zale¿nym od stê¿enia jonów Ca2+. Sugeruje siê, ¿e inhi-
bitor p12 mo¿e zapobiegaæ przedwczesnej reakcji akrosomalnej hamuj¹c pobiera-
nie jonów Ca2+ przez plemniki (10). Akrozyna jest serynow¹ proteaz¹ wystêpuj¹c¹
w akrosomie plemnika w postaci enzymatycznie nieaktywnej proakrozyny, aktywo-
wanej do formy dojrza³ej podczas reakcji akrosomalnej. Dziêki aktywnoœci proteoli-
tycznej zaanga¿owana jest w proteolizê os³onki przejrzystej i pokonanie przez
plemnik bariery os³onki. Drug¹ funkcj¹ przypisywan¹ akrozynie jest jej zdolnoœæ do
zatrzymania na powierzchni komórki jajowej plemników, w których dosz³o do reak-
cji akrosomalnej. Jednak¿e, ca³kowity brak aktywnoœci enzymu u myszy homozygo-
tycznych z mutacj¹ w locus genu akrozyny (Acr-1) nie prowadzi do niep³odnoœci. Rola
akrozyny w procesie zap³odnienia oraz rola inhibitora proteazy p12 wymagaj¹ dal-
szych wyjaœnieñ.
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U myszy gruczo³ krokowy dzieli siê na kilka p³atów (rys.) (11), ró¿ni¹cych siê
m. in. rodzajem dostarczanych do p³ynu nasiennego bia³ek (12). W gruczole koagu-
lacyjnym w porównaniu z innymi p³atami gruczo³u krokowego obserwuje siê wysoki
poziom ekspresji genów Plac8 (ang. placenta specific 8), RNAse1 (ang. ribonuclease 1)
oraz Eapa1 (ang. experimental autoimmune prostatitis antigen). W p³acie dogrzbieto-
wobocznym (ang. dorsolateral prostate) szczególnie wysoki poziom ekspresji cechuje
geny koduj¹ce bia³ko Ramp2 (ang. receptor activity modifying protein 2) oraz bia³ko
podobne do bia³ka pêcherzyka akrosomalnego 1. Inhibitor proteazy p12 (13,14)
o masie cz¹steczkowej 6 kDa (15) jest obok bia³ka wi¹¿¹cego sperminê, p25 (ang.
spermine-binding protein) (16) o masie cz¹steczkowej 25 kDa, g³ównym bia³kiem wy-
dzielanym przez dobrzuszny p³at gruczo³u krokowego (ang. ventral prostate). Eks-
presjê genu p12 u myszy obserwuje siê równie¿ w gruczole koagulacyjnym (ang. co-

agulating gland), pêcherzykach nasiennych (ang. seminal vesicle) oraz trzustce (13).
Ekspresja genu p12 w trzustce jest konstytutywna, natomiast w p³acie dobrzusznym
gruczo³u krokowego, gruczole koagulacyjnym oraz pêcherzykach nasiennych jest
stymulowana testosteronem (13). Testosteron jest androgenem, którego wp³yw, ra-
zem z estrogenami i prolaktyn¹, na wydzielanie gruczo³ów p³ciowych dodatkowych
u samców zosta³ dobrze poznany.
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3. Regulacja ekspresji genu p12

W komórkach eukariotycznych aktywnoœæ transkrypcyjna zale¿y od interakcji
konstytutywnych oraz komórkowospecyficznych czynników transkrypcyjnych z le-
¿¹cymi powy¿ej regulowanego genu pozytywnymi i negatywnymi elementami dzia-
³aj¹cymi w uk³adzie cis. Niektóre elementy regulatorowe, tj. blok TATA, blok CCAAT
czy blok GC le¿¹ce w pobli¿u miejsca startu inicjacji transkrypcji tworz¹ promotor
podstawowy, stanowi¹cy miejsce sk³adania kompleksu inicjacyjnego. Elementy re-
gulatorowe dzia³aj¹ce w uk³adzie cis, po³o¿one powy¿ej promotora podstawowego,
do których zaliczamy sekwencje zwane wzmacniaczami (ang. enhancer) i wyciszacza-
mi (ang. silencer), decyduj¹ o tym, w których komórkach i na jakim etapie ich rozwo-
ju ma dochodziæ do ekspresji regulowanego genu.

W obrêbie sekwencji promotora genu p12 zidentyfikowano kilka elementów re-
gulatorowych (17). W pozycji -31 wystêpuje sekwencja TATA, w pozycjach -69, -73,
-360 oraz -762 sekwencje CCAAT, a w pozycji -926 miejsce wi¹zania glukokortyko-
idów, progestyn i androgenów (17). W obrêbie mysiego promotora p12, w regionie
od -45 do -66, pomiêdzy sekwencjami bloku TATA i CCAAT zidentyfikowano rów-
nie¿ miejsce (p12.A) wi¹zania pozytywnego czynnika transkrypcyjnego dzia³aj¹cego
w uk³adzie trans (18). Tym pozytywnym czynnikiem transkrypcyjnym jest czynnik
Sp1 (19). Miejsce wi¹zania p12.A (5’-GTGGGTGGAG-3’) charakteryzuje siê wysokim
stopniem homologii z sekwencj¹ konsensusow¹ 5’-G/TG/AGGCGG/TG/AG/AC/T-3’ opisan¹
dla czynnika Sp1. Poniewa¿ ekspresja genu p12 jest ograniczona do kilku rodzajów
tkanek, powy¿ej promotora podstawowego powinny byæ obecne dzia³aj¹ce w uk³a-
dzie cis sekwencje wyciszaj¹ce ekspresjê genu p12 w pozosta³ych 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 wielkoœci 449 pz obejmuj¹cego
nukleotydy od -394 do -843 prowadzi do 5-krotnego wzrostu aktywnoœci promotora
w komórkach GH4C1 oraz COS-1. Sekwencja le¿¹ca pomiêdzy -133 a -212 (79 pz)
nukleotydem jest miejscem wi¹zania pozytywnego czynnika transkrypcyjnego w ko-
mórkach GH4C1 oraz negatywnego czynnika transkrypcyjnego w komórkach COS-1.
Prawdopodobnie na terenie tego obszaru le¿¹ bardzo blisko siebie lub nawet czê-
œciowo na siebie nachodz¹ dwie ró¿ne sekwencje wi¹¿¹ce dwa odrêbne czynniki
transkrypcyjne. W regionie pomiêdzy -970 a -4000 zlokalizowane s¹ inne, du¿o
s³absze sekwencje wi¹¿¹ce negatywne czynniki transkrypcyjne.

4. Ekspresja genów znajduj¹cych siê pod kontrol¹ promotorów genów
specyficznych dla gruczo³u krokowego u zwierz¹t transgenicznych

W 1999 r. uda³o siê uzyskaæ pierwsze transgeniczne zwierzêta, wydzielaj¹ce do
p³ynu nasiennego rekombinowane bia³ko (4). Dyck i wsp. zastosowali konstrukcjê
genow¹ zawieraj¹c¹ gen koduj¹cy hormon wzrostu cz³owieka pod kontrol¹ sekwen-
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cji regulatorowej o d³ugoœci 4,0 kpz genu p12 myszy. Uzyskano dwie linie zwierz¹t,
które przekazywa³y transgen potomstwu. Poziom ekspresji u potomstwa by³ zacho-
wany. Ekspresja wprowadzonego genu mia³a miejsce w pêcherzykach nasiennych
oraz nerkach transgenicznych samców oraz w nerkach transgenicznych samic.
U jednej linii poziom ekspresji hormonu wzrostu w pêcherzykach nasiennych by³
o dwa rzêdy wielkoœci wy¿szy ni¿ w nerkach, a u drugiej w nerkach trzykrotnie wy¿-
szy ni¿ w pêcherzykach nasiennych. Nie zaobserwowano ekspresji transgenu w trzu-
stce mimo obserwowanego wczeœniej w tej tkance konstytutywnego poziomu eks-
presji endogennego genu p12 (13). W surowicy transgenicznych zwierz¹t zaobser-
wowano obecnoœæ hGH w stê¿eniu wynosz¹cym kilkaset ng/ml. Obecnoœæ hormonu
wzrostu w surowicy transgenicznych samic nie mia³a negatywnego wp³ywu na p³od-
noœæ samic, co sugerowano we wczeœniejszych doniesieniach (20). Waga transge-
nicznych zwierz¹t w wieku 12 tygodni by³a odpowiednio 23 i 77% wy¿sza w porów-
naniu z myszami nietransgenicznymi, co by³o œciœle zwi¹zane ze stê¿eniem hormo-
nu w surowicy. �ród³em hormonu wzrostu w surowicy jest nerka. Hormon wzrostu
produkowany w pêcherzykach nasiennych nie przedostaje siê do krwiobiegu, o czym
œwiadczy fakt, ¿e poziom hormonu w surowicy nie zmienia siê w 12 tygodniu ¿ycia
myszy, gdy gwa³townie roœnie jego poziom w pêcherzykach nasiennych. W nasieniu
transgenicznych myszy uda³o siê uzyskaæ hormon wzrostu cz³owieka w iloœci oko³o
0,5 mg/ml. Dla porównania jest to iloœæ wielokrotnie wy¿sza ni¿ iloœæ hormonu
wzrostu produkowanego w moczu transgenicznych myszy (100-500 ng/ml) (21).

Wiele zespo³ów badawczych na ca³ym œwiecie prowadzi intensywne badania do-
tycz¹ce wykorzystania specyficznych dla gruczo³u krokowego sekwencji regulatoro-
wych w terapii genowej raka prostaty. Sekwencje promotorów, które mog¹ kiero-
waæ ekspresj¹ genów terapeutycznych, mo¿na równie¿ wykorzystaæ do produkcji
rekombinowanych bia³ek. Najbardziej obiecuj¹ce wyniki dotycz¹ promotora genu
PB (ang. probasin) oraz promotora genu PSA (ang. prostate specific antigen). Krótki
fragment promotora PB szczura (od -426 do +28 pz) ogranicza ekspresjê znaj-
duj¹cego siê pod jego kontrol¹ bakteryjnego genu koduj¹cego acetylotransferazê
chloramfenikolu (CAT, ang. chloramphenicol acetyl transferase) do komórek nab³onka
gruczo³u krokowego (22). Jednak¿e, poziom ekspresji transgenu by³ niewielki (22).
Podobna konstrukcja zawieraj¹ca d³ugi fragment promotora PB o wielkoœci 12 kpz
pozwoli³a uzyskaæ wielokrotnie wy¿szy poziom ekspresji genu CAT (23).

Specyficzn¹ dla komórek gruczo³u krokowego ekspresjê transgenu uzyskano
u transgenicznych myszy dziêki zastosowaniu promotora genu PSA cz³owieka
o wielkoœci 6 kpz kieruj¹cego ekspresj¹ bakteryjnego genu koduj¹cego �-galaktozy-
dazê (24). Podobny wynik uzyskano przy zastosowaniu regionu o wielkoœci 14 kpz
obejmuj¹cego genomow¹ sekwencjê koduj¹c¹ gen PSA cz³owieka wraz z sekwencja-
mi flankuj¹cymi (25). W obrêbie promotora podstawowego genu PSA o d³ugoœci
632 pz zidentyfikowano oprócz sekwencji bloku TATA i GC, miejsca wi¹¿¹ce andro-
gen ARE-I oraz ARE-II (AREs, ang. androgen response elements), odpowiednio w pozycji
-170 i -394 (26,27). Powy¿ej promotora podstawowego zlokalizowano sekwencjê
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wzmacniaj¹c¹ (440 pz) po³o¿on¹ ok. 4 kpz powy¿ej miejsca startu transkrypcji, za-
wieraj¹c¹ kolejne miejsce wi¹¿¹ce androgen (ARE-III) (28).

5. Podsumowanie

Chocia¿ dotychczasowe wyniki badañ dotycz¹cych wykorzystania komórek gru-
czo³ów p³ciowych dodatkowych do produkcji biofarmaceutyków s¹ bardzo zachê-
caj¹ce, dalsze prace w tym kierunku bêd¹ wymagaæ wytworzenia du¿o wiêkszej licz-
by zwierz¹t transgenicznych i ich oceny, zanim znajd¹ zastosowanie praktyczne.
Prowadzone w tym zakresie badania ograniczone by³y do tej pory do zwierz¹t labo-
ratoryjnych (mysz, szczur). Dlatego te¿ nie wiadomo czy wyniki uzyskane w przy-
padku zwierz¹t laboratoryjnych da siê w prosty sposób ekstrapolowaæ na zwierzêta
gospodarskie tym bardziej, ¿e nasienie poszczególnych gatunków zwierz¹t mo¿e mieæ
ró¿ny profil bia³kowy. Sk³ad plazmy nasienia zale¿y od stopnia rozwoju poszczegól-
nych gruczo³ów p³ciowych dodatkowych, udzia³u w nim wydzielin z poszczególnych
narz¹dów uk³adu rozrodczego oraz objêtoœci, jak¹ zajmuj¹ plemniki. Na przyk³ad
bia³ka wydzielane przez gruczo³y pêcherzykowe knura stanowi¹ 80-90% wszystkich
bia³ek plazmy nasienia (29), podczas gdy u buhaja wydzieliny gruczo³ów pêcherzy-
kowych stanowi¹ oko³o 50% objêtoœci nasienia. Wybór sekwencji promotora powi-
nien uwzglêdniaæ ró¿nice gatunkowe. Poniewa¿ nie poznano jeszcze wszystkich
bia³ek wystêpuj¹cych w nasieniu, istnieje równie¿ mo¿liwoœæ odkrycia innych specy-
ficznych dla nasienia sekwencji regulatorowych, za pomoc¹ których uda³oby siê uzy-
skaæ jeszcze wiêksz¹ iloœæ obcych bia³ek.
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