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1.Dlaczego gruczot mleczny?

leko jest podstawowym produktem biatkowym spozywanym przez ludzi.

Szacuje sie, ze ponad 30% biatka spozywczego pochodzi z mleka. Jako
niemowleta odzywiamy sie gtdwnie mlekiem matki, ktore dla niemowlecia jest
niewatpliwie pokarmem idealnym, niestety nie dla wszystkich dostepnym. Ja-
ko dorosli spozywamy gtéwnie mleko i przetwory z mleka kréw, a w mniejszym
stopniu takze owiec i k6z. Mleko przezuwaczy, chociaz og6lnie dostepne, nie
jest idealnym pokarmem dla czlowieka. Kazeiny, gtéwne biatka mleka, zawie-
raja zbyt mato aminokwasow siarkowych — cysteiny i metioniny, P-laktoglo-
bulina, biatko serwatki mleka przezuwaczy, jest zrodtem uczulen, a zaburze-
nia w przyswajaniu laktozy sg czestg przyczyng wystepowania powaznych
zaktécen w funkcjonowaniu przewodu pokarmowego. Takze ttuszcz mleka, ze
wzgledu na duzag zawartos¢ nasyconych kwaséw ttuszczowych, jest niezbyt
zdrowym pokarmem dla ludzi.

Wiekszo$¢ mileka spozywa sie w postaci przetworow — serow, kefiréw,
jogurtéw lub lodéw. Skiad mileka, wyjsciowego surowca dla tych produktéw,
czesto decyduje o ich jakosci. Mate stezenie biatka, wielkos¢ i struktura
miceli kazeinowych moga wptywa¢ na jakos$¢ niektorych gatunkéw seréw;
laktoza, stabo rozpuszczalna w niskich temperaturach, moze obniza¢ jakos¢
niektérych produktéw mleczarskich, np. lodow.

Ze wzgledu na mozliwos¢ przeprowadzenia manipulacji genetycznych bez
naruszania integralnosci organizmu zwierzecia, gruczol mleczny jest atra-
kcyjnym celem dla inzynierii genetycznej. Jest on czym$ w rodzaju naturalnej
fabryki biatek, ktére sa syntetyzowane w ogromnych ilosciach i wydzielane
na zewnatrz, co umozliwia ich odzyskanie bez koniecznosci zabijania zwie-
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rzecia. Mleko jest najtatwiejsza do pozyskania wydzieling zwierzat; mleko
przezuwaczy jest rutynowo uzyskiwane za pomocg mechanicznego doju. Tak-
ze mleko $win, a nawet krolikbw mozna doi¢ mechanicznie. Nie bez znaczenia
jest to, ze mleko powstaje ,,zamkniete” w gruczole mlecznym i w duzym
stopniu jest odizolowane od krwiobiegu zwierzecia. W zwigzku z tym zmiany
jego skiadu (np. obecnos¢ aktywnych biologicznie biatek wydzielanych z mle-
kiem) nie powinny wplywaé na organizm zwierzecia. Biorgc to pod uwage
wczesnie zorientowano sie, ze gruczot mleczny mogtby byé ideatnym ,biore-
aktorem” do produkcji obcych gatunkowo (np. tudzkich) biatek. Reatizacja
tego pomystu, jak sie wydaje, jest juz dos¢ bliska. Leki wytworzone tym
sposobem sag obecnie poddawane testom klinicznym.

2. Geny biatek mleka

Do tego aby przeprowadza¢ manipulacje na genach biatek mleka trzeba
zna¢ ich strukture i sekwencje, a takze mechanizmy regulacji ich ekspresji.
Na szcze$cie taka wiedza jest juz dostepna. Sklonowana i zsekwencjonowano
geny kazein i biatek serwatki kilku gatunkéw ssakow, w tym wszystkich
podstawowych gatunkéw zwierzat gospodarskich. W grudniu 1997 r. w bazie
danych GenBank znajdowato sie 409 rekordéw zawierajacych sekwencje cDNA
tub gendéw biatek mleka. Znana jest takze sekwencja czesci regulacyjnych
tych genéw, obejmujaca od Kilkuset do kilku tysiecy par zasad (pz) konca
5, przed miejscem inicjacji transkrypcji (28 rekordow w GenBank).

Prowadzone sa intensywne badania nad mechanizmami regulacji ekspre-
sji genéw biatek mleka. Na podstawie przeprowadzonej analizy komputerowej
okreslono potencjalne sekwencje regulacyjne typu cis oraz przypuszczalne
miejsca wigzania czynnikow transkrypcyjnych w promotorach gendéw biatek
mleka (55). Funkcje niektorych z tych sekwencji potwierdzono dos$wiadczal-
nie (28,56,100,101 i cytowania zawarte w tych artykutach). Na podstawie
uzyskanych wynikéw z przeprowadzonych badan eksperymentalnych usta-
lono podstawowy mechanizm regulacji ekspresji genéw biatek mleka przez
prolaktyne i glikokortykoidy (rys. 1). W przekazywaniu sygnatu hormonal-
nego prolaktyny uczestniczy receptor ulokowany w btonie komoérkowej, ktory,
po zwigzaniu z ligandem, za posrednictwem kinazy biatkowej Jak2, fosfory-
luje czynnik transkrypcyjny STAT5. Wykazano, ze do aktywacji czynnika
STATS5 konieczna jest przede wszystkim fosforylacja tyrozyny w pozycji 694,
chociaz fosforylacji podlegajg takze reszty serynowe i treoninowe. Zaktywo-
wany, ufosforylowany czynnik jest nastepnie translokowany do jadra komor-
kowego, gdzie taczy sie, przypuszczalnie jako dimer STAT5A/STATSB, z od-
powiednig sekwencjg w promotorach genéw biatek mleka i inicjuje ich trans-
krypcje (33,49). Glikokortykoidy, ktore takze zwiekszajg tempo transkrypcji
gendw biatek mleka, dziatajg najprawdopodobniej posrednio, zmieniajgc kon-
formacje chromatyny w obrebie promotoréw, umozliwiajgc wigzanie takich
czynnikéw transkrypcyjnych jak NFI i STAT5 (75).
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Rys. 1. Postulowany mechanizm regulacji ekspresji genéw biatek mleka przez prolaktyne
i glikokortykoidy (opis w tekscie).

3. Cele biotechnologicznego wykorzystania gruczotu mlecznego

Intensywna praca hodowlana, selekcja i doskonalenie zwierzat, chociaz
bardzo efektywne jesli chodzi o zwiekszenie wydajnosci mlecznej zwierzat,
W znacznie mniejszym stopniu pozwalaja wptywaé¢ na skitad mleka. Te ogra-
niczenia, a takze postep jaki dokonat sie ostatnio w zakresie biologii mole-
kularnej i embriologii, sprawity, ze obecnie mysli sie powaznie o wykorzy-
staniu inzynierii genetycznej do wprowadzenia istotnych zmian w skiadzie
mleka przezuwaczy, poprawy jego wiasciwosci odzywczych, a takze o wyko-
rzystaniu transgenicznych 2rwierzat jako producentéw obcych gatunkowo,
gtéwnie ludzkich, biatek o dziataniu leczniczym. Spodziewa sie, ze inzynieria
genetyczna pozwoli na osiggniecie w ciggu jednego pokolenia zmian, ktérych
uzyskanie tradycyjnymi metodami zajetoby Kilkaset lat, jezeli w ogole bytoby
mozliwe do osiggniecia.

Cele biotechnologicznego wykorzystania gruczotu mlecznego zebrano w ta-
beli 1. Niewatpliwie zamiarem, w znacznym stopniu juz realizowanym, jest
produkcja ludzkich biatek leczniczych za pomoca ,,zywych bioreaktorow” —
transgenicznych zwierzat gospodarskich. Inny kierunek badan, mozliwy do
realizacji w znacznie dalszej perspektywie, to zastosowanie inzynierii genety-
cznej do modyfikacji sktadu mleka tak, aby uzyskaé bardziej wartosciowy
produkt spozywczy, lepiej nadajacy sie do przerobu w przemys$le mleczarskim.
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Tabela 1
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Cele biotechnologicznego wykorzystania gruczotu mlecznego

Cel

zwiekszenie stabilnosci mleka
w podwyzszonych temperaturach

poprawa jakosci produktéw spozywczych

wytwarzanych z mleka

« zwiekszenie jedmosci stratu kazeinowego
i ilosci zawartych w nim biatek
i thuszczow; poprawa jakosci serow

e przyspieszenie dojrzewania seréw

« zwiekszenie trwatosci zawiesiny kotoidowej
kazein mleka; lepsza emulgacja

e eliminacja krysztatkéw todu i stratow
laktozy; poprawa jakosci lodéw; zmiana
whasciwosci osmotycznych mieka

poprawa wiasciwosci odzywczych mieka
« zwiekszenie zawartosci wapnia i fosforanow

« zwiekszenie zawartosci aminokwasow
siarkowych w biatkach mleka

humanizacja mleka przezuwaczy

umozliwienie spozywania mleka krowiego
przez ludzi z zespotem nietolerancji na
laktoze lub uczulonych na p-laktoglobuline

zmniejszenie zapadalnosci kréw na zapalenie
wymienia (mastitis); ochrona potomstwa przed
zakazeniami przewodu pokarmowego;
zwiekszenie absorbcji zelaza

produkcja zdrowszego, mniej tlustego mleka;
obnizenie kosztéw produkcji mleka

wytwarzanie ludzkich biatek leczniczych
w mleku transgenicznych zwierzat
gospodarskich — ,,zywych bioreaktoréow”

Manipulacja genetyczna Spodziewany efekt

wprowadzenie
dodatkowych genéw
biatek mleka

ukierunkowana
mutageneza genow
kazein

inaktywacja lub
zahamowanie
ekspresji genu
a-laktoalbuminy

wprowadzenie
bakteryjnego genu
P-galaktozydazy

z promotorem genu
biatka mieka

inaktywacja genu
p-laktoglobuliny

wprowadzenie genéw
lizozymu, lizostatyny,
laktoferyny lub
immunoglobuliny
potgczonych

z promotorami genéw
biatek mieka

inaktywacja lub
modyfikacja genéw
zwigzanych

z biosynteza kwasow
thuszczowych

wprowadzenie
ludzkich genéw
struktury
potaczonych

z promotorami genéw
biatek mieka

nadprodukcja
okreslonych
typow kazein lub
biatek serwatki

zmiana struktury
1-rzedowej kazein

obnizenie
zawartosci taktozy
w mleku

produkcja mleka
bez P-laktoglobuliny

obecnos¢ biatek

0 dziataniu
obronnym lub
przeciwbakteryjnym
w gruczole
mlecznym

1 w mleku

zmniejszenie
zawartosci
ttuszczu w mleku;
zwiekszenie
proporcji kwasow
ttuszczowych
nienasyconych

synteza obcych
gatunkowo biatek
w gruczole
mlecznym
zwierzat
transgenicznych
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Modyfikacji sktadu mleka mozna dokona¢ poprzez wprowadzenie nowych
gendw, zahamowanie ekspresji jednego lub Kilku genow, ,,ulepszenie” istnie-
jacych genéw biatek mleka lub modyfikacje innych genéw kodujacych enzy-
my zaangazowane w biosynteze takich skladnikow mileka jak tluszcze lub
cukry. Wzbogacenie mleka w nowe biatka mogtoby poprawic¢ jego wartosé
odzywcza, np. zwiekszy¢ stezenie bialek bogatych w cysteine i metionine.

Manipulacje genetyczne moga takze doprowadzi¢ do poprawy wilasciwosci
technologicznych mleka. Wprowadzajgc do genomu zwierzecia dodatkowe ge-
ny kazein mozna zwiekszy¢ odporno$¢ mleka na podwyzszong temperature,
skroci¢ czas koagulacji mleka pod dziataniem podpuszczki i zwiekszy¢ jedr-
nos¢ strgtu kazeinowego, z ktérego mozna by produkowaé sery o lepszej
jakosci. Mleko transgenicznych myszy wyposazonych w dodatkowe geny ka-
zeiny K pochodzace od bydta charakteryzowato sie mniejszymi micelami ka-
zeinowymi, wzbogaconymi w kazeine k, i po traktowaniu podpuszczkag wy-
twarzato mocniejszy skrzep kazeinowy (29). Rekombinowana kozia kazeina
K wytwarzana w gruczole mlecznym transgenicznych myszy wigczata sie do
miceli kazeinowych mysiego mleka i zmieniata warunki precypitacji kazein
przez jony CaM" (66). Gdyby podobne manipulacje genetyczne przeprowadzié¢
na krowach, mozna by w ten sposob zwiekszy¢ wydajnos¢ produkcji serow
i poprawi¢ ich jakosc¢.

Planuje sie takze uzyskanie w gruczole mlecznym ekspresji zmutowanych
biatek mleka o korzystniejszych z punktu widzenia cztowieka wiasciwosciach,
np. przez wprowadzenie do gendw kazein sekwencji kodujacych dodatkowe
miejsca fosforylacji (bloki fosfoserynowe) lub dodatkowe miejsca ciecia przez
enzymy proteolityczne. Takie kazeiny mogtyby by¢ lepszym surowcem do
produkcji serow — szybciej dojrzewajgcych i zawierajacych wiecej tatwo przy-
swajalnego fosforanu wapnia.

Spozywanie nadmiaru ttuszczéw zwierzecych, w tym takze tluszczu mileka,
moze by¢ przyczyng arteriosklerozy, dlatego obecnie konsumuje sie coraz
wiecej mleka chudego. Ttuszcz z pelnego mleka spozywczego usuwa sie cze-
Sciowo przez wirowanie. W przysztosci bedzie mozna najprawdopodobniej
obnizy¢ zawarto$¢ tluszczu w mileku przez unieczynnienie ktdérego$ z genéw
kodujgcych enzymy szlaku biosyntezy lipidéw. Synteze de novo tluszczéw
bedzie mozna zahamowac¢ blokujac ekspresje genu karboksylazy acetylo-ko-
enzymu A (8). Tego typu manipulacje genetycznie pozwolity juz na 70% ob-
nizenie syntezy kwasow tluszczowych w hodowanych in vitro adipocytach.
Obnizenie produkcji ttuszczu przez laktujgce krowy mogtoby dodatkowo przy-
nies¢ korzysci ekonomiczne. Synteza ttuszczéw jest bardzo kosztowna ener-
getycznie. Szacuje sie, ze obnizenie stezenia ttuszczu w mleku krowim z 3,8
do 2% zmniejszytoby o0 22% wydatki na pasze potrzebng do wytwarzania
mleka (91). Byé moze w przysztosci bedzie mozna takze zmieni¢ skiad thu-
szczow mleka w kierunku wzrostu proporcji ttuszczéw nienasyconych, zdro-
wszych dla konsumenta, np. przez wprowadzenie akt)*wnego w gruczole mle-
cznym genu A9 desaturazy.

Skierowanie do gruczotu mlecznego syntezy biatek o dziataniu bakterio-
béjczym lub innych bialek o dziataniu obronnym mogtoby chronié gruczot
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mleczny zwierzecia przed zakazeniami bakteryjnymi {mastitis) lub chroni¢
potomstwo przed zakazeniami przewodu pokarmowego. Ludzki lizozym wy-
dzielany z milekiem transgenicznych myszy zachowywat swoje wiasciwosci
bakteriobdjcze, a ponadto mleko z ludzkim lizozymem zawierato mniejsze
micele kazeinowe, szybciej wytwarzato stragt kazeinowy pod wpltywem pod-
puszczki, ktory byt twardszy niz strgt powstaty z normalnego mileka (54).

Jednag z modyfikacji sktadu mleka, majaca potencjalne zastosowanie pra-
ktyczne, jest redukcja stezenia laktozy. Zawartos¢ tego dwucukru w mieku
mozna obnizy¢, np. przez unieczynnienie {knock-out) genu a-laktoalbuminy
lub zahamowanie jego ekspresji. Alfa-laktoalbumina, poza tym, ze jest bial-
kiem odzywczym mleka, petni takze w gruczole mlecznym funkcje enzyma-
tyczg bedagc komponentg kompleksu syntazy laktozowej, enzymu katalizuja-
cego synteze laktozy z glukozy i UDP-galaktozy. Zmniejszenie syntezy laktozy
probowano takze spowodowac¢ w inny sposéb. U transgenicznych krélikéw
ekspresja w gruczole mlecznym bakteryjnego genu lacZ potgczonego z pro-
motorem genu kazeiny P wigzata sie z niewielkim obnizeniem stezenia laktozy
w mleku, przypuszczalnie na skutek hydrolizy dwucukru do glukozy i gala-
ktozy przez p-galaktozydaze, produkt genu lacZ (37). Na drodze inaktywacji
genu lub zahamowania jego ekspresji mozna by takze obnizy¢ w mleku kro-
wim zawartos$¢ innego biatka serwatki — p-laktoglobuliny, gtéwnego alerge-
nu mleka.

W najbardziej ambitnych projektach zaktada sie przeprowadzenie huma-
nizacji mieka krowiego. Wiadomo, ze skiad ludzkiego mleka znacznie rozni
sie od mleka krowy i innych przezuwaczy. Zawiera ono znacznie mniej biatek
(20 g/l) niz mleko krowie (33 g/l), duzo biatek serwatki (70%), gtownie la-
ktoferyny i lizozymu, lecz znacznie mniej kazein: jedynymi kazeinami wyste-
pujacymi w wiekszym stezeniu w mleku kobiety sg kazeiny P i k. Planuje
sie zatem zastapienie, przynajmniej czesciowe, biatek mleka krowy biatkami
ludzkimi. Pierwszym krokiem w tym Kkierunku jest wzbogacenie krowiego
mleka w ludzka laktoferyne, biatko o dziataniu bakteriobdjczym (46).

W najblizszych latach okaze sie czy te wspaniate perspektywy sa mozliwe
do realizacji. Wzbogacanie mleka o dodatkowe biatka jest juz obecnie mozliwe
nie tylko u zwierzat laboratoryjnych, lecz takze i u gospodarskich. Przykta-
dem moze by¢ synteza ludzkiej laktoferyny w gruczole mlecznym transgeni-
cznych krow (50) lub mysiego kwasnego biatka serwatki (WAP) w gruczole
mlecznym owcy (94) i Swini (77,93). Unieczynnienie istniejgcych gendw jest
znacznie trudniejsze niz dodanie nowego aktywnego genu. Jedng z takich
manipulacji, inaktywacje genu w drodze homologicznej rekombinacji (knock-
out), mozna jak na razie przeprowadzi¢ tylko u myszy, a to ze wzgledu na
dostepnos¢ mysich pierwotnych komérek zarodkowych — ESC (embryonic
stem cells). Inna mozliwo$¢ polega na wprowadzeniu do genomu zwierzecia
DNA kodujacego mRNA o sekwencji antysensowej do okreslonego transkiyp-
tu, ktéry mogtby efektywnie redukowac jego translacje, lub antysensowego
RNA potgczonego z rybozymem — RNA-enzymem Kkatalizujgcym rozszczepie
docelowego mMRNA. Redukcje syntezy a-laktoalbuminy udato sie przeprowa-
dzi¢ u podwdjnie transgenicznych myszy, u ktorych ekspresja odpowiedniego



rybozymu potgczonego z antysensowym RNA powodowata znaczny spadek
ekspresji genu bydlecej a-laktoalbuminy w gruczole mlecznym, nie wptywajgc
na ekspresje endogennego biatka myszy (52).

Wiekszosci planowanych manipulacji genetycznych majacych na celu mo-
dyfikacje sktadu mleka (tab. 1) jeszcze nie przeprowadzono, lub przeprowa-
dzono je tylko na myszach, najlepiej poznanym i najtatwiej dostepnym zwie-
rzeciu doswiadczalnym.

4. Metody transgenezy

Najpowszechniej stosowang technika wprowadzania nowej informacji ge-
netycznej do genomu zwierzat jest mikroiniekcja DNA do meskiego przedja-
drza zygoty. Technike te wykorzystywano powszechnie do modyfikacji funkcji
gruczotu mlecznego u zwierzat transgenicznych. Inne metody stosowano
rzadko, a ich skutecznos$¢ nie zostata jeszcze sprawdzona. Prébowano, np.
»wstrzeliwaé” przez skére do gruczotu mlecznego myszy i owcy obce DNA —
reporterowy gen CAT potaczony z promotorem cytomegalowirusa (HCMV) lub
promotorem genu WAP. Do tego celu wykorzystano specjalng strzykawke {jet
injector) uzywang powszechnie do szczepien (24). Zaréwno u myszy, jak
i u owcy obserwowano niewielka, przejsciowa ekspresje wprowadzonych ge-
néw. Archer i wsp. (1) zastosowali bezposrednag infuzje rekombinowanego,
defektywnego replikacyjnie retrowirusa jako wektora do uzyskania ekspresji
ludzkiego hormonu wzrostu (hGH) w gruczole mlecznym kozy. Ekspresje
tego samego genu, potgczonego z promotorem i enhancerem cytomegalowi-
rusa, uzyskano w gruczole mlecznym owcy, wstrzeliwujgc DNA za pomoca
»dziatka genowego” (43). Metody bezposredniego wprowadzania DNA, chociaz
wygodniejsze i tansze niz mikroiniekcja do przedjadrza zygoty, pozwalajg
tylko na uzyskanie przejsciowej, lokalnej ekspresji obcego genu. Dlatego na-
daja sie one raczej do testowania nowych konstrukcji genowych.

Bardziej subtelne manipulacje genetyczne, takie jak ukierunkowana mu-
tageneza, inaktywacja genéw poprzez konock-out lub zastgpienie gendw, tak-
ze byly stosowane w celu modyfikacji funkcji gruczotu mlecznego. Jednak
tego typu manipulacje mozna, jak na razie, przeprowadzaé tylko na myszach,
bowiem tylko dla tego gatunku opracowano metody hodowli totipotentnych
pierwotnych komérek zarodkowych ESC — niezbednych do przeprowadze-
nia homologicznej rekombinaciji.

Préby wprowadzania obcego DNA za posrednictwem plemnikéw, chociaz
bardzo obiecujgce, nie zostaly dotychczas wystarczajgco dopracowane i po-
twierdzone. Rottmann i wsp. (76) prébowali wprowadzi¢ do zarodkow kroli-
kéw, kur i bydta r6zne konstrukcje genowe, m.in. konstrukcje zbudowang
z promotora genu kazeiny aSl bydta i ludzkiej laktofeiyny. Obecnos$¢ ludz-
kiego genu wykazano stosujgc technike PCR w 7-dniowych zarodkach bydta,
lecz nie znaleziono go w komoérkach krwi cielagt urodzonych z transfekowa-
nych zarodkow.
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5. Mysz jako model doswiadczalny

Obok hodowanych in vitro komorek, wiasnie transgeniczne myszy byty
czesto wykorzystywane jako model do badania regulacji ekspresji genéw w gru-
czole mlecznym: pozwala to na zbadanie ekspresji genu u zywego zwierzecia.
Doswiadczenia prowadzone nad transgeneza gruczotu mlecznego trwajg juz
10 lat. Wykazano, ze mozna uzyska¢ spec)diczna ekspresje w gruczole mle-
cznym obcych gatunkowo genéw biatek mileka lub konstrukcji genowych
wyposazonych w promotoiy tych genow.

Po raz pierwszy myszy transgeniczne wytwarzajace obce gatunkowo biatko
w gruczole mlecznym uzyskali Simons i wsp. (78). Myszy te wytwarzaty owczg
P-laktoglobuline, biatko, ktére nie wystepuje normalnie w mleku gryzoni
(tab. 2). Nastepnie, w wielu laboratoriach, uzyskano transgeniczne myszy,
wyposazone w geny biatek mleka innych gatunkdéw ssakéw: produkujace w
mleku kazeine (3 szczura lub kozy, a-laktoalbumine swinki morskiej, bydia
i kozy lub kazeine k bydia (tab. 2). Ekspresja obcych biatek w gruczole
mlecznym myszy osiggata bardzo r6zny poziom, od kilku ng/ml dla szczurzej
kazeiny (3 az do 45 mg/ml w przypadku owczej P-laktoglobuliny.

Tabela 2
Myszy transgeniczne wyposazone w cale. obce gatunkowo geny biatek mleka
LUB w KONSTRUKCJE GENOWE ZAWIERAJACE PROMOTORY GENOW BIALEK MLEKA (WYBRANE DOSWIADCZENIA)

Wprowadzony gen Stezenie w mleku biatka Literatura
promotor gen struktury — produktu genu
owczej P-laktoglobuliny 45 mg/ml (78)
szczurzej kazeiny P bardzo niskie (51)
koziej kazeiny P 1-24 mg/ml (67)
koziej a-laktoalbuminy 3,7 mg/ml (80)
bydlecej a-laktoalbuminy 450 pg/ml-1,5 mg/ml (88, 5)
bydlecej kazeiny k 0,94-3,85 mg/ml (29)
WAP myszy ludzkiego hormonu wzrostu 0,41-22 mg/ml (73, 17)
plazminogens 50 pg/mi (26, 69)
bydlecej kazeiny aSI ludzkiej urokinazy 2 mg/mi (62)
ludzkiej laktoferyny 36 pg/ml (70)
owczej P-laktoglobuliny ludzkiej a-antytrypsyny 9 mg/mi 2
ludzkiej albuminy surowicy 10 mg/mi (36)
ludzkiego fibrynogenu 2 mg/ml (72)
WAP krolika ludzkiego hormonu wzrostu 10 mg/ml (83)
MMTV bydlecej kazeiny aSl 0,36 mg/ml (99)
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Mysz byla tez pierwszym transgenicznym zwierzeciem wytwarzajagcym
w gruczole mlecznym ludzkie biatko wykorzystywane w medycynie jako lek
— tkankowy aktywator plazminogenu (26).

Aby skierowac ekspresje obcych gatunkowo biatek do gruczotu mlecznego
transgenicznych myszy zastosowano rézne promotoiy genéw biatek mleka
(tab. 2). Do tego celu jako jednego z pierwszych wykorzystano promotor
owczej P-laktoglobuliny, ktéry okazat sie promotorem ,,silnym” i do$¢ specy-
ficznym; u wiekszos$ci zwierzat transgenicznych ekspresja genéw obcych bia-
tek potaczonych z tym promotorem zachodzita w gruczole mlecznym. W in-
nych doswiadczeniach wykorzystano promotoiy mysiego i kréliczego genu
WAP, kazeiny (3 krolika, bydlecej kazeiny aSl wirusa MMTV i inne.

Do badania funkcji genéw biatek mleka zastosowano takie wyszukane te-
chniki biologii molekularnej jak homologiczna rekombinacja, umozliwiajgca
zastgpienie jednych gendw innymi i ukienankowana mutageneza, pozwalajaca
na wylaczenie {knock-out) wybranych genéw. Zastosowanie tych technik po-
zwolito na celowa i zaplanowang mod}rfikacje sktadu mleka myszy (tab. 3).

Tabela 3
Modyfikacja sk#adu mleka myszy na drodze inzynierii genetycznej

Wplyw na laktacje

Manipulacja genetyczna i rozwoj potomstwa

Wplyw na sktad mleka

knock-out genu
a-laktoalbuminy

knock-out genu kazeiny (3

zastgpienie genu
a-laktoalbuminy genem
ludzkim

wprowadzenie zmutowanego
genu kazeiny p bydia

wprowadzenie genu
kodujacego rybozym do
genomu transgenicznych
myszy z genem bydlecej
a-laktoalbuminy

brak a-laktoalbuminy
i laktozy

brak kazeiny P

obecnos¢ ludzkiego biatka
zamiast mysiego; normalne
stezenie laktozy

ekspresja zmutowanych
biatek w mysim mleku;
zwigkszona $rednica miceli
kazeinowych

redukcja syntezy bydlecej
a-laktoalbuminy i normalny
poziom mysiej
a-laktoalbuminy u podwadjnie
transgenicznych myszy

brak laktacji; lepka ciecz
wydzielana zamiast mleka

normalna laktacja; rozwoj
potomstawa nieznacznie
op6zniony

normalna laktacja;
normalny rozwdj potomstwa

normalna laktacja;
normalny rozw6j potomstwa

normalna laktacja;
normalny rozwéj potomstwa

Techniki homologicznej rekombinacji i komdrki ESC wykorzystano m.in.
do uzyskania transgenicznych myszy ze zinaktywowanym genem kazeiny (3
(48) lub genem a-laktoalbuminy (84). Zastgpiono takze u myszy wiasny gen
a-laktoalbuminy jego ludzkim odpowiednikiem (81). Wprowadzajgc do geno-
mu myszy zmutowane geny bydlecej kazeiny |3 potgczone z promotorem byd-
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lecej a-laktoalbuminy uzyskano transgeniczne zwierzeta wydzielajace zmu-
towane biatka, ktore wraz z mysimi kazeinami tworzyly micele kazeinowe
0 zwiekszonej $rednicy (15).

Badania przeprowadzone na myszach, chociaz nie miaty bezposrednio pra-
ktycznego znaczenia, pozwolity na opanowanie technik transgenezy gruczotu
mlecznego, a takze dzieki nim wykazano, ze zastosowujgc metody inzynierii
genetycznej mozna zmieni¢ skiad i jakos¢ mleka.

0. Zwierzeta gospodarskie

Biotechnologia gruczotu mlecznego i inzynieria genéw biatek mleka zwie-
rzat gospodarskich jest znacznie mniej zaawansowana niz u myszy. Uzyska-
no transgeniczne $winie (77,93) i owce (94), do genomu ktéiych wprowadzo-
no mysi gen kwasnego biatka serwatki (WAP). Jest to biatko wystepujace
w serwatce mleka kilku gatunkéw ssakéw, gtdwnie gryzoni, krdlika i wiel-
btgda. Chociaz w mleku swini i owcy biatko to normalnie nie wystepuje,
transgeniczne zwierzeta wytwarzaty w gruczole mlecznym znaczne ilosci my-
siego biatka. W przeprowadzonych doswiadczeniach wykazano, ze takze mle-
ko zwierzat gospodarskich mozna wzbogaci¢ w obce gatunkowo biatka mleka
i w ten sposéb zwiekszy¢ jego warto$¢ jako produktu spozywczego. Inne
doswiadczenia prowadzone na zwierzetach gospodarskich miaty na celu wy-
korzystanie tych zwierzat jako ,,zywych bioreaktorow” — producentéw ludz-
kich biatek leczniczych.

7. ,Zywe bioreaktory”

Jednym z pierwszych nierolniczych zastosowan transgenicznych zwierzat
gospodarskich bedzie niewatpliwie produkcja aktywnych biologicznie biatek
w gruczole mlecznym. Zapotrzebowanie na nie jest bardzo duze, a ich podaz
zawsze niewystarczajgca. Niektére z prostszych ludzkich biatek, np. insulina
czy hormon wzrostu, moga by¢ wytwarzane w rekombinowanych bakteriach.
Jednak nie sg one zdolne do przeprowadzenia wiekszosci posttranslacyjnych
modyfikacji, stad tez bardziej skomplikowane biatka, wymagajace do swojej
aktywnosci glikozylacji, fosforylacji, y-karboksylacji, czy aktywacji przez pro-
teolize, nie moga by¢ w ten sposéb wytwarzane. Wiele z nich obecnie izoluje
sie z ludzkiej krwi (co wymaga ogromnych ilosci krwi pobranej od dawcéw),
albo z hodowanych in vtro ludzkich komérek (co z kolei wymaga stosowania
bardzo skomplikowanych i kosztownych bioreaktoréw komorkowych). Zwie-
rzeta transgeniczne, raz uzyskane moga same, bez specjalnej interwencji czto-
wieka, produkowaé duze ilosci ludzkich biatek, i co wiecej, przekazywac te
ceche swojemu potomstwu, W teorii takie podejscie pozwala na wytworzenie
kazdej potrzebnej ilosci biatek o znaczeniu leczniczym. Komorki gruczotu mle-
cznego zwierzgt transgenicznych, same wyspecjalizowane w produkcji skom-
plikowanych biatek, sg takze zdolne do przeprowadzania modyfikacji post-
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translacynych biatek kodowanych przez obce geny. W mleku transgenicznych
myszy udato sie juz wytworzy¢ aktywne biologicznie ludzkie biatka o bardzo
skomplikowanej strukturze, np. dysmutaze nadtlenkowg, metaloproteing
0 budowie tetrameru, podlegajgcej posttranslacyjnej glikozylacji (32). Produ-
kcja biatek leczniczych w mleku transgenicznych zwierzat ma takze inne za-
lety. Ograniczy, np. mozliwos¢ nieumysinego rozprzestrzenienia wirusa HIV
lub wirusa zéttaczki C, zmniejszy zagrozenie srodowiska przez przemyst che-
miczny czy farmaceutyczny. Co prawda niektorzy autorzy uwazajg, ze stoso-
wanie w medycynie biatek produkowanych przez zwierzeta sprowadzi niebez-
pieczenstwo zarazenia BSE (choroba szalonych kréw), ale jak dotad, nie wy-
kazano obecnosci prionéw w ekstraktach gruczotu mlecznego lub w mleku
kréw chorych na BSE, a poza tym jako ,bioreaktory” bedg wykorzystywane
tylko zwierzeta wszechstronnie przebadane i oczywiscie zdrowe.

W tabeli 4 przedstawiono najwazniejsze etapy badan, w rezultacie ktérych
doprowadzono do uzyskania transgenicznych zwierzat produkujacych biatka
lecznicze.

Tabela 4
Najwazniejsze osiagniecia na drodze do uzyskania ,zywych bioreaktorOw
— transgenicznych zwierzat produkujacych biatka o dziataniu leczniczym

Rok Osiagniecie Literatura
1980 uzyskanie pierwszych transgenicznych myszy (25)
1982 fuzyjny gen wprowadzony do genomu myszy )
1987 uzyskanie transgenicznych myszy wytwarzajacych w gruczole

mlecznym obce gatunkowo biatko (owczg P-laktoglobuling) (78)
1987 uzyskanie transgenicznych myszy wytwarzajacych w gruczole
mlecznym ludzkie biatko o dziataniu leczniczym (aktywatora (26)
plazminogenu)
1988 uzyskanie transgenicznych zwierzat gospodarskich (owiec)
wytwarzajacych w gruczole mlecznym ludzkie biatka o dziataniu (79)
leczniczym (a-antytrypsyny i IX czynnika krzepliwosci krwi)
1994 uzyskanie transgenicznego bydta — buhaja z genem laktoferyny
cztowieka: wytwarzanie ludzkiej laktoferyny w gruczole mlecznym (46, 50)
kréw

Pierwszymi, ktorzy wykazali, ze ludzkie biatko lecznicze moze by¢ produ-
kowane w gruczole mlecznym transgenicznego zwierzecia byli Gordon i wsp,
(26), ktorzy uzyskali transgeniczne myszy wytwarzajace w gruczole mlecznym
i wydzielajgce z mlekiem ludzki aktywator plazminogenu (tPA). W ciggu 10
lat jakie uptynety od ich publikacji, nie tylko uzyskano wiele zwierzat trans-
genicznych produkujacych w mleku ludzkie biatka, ale powstat caty nowy
przemyst farmaceutyczny oparty na wykorzystaniu transgenicznych zwierzat
jako ,bioreaktorow”. Tylko w Stanach Zjednoczonych istnieje co najmniej
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tuzin takich przedsiebiorstw, z budzetem oeenianym na 3 mld USD rocznie
(91). \V3miki badari prowadzonych w laboratoriach tych przedsiebiorstw rzad-
ko sg publikowane, stad dane na ten temat nie sa petne. Wiadomo jednak,
Ze uzyskano juz wiele transgenicznych zwierzat gospodarskich — producen-
téw ludzkich biatek. Jako pierwsze uzyskano transgeniczne owce w Roslyn
k. Edynburga wytwarzajgce w mleku, pod kierunkiem promotora owczej
p-laktoglobuliny, IX czynnik krzepniecia krwi cztowieka lub ludzkg al-anty-
trypsyne (79). Poczatkowo stezenie ludzkich biatek w mleku owiec byto sto-
sunkowo niskie (rzedu Kilku ng/ml). Jednak z ostatnich doniesien z tego
samego laboratorium wynika, ze udato sie uzyskaé transgeniczne owce wy-
twarzajace srednio 35 g, a maksymalnie az 60 g ludzkiej a-antytrypsyny na
litr mleka (98). Rekombinacyjne biatko byto w peini aktywne biologicznie,
jego glikozylacja nie roznita sie od glikozylacji natywnego biatka ludzkiej
krwi (13). W innych laboratoriach uzyskano: owce produkujgce V111 cz3mnik
krzepliwosci krwi; kozy produkujgce ludzki hormon wzrostu, tkankowy akty-
wator plazminogenu (tPA) lub antytrombine; krowy wytwarzajgce laktofeiyne
lub erytropoetyne; Swinie wytwarzajgce biatko C lub V111 czynnik krzepliwosci
krwi oraz kroliki wytwarzajace interleukine-2, ludzki tPA lub IGF-I (tab. 5).
Wysokie stezenie ludzkich biatek w mleku niektérych z tych transgenicznych
zwierzat rokuje nadzieje na rychie praktyczne wykorzystanie transgenezy do
produkcji ludzkich farmaceutykéw.

Tabela 5

Produkcja ludzkich biai.ek w mleku transgenicznych zwierzat gospodarskich

Gatunek Konstrukcja genowa Ekspresja Literatura, firma
promotor gen struktury w mleku
1 2 3 4 5
owca owczej P-laktoglobulmy al-antytrypsyny niska (79)
5 mg/l (14)
1,5-33 g/l (98)
owczej (J-laktoglobuliny czynnika IX 0,25 mg/I (79)
owczej czynnika VIII b.d.
(3-laktoglobuliny (31)
mysiego WAP
koza MoMLV GH 12-60 pg/1 )
? antytrombiny b.d. Genzyme
Transgenics (USA)
mysiego WAP tkankowego 3 mg-3 g/l
aktywatora (21, 22)
plazminogenu
koziej kazeiny P tkankowego 1,5-4,5 g/l
aktywatora (18)
plazminogenu
Swinia mysiego WAP biatka C L g/l (20, 86)

czynnika VIII 2,7 mg/l (65)
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| 2 3 4 5
krolik krdliczej kazeiny p interleukiny-2 0,43 mg/l (11)
bydlecej kazeiny aSlI  IGF-I Ig/1 )
mysiego WAP GH 50 mg/l (53)

bydlecej kazeiny aSlI  a-glukozydazy b.d. Gene Pharming

Europe (Holandia)
owczej p-laktoglobuliny eiytropoetyny 0.5 g/l (44)
krowa bydlecej kazeiny aSI  erytropoetyny b.d. (38)

bydlecej kazeiny aSl laktoferyny g/l (46, 50)

8.Jakie zwierzeta?

Planuje sie wykorzysta¢ jako ,zywe bioreaktory” rézne gatunki ssakéw,
ale przede wszystkim te uwazane za typowe zwierzeta mleczne — krowy,
kozy i owce. Jednak brane sg pod uwage takze inne, np. $winie i kroliki.
Oczywiscie mleczna krowa bytaby najlepszym ,,bioreaktorem”. Szacuje sie,
ze krowa wyposazona w ludzki gen polgczony z promotorem genu kazeiny
aSl bylaby zdolna wyprodukowaé rocznie 60-80 kg ludzkiego biatka (oczy-
wiscie pod warunkiem, ze ekspresja tego biatka doréwnywataby ekspresji
kazeiny krowiej). Taka transgeniczna krowa mogtaby zaspokoic¢ cate Swiatowe
zapotrzebowanie na biatko stosowane w niewielkich iloSciach do leczenia
jakiej$ rzadko wystepujacej choroby. Trzeba jednak wzigé pod uwage, ze
uzyskanie transgenicznej krowy jest bardzo kosztowne, a jesli w poczatko-
wym etapie uzyskamy transgenicznego buhaja, jak to miato miejsce w przy-
padku buhaja Hermana z genem ludzkiej laktoferyny (46), to na uzyskanie
jego laktujacych coérek trzeba bedzie czeka¢ kilka lat (50).

Wydaje sie, ze optymalnymi ,,bioreaktorami” mogtyby by¢ transgeniczne ko-
zy lub owce. Zwierzeta te mozna fatwiej hodowaé, szybciej rozmnazaé, a ich
utrzymanie jest znacznie tarisze niz utrzymanie kréw; produkujg one dos¢
duze, w stosunku do swoich rozmiaréw, ilosci mleka. Niektory autorzy (87)
uwazaja, ze Swinia ma wiele zalet zaréwno jako model do$wiadczalny jak i jako
przyszty producent ludzkich farmaceutykéw. Krotka cigza, krotki odstep mie-
dzypokoleniowy i liczne mioty powoduja, ze wytworzenie transgenicznych $win
zajmuje mniej czasu niz genetyczna modyfikacja innych gatunkéw 2”7erzat
gospodarsldch. Chociaz Swinia nie jest zwierzeciem typowo mleczn3mi to od
laktujagcej macioiy mozna uzyska¢ okoto 300 litréw mleka rocznie.

Planuje sie takze wykorzystanie jako zywych ,bioreaktoréw” znacznie
mniejszych zwierzat transgenicznych, np. krolikéw (35,53). Tylko na pierwszy
rzut oka wydaje sie to nielogiczne. Stezenie biatka w mleku krélika jest trzy
razy wieksze niz w mleku krowy; poza tym, transgeniczne kréliki jest fatwigj
otrzymac i nastepnie rozmnozy¢ niz transgeniczne krowy. Kroéliki mozna doié
mechanicznie i podobno uzyska¢ nawet do 100 ml mleka dziennie od jednego
zwierzecia.

biotechnologia 2 (41) '98



46 Lech Zwierzchowski

Oblicza sie, ze przy wydajnosci ekspresji ludzkiego biatka rzedu 1 g/l
mleka, do produkcji 4 kg czynnika krzepliwosci IX (tak szacuje sie zapo-
trzebowanie w USA na to biatko lecznicze) trzeba bedzie wykorzysta¢ 1 trans-
geniczng krowe, 13 owiec, 7 k6z, 10 $win lub 714 transgenicznych krélikow
(91). Do wytworzenia 21 kg antytrombiny Il trzeba by uzy¢ juz 3 transge-
nicznych kréw lub az 3750 transgenicznych krélikéw. Rachunek ekonomi-
czny zdecyduje, ktére transgeniczne zwierzeta zostang wykorzystane jako
bioreaktory. Wydaje sie jednak, ze w wielu przypadkach taniej i szybciej
bedzie uzy¢ do tego celu krolikéw.

9. Nie tylko sukcesy

Pomimo niewatpliwych sukceséw biotechnologiczne wykorzystanie gruczo-
tu mlecznego wrcigz jeszcze napotyka na liczne trudnosci (tab. 6). Jedna
z najwazniejszych jest nadal bardzo niska wydajnos¢ transgenezy, szczegol-
nie w odniesieniu do zwierzat gospodarskich. W danych zebranych z wielu
publikacji wynika, ze jedng transgeniczng mysz uzyskuje sie przecietnie z 40
zarodkéw nastrzyknietych DNA; u owiec i k6z wskaznik ten wynosi okoto 1
na 100, a u bydia zaledwie 1 na 1600 nastrzyknietych zarodkéw (89). Co
wiecej, tylko okoto 50% transgenicznych zwierzat wykazuje ekspresje wpro-
wadzonych genéw.

Tabela 6
Trudnosci na jakie napotyka sie w badaniach nad transgeneza gruczotu mlecznego

wysokie koszty uzyskania transgenicznego zwierzecia gospodarskiego, szczegélnie
krowy — mata wydajnos¢ transgenezy, diugi odstep miedzypokoleniowy, mata
ptodnos¢, wysokie koszty utrzymania

brak ekspresji lub mata ekspresja wprowadzonego genu — male stezenie
produkowanego biatka w mleku

nieprawidiowa (ektopowa) ekspresja genu w tkankach innych niz epitelium gruczotu
mlecznego

niekorzystny wptyw ekspresji aktywnego biatka — hormonu wzrostu, IGF-1, TGF-p,
WAP — na rozwdéj gruczotu mlecznego lub na laktacje, np. skrdcona laktacja u $win
i owiec z genem WAP i tPA lub brak inwolucji gruczotu mlecznego u myszy z genem
IGF-I

niepetna modyfikacja posttranslacyjna produkowanego biatka, np. biatka C u
transgenicznych $win, z powodu niedoboru furyny (proteazy serynowej) w komoérkach
gruczotu mlecznego

niemozno$¢ przeprowadzenia bardziej skomplikowanych manipulacji genetycznych
(homologiczna rekombinacja) na genach biatlek mleka zwierzat gospodarskich ze
wzgledu na brak linii komoérek ESC

mozliwo$¢ niezaakceptowania lekéw biatkowych produkowanych przez transgeniczne
zwierzeta przez odpowiednie komisje (np. FDA) lub przez spoteczenistwo (pierwszym
takim lekiem poddawanym obecnie testom klinicznym jest antytrombina-Ill, produkcji
Genzyme Transgenics Co, USA).



Przy obecnie stosowanych technikach koszt uzyskania transgenicznego
zwierzecia gospodarskiego jest bardzo wysoki. Wedtug oceny Ministerstwa
Rolnictwa w USA uzyskanie jednej transgenicznej krowy z funkcjonujacym
transgenem wynosi 300-500 tys. USD (90). Tylko niewiele instytucji nauko-
wych, czy firm biotechnologicznych, moze pozwoli¢ sobie na prowadzenie
takich badan, szczegolnie, ze ich efekt koncowy, zaréwno naukowy jak i ko-
mercyjny, jest bardzo niepewny. Poza tym, ocenia sig, ze na uzyskanie stada
laktujgcych transgenicznych krow (a takie wlasnie beda potrzebne do pro-
dukcji ludzkich biatek leczniczych) trzeba co najmniej 7-8 lat. Nawet przy
szybkim postepie w technikach wytwarzania transgenicznych 2:wierzat, na
pojawienie sie znaczacych ilosci lekéw produkowanych przez transgeniczne
zwierzeta trzeba bedzie zatem jeszcze poczekac.

Powaznym problemem, na jaki natrafia sie prowadzac badania nad biote-
chnologicznym wykorzystaniem gruczotu mlecznego, jest niska ekspresja lub
brak ekspresji wprowadzonych genéw. W rzecz3rwistosci tylko w jednym na
kilka doswiadczeh uzyskuje sie ekspresje biatka na poziomie wyzszym niz
1 g/l mleka (tab. 2 i 5). Wynikéw nieudanych doswiadczen, w ktorych nie
uzyskano ekspresji transgenu, w zasadzie sie nie publikuje, ale jest ich
przypuszczalnie wiele. Nie wiadomo dlaczego u jednych zwierzagt transgeni-
cznych gen podlega ekspresji, a u innych nie. Ekspresja zalezy od miejsca
integracji genu (tzw. efekt pozycji). Gen moze sie wiaczy¢ do transkiypcyjnie
nieaktywnej chromatyny). Mozliwe sg takze inne mechanizmy inaktywacji
wigczonych gendéw, np. przez ich metylacje. W naszych doswiadczeniach wy-
kazalismy, ze metylacja genu lacZ potaczonego z promotorem genu kazeiny
P, powoduje brak jego ekspresji u transgenicznych krolikow (72). Przyczyng
braku ekspresji moze by¢ takze niewtasciwa konstrukcja genowa, np. ze zbyt
krotkim promotorem pozbawionym sekwencji aktywujgcych ekspresje (en-
hanceréw), lub przeciwnie, konstrukcja zbyt diuga, zawierajagca sekwencje
hamujgce ekspresje (sitencery). Wiadomo tez, ze konstrucje zawierajgce cDNA
rzadziej podlegajg wydajnej ekspresji niz te posiadajace petne geny, z ek-
sonami i intronami.

Chociaz konstrukcje genowe zawierajace promotoiy genow biatek mleka
sg zazwyczaj specyficzne, jesli chodzi o ekspresje w gruczole mlecznym, nie-
kiedy obserwuje sie nieprawidtows, tzw. ektopowsg ekspresje w innych tkan-
kach i narzadach. Ekspresje obcych genéw wykrywano w $liniankach, mézgu
i w innych narzadach transgenicznych myszy (3,30,95) i owiec (64,74,94).
Obecnos$¢ ludzkiej al-antytiypsyny wykrywano w surowicy transgenicznych
owiec (samic i samcow), ktére wytwarzaty to biatko pod kierunkiem promo-
tora owczej p-laktoglobuliny (13,92). Podczas laktacji u transgenicznych
owiec stezenie al-antytiypsyny w surowicy osiggato warto$¢ az 4 g/t, ponad
10% stezenia tego biatka w mleku. Nie wiadomo czy obecno$¢ al-antytiy-
psyny w surowicy byta spowodowana ektopowsg ekspresjg transgenu czy ,wy-
ciekaniem” biatka z gruczotu mlecznego do krwiobiegu. Obecno$¢ al-anty-
trypsyny we krwi nie wptywata na zdrowie zwierzecia: transgeniczne owce
byty catkowicie zdrowe i normalne. Jednak inne, aktywne biologicznie biatka,
takie jak GH, TGF-p IGF-t moga oddziatywac niekorzystnie zarbwno na gru-
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czot mleczny jak i na cate zwierze. Produkt wprowadzonego genu moze wpty-
wac niekorzystnie na przebieg laktacji i synteze wlasnych biatek mleka, jak
to miato miejsce u transgenicznych kéz, u ktérych zaobserwowano zatrzy-
manie laktacji pod wptywem wytwarzanego w gruczole mlecznym ludzkiego
aktywatora plazminogenu (18,22). Ekspresja ludzkiej erytropoetyny w gru-
czole mlecznym krélikéw (57) i myszy (85) prowadzita do nadmiernego wy-
twarzania komorek kiwi (policytemii) u transgenicznych zwierzagt — zardw-
no samcéw jak i u samic, zaburzen w reprodukcji i braku laktacji. Nawet
nadekspresja homologicznego, mysiego biatka WAP u transgenicznych myszy
moze prowadzi¢ do nieprawidtowego rozwoju gruczotu mlecznego i braku
laktacji (10). Obserwowano takze ,,wyciekanie” aktywnych biologicznie biatek
do krwiobiegu. Nawet u normalnych krow niektére biatka uwazane za typowe
biatka mleka, np. a-laktoalbumina, odnajdywane sg we kiwi, szczegdlnie
podczas laktacji (60), Takze u krolikoéw biatka serwatki — a-laktoalbumina
i WAP sg spontanicznie przenoszone podczas laktacji z mleka do krwi (27).
Nic zatem dziwnego, ze takze produkty wprowadzonych genéw u zwierzat
transgenicznych wykiywa sie niekiedy we krwi. Stezenie we krwi transgeni-
cznych myszy ludzkiego hormonu wzrostu, produktu genu GH potaczonego
z promotorem genu WAP, moze by¢ dos¢ wysokie, co prowadzi do gigantyzmu
i zaburzen w rozrodzie (17).

Ekspresja wprowadzonego genu w gruczole mlecznym transgenicznych
zwierzat moze odb3wac sie kosztem syntezy endogennych biatek mleka.
Stwierdzono, ze wysokie stezenie owczej (3-laktoglobuliny w gruczole mlecz-
nym transgenicznych myszy wigzato sie ze znacznym obnizeniem stezenia
wiasnych biatek mleka — kazeiny (3 i WAP (59).

Nie zawsze obce gatunkowo biatko wytwarzane w gruczole mlecznym
transgenicznego zwierzecia podlega prawidtowej modyfikacji posttranslacyj-
nej. U transgenicznych $win tylko okoto 1/3 ludzkiego biatka C byta aktywna
biologicznie, przypuszczalnie na skutek braku fuiyny, enzymu aktywujgcego
prekursor biatka C na drodze proteolizy (87). Takze glikozylacja biatka C
wytwarzanego w gruczole mlecznym transgenicznych myszy (20) i transge-
nicznych $swin (63) réznita sie od glikozylacji natywnego biatka wyizolowa-
nego z ludzkiej surowicy.

Nie wiadomo jeszcze jakie skutki beda miaty drastyczne zmiany w sktadzie
mleka zwierzat gospodarskich. W badaniach przeprowadzonych na myszach
wskazuje sie na to, ze mozna spodziewaé sie niepozadanych, ubocznych
efektéw takich manipulacji. Inaktywacja genu a-laktoalbuminy spowodowata
u homozygotycznych, transgenicznych myszy catkowity brak laktozy w mleku
(84). Poniewaz, poza znang funkcja odzywcza dla potomstwa ssakéw, laktoza
reguluje cisnienie osmotyczne mleka, homozygotyczne myszy transgeniczne
z nieaktywnym genem a-laktoalbuminy nie byly zdolne do odchowania po-
tomstwa, gdyz zamiast mleka wytwarzaty lepka ciecz, bogatg w biatka i ttu-
szcze, lecz pozbawiong a-laktoalbuminy i laktozy (tab. 3). Mozliwe, ze podo-
bne trudnosci napotka sie przy prébach modyfikacji sktadu mleka krow, koz
czy owiec.



9. Jak przezwyciezy¢ trudnosci?

Pomimo 15 lat badan nad transgenezg, ktérych wynikiem sa juz tysiace
transgenicznych myszy, postep w wytwarzaniu transgenicznych zwierzat go-
spodarskich nie jest bynajmniej oszalamiajgcy. Wspomniano, ze jednym
z najpowazniejszych probleméw jest brak ekspresji wprowadzonych genéw.
Aby unikna¢ niepotrzebnych kosztéw i straty czasu, nowe konstrukcje ge-
nowe, przed ich zastosowaniem u duzych zwierzagt, czesto testuje sie na
transgenicznych myszach. Okazuje sie jednak, ze ekspresja genu u zwierzat
laboratoryjnych nie zawsze koreluje z pdzniejszg ekspresjg u zwierzecia go-
spodarskiego (93). Mozna takze zbadac¢ ekspresje nowej konstrukcji genowej
w hodowli komorkowej. W ten spos6b wykorzystano rosnace in vitro komaérki
gruczotu mlecznego kozy do przetestoweinia wpfywu réznych wektoréw re-
trowirusowych na ekspresje genu GH cztowieka (1). Hodowle komdrkowe
moga byc¢ taikze wykorzystywane do zbadania wpltywu na ekspresje genéw
roznych kombinacji eksondéw, introndw sekwencji flankujacych 5 i 3' i in-
nych sekwencji regulacyjnych (68). Jednak ograniczeniem dla tego typu pro-
cedur jest fakt, ze ekspresje genow biatek mleka i ich konstrukcji mozna
bada¢ tylko w hodowlach komoérek nabtonka wydzielniczego gruczotu mle-
cznego. Jak na razie istnieje bardzo niewiele linii komérkowych pochodza-
cych z gruczotdw mlecznych przezuwaczy (58), a te ktore sg obecnie dostepne
nie bardzo nadajg sie do badann nad trainsfekcjg gendw.

Inna mozliwos¢ testowania konstrukcji genowych polega na wstrzykiwa-
niu lub wstrzeliwamiu DNA za pomocga ,,armatki genowej” bezposrednio do
gruczotu mlecznego. Po raz pierwszy uzyskano w ten sposob myszy wyka-
zujgce w gruczole mlecznym ekspresje genu reporterowego CAT potgczonego
z promotorem WAP (24). Podobne techniki wykorzystano do zbadania eks-
presji ludzkiego genu GH, potaczonego z promotorem i enhancerem cyto-
megalowirusa (42) lub z promotorem genu owczej P-laktoglobuliny (43),
w gruczole mlecznym laktujacej owcy. Obecnos¢ mRNA GH i samego hor-
monu wykrywano w dwa dni po wprowadzeniu DNA.

Trwajg préby zwiekszenia prawdopodobienstwa uzyskania transgenicz-
nych zwierzat przez wczesne monitorowanie integracji i ekspresji wprowa-
dzanych gendw. Okazuje sie, ze ekspresje niektérych gendéw mozna wykazac
u nowo narodzonych zwierzat w prébkach zawigzkéw gruczotu milecznego,
pobranych metodg biopsji (34). Obecno$¢ wprowadzonego genu mozna
stwierdzi¢ jeszcze w zarodkach, przed ich przeniesieniem do zastepczych
matek (16,40,47). Jednak wykorzyst3rwana w tym celu metoda PGR nie daje
mozliwosci odréznienia DNA zintegrowanego od niezintegrowanych kopii ge-
nu jakie mogg przetrwa¢ w zarodkach podczas kilku pierwszych podziatéw.
Jednag z podstawowych trudnosci na jaka napotyka sie przy uzyskiwaniu
transgenicznych zwierzat gospodarskich jest niewielka liczba zarodkéw do-
stepnych do manipulacji, szczegélnie w przypadku zwierzat ,,jednorodnych”,
np. bydia. Mozna te trudnos¢ omingé wykorzystujac zaptodnione in vitro
oocyty otrzymane z rzezni. W ten spos6b uzyskano transgeniczne krowy
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wytwarzajgce w mleku ludzka erytropoetyne pod kierunkiem promotora ka-
zeiny aSl (38,39) i buhaja z genem ludzkiej laktoferyny (46). Takie zarodki,
przed przeniesieniem ich do zastepczych matek, mozna dodatkowo ,,sekso-
wac” pobierajgc jeden lub dwa blastomery i oznaczy¢ ich pte¢ metodg PCR
(39). Zwiekszy to znacznie prawdopodobienstwo uzyskania transgenicznych
samic. Jest to niezmiernie wazne, gdy chce sie otrzymac¢ zwierzeta produ-
kujace biatka w gruczole mlecznym.

Wydaje sie jednak, ze kluczem do uzyskania szybkiego postepu w trans-
genezie gruczotu mlecznego jest opracowanie nowych, lepszych konstrukcji
genowych zapewniajacych specyficzng tkankowo i regulowang przez hormony
ekspresje wprowadzonych genéw. Wykazano np., ze konstrukcje zawierajace
petne geny (z intronami i eksonami) ezeSeiej podiegaja ekspresji niz odpo-
wiadajgce im cDNA, ktore teoretycznie zawiera cata informacje genetyczng
(14). Diatego w transgenezie, w miare mozliwosci, wykorzystuje sie cate geny,
lub jezeli sg to geny bardzo duze, trudne do klonowania, tworzy sie kon-
strukcje zbudowane czeSciowo z DNA genomowego, czesciowo z cDNA, po-
zostawiajac, np. 1 lub 2 introny. Stwierdzono, ze introny nie muszg pocho-
dzi¢ z danego genu aby zwieksza¢ jego ekspresje; mozna uzyska¢ podobny
efekt wprowadzajac do konstrukcji genowej introny pochodzace z innego ge-
nu (68).

Znaczng poprawe efektywnosci ekspresji wprowadzonych gendw bedzie
mozna przypuszczalnie uzyskac¢ wykorzystujgc geny lub konstrukcje genowe
sklonowane w komorkach drozdzy za pomoca YACs (sztucznych chromoso-
mach drozdzy). Wektory te pozwalajg na klonowanie i przenoszenie bardzo
duzych odcinkéw DNA, nawet o diugosci rzedu mega pz. Takie duze kon-
strukcje bedg zawieraty wszystkie sekwencje niezbedne dla prawidtowej, nie-
zaleznej od pozycji, ekspresji genu, wigczajgc w to odleglte sekwencje regu-
lacyjne typu MAR {matrix-attachment regions) i LCR {locus control regions).
Wydajna, niezalezna od miejsca integracji ekspresje ludzkiego genu a-lakto-
albuminy uzyskaino u transgenicznych szczuréw, do ktérych genomu wpro-
wadzono fragment ludzkiego DNA o dtugosci 210 kilo pz sklonowanego za
pomocg YAC (23).

Ekspresje mato aktywnego genu u zwierzat transgenicznych mozna zwie-
kszy¢ przez tzw. kointegracje, czyli wprowadzenie do komérek zwierzat trans-
genicznych innego genu, o wysokiej, sprawdzonej ekspresji. W ten sposob
,.uratowano” {rescue) ekspresje dwdch réznych ludzkich biatek — a-antytiy-
psyny i IX czynnika krzepniecia krwi u linii transgenicznych myszy, do kto-
rych wprowadzono dodatkowo gen owczej p-laktoglobuliny, gen ktérego eks-
presja byta bardzo wysoka (14).

Aby zapobiec brakowi ekspresji spowodowanemu integracjg genu do nie-
aktywnej chromatyny mozna, jak wykazali McKnight i wsp. (61) dotaczy¢ do
konstrukcji genowej sekwencje warunkujgce wigzanie DNA z matriks jadrowg
(MARs). W ten sposob uzyskano, np. ekspresje genu WAP u wszystkich linii
transgenicznych myszy (bez MAR tylko u okoto potowy linii myszy). Dodanie
sekweneji MAR do konstrukcji genowych oBLG-hFVIII nie wpltyneto na eks-
presje genu ludzkiego czynnika krzepliwosci krwi u transgenicznych owiec
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(64), a u transgenicznych myszy, dodanie sekwencji MAR wrecz hamowato
ekspresje genu ludzkiej albuminy krwi pod kierunkiem promotora owczej
P-laktoglobuliny (4).

Efektéw ubocznych, zwigzanych z ektopowa ekspresjg wprowadzonych ge-
néw lub z ,wyciekaniem” bialek do knviobiegu bedzie mozna unikng¢ tak
projektujac konstrukcje genowe aby ich ekspresja nastepowata wyitgcznie
w gruczole mlecznym lub tak aby kodowaty one biatka nieaktywne, ktorych
aktywacja nastepowataby dopiero w miejscu ich dziatania.

Teoretycznie obcy gen zintegrowany w genomie transgenicznego zwierzecia
powinien sie dziedziczy¢ zgodnie z prawami Mendla, tak jak inne geny (6).
Nie ma jeszcze zadnych danych pozwalajacych przewidzie¢ jak takie geny
beda sie zachowywaty w wiekszych populacjach zwierzat gospodarskich, i czy
z jednego transgenicznego zwierzecia bedzie mozna w rozsgdnym czasie uzy-
ska¢ stado (lub przynajmniej stadko) transgenicznego potomstwa. W bada-
niach przeprowadzonych przez nas na zwierzetach modelowych — transge-
nicznych myszach wyposazonych w gen lacZ wykazano, ze chociaz u po-
szczegllnych zwierzat gen dziedziczy sie zgodnie z przewidywaniem, to wie-
ksza populacja myszy wykazuje tendencje do odrzucania obcej informacji
genetycznej w kolejnych pokoleniach (45). U duzych zwierzat gospodarskich
charakteryzujacych sie duzym odstepem miedzypokoleniowym szybkie uzy-
skanie transgenicznego potomstwa jest niemozliwe. Pewng nadzieje na przy-
spieszenie postepu w tej dziedzinie daje mozliwo$¢ klonowania transgenicz-
nych zwierzat. Pierwsza transgeniczna owca Polly wyposazona w ludzki gen
zostata juz uzyskana w laboratorium I. Wilmuta w Roslyn k. Edynburga,
droga klonowana z jgder komérkowych transfekowanych in vitro ptodowych
fibroblastéw.

Niespodziewanie do$¢ powaznym problemem rzutujacym na efektywnosé
produkcji ludzkich biatek przez zwierzeta transgeniczne moze sie okaza¢ brak
modyfikacji lub nieprawidtowa modyfikacja posttranslacyjna wytwarzanych
biatek. Przypuszczalnie tym trudnosciom mozna by zapobiec wyposazajac
dodatkowo transgeniczne zwierzeta w geny kodujgce enzymy biorgce udziat
w modyfikacji wytwarzanych biatek leczniczych. Uzyskano juz podwdjnie
transgeniczne myszy wytwarzajgce w gruczole mlecznym ludzkie biatko C
i furyne — proteaze serynowa modyfikujaca przez proteolize nowo syntety-
zowane biatka (19). llos¢ wytwarzanego aktywnego biologicznie biatka C zna-
cznie wzrosta u tych myszy w poréwnaniu z myszami wyposazonymi tylko
w gen biatka C. Jednak w przypadku zwierzat gospodarskich koszty takiego
»poprawiania natury” moga sie okaza¢ bardzo wysokie, stawiajgc optacalnosé
takich manipulacji pod znakiem zapytania.

10. Perspektywy
Niewatpliwie najblizszym zastosowaniem biotechnologicznego wykorzysta-

nia gruczotu mlecznego bedzie produkcja farmaceutykéw — ludzkich biatek
— przez zwierzeta transgeniczne. W dotychczasowych pracach wykazano, ze
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praktycznie kazde biatko bedzie mozna wytworzyé w gruczole mlecznym
transgenicznego zwierzecia. Obecnie, ciezar badan zostanie przeniesiony na
obnizenie kosztow uzyskiwania transgenicznyeh zwierzat, zapewnienie pra-
widtowej posttranslacyjnej modyfikacji produkowanych biatek, opraeowanie
ekonomicznych metod ich izolacji z mleka i na bezpieczenstwo ich stosowa-
nia w medycynie.

Czy transgeniczne zwierzeta bedg powszeehnie hodowane w naszych fer-
mach? Transgeniczne zwierze, szczegblnie krowa, bedzie niewatpliwie bardzo
drogie, leez jego utrzymanie nie bedzie ani bardziej kiopotliwe ani bardziej
kosztowne niz utrzymanie typowej mleeznej krowy, kozy czy owcy. Takie
zwierze bedzie samo pobierato pokarm i rozmnazato sie w sposob naturalny.
Dlatego hodowla takich ,,zywych bioreaktoréw” moze by¢ Zzrédtem niemal nie-
ograniezonyeh zyskoéw. Zwcizywszy jednak, ze aktywne biatko trzeba bedzie
izolowa¢ na miejseu, z bardzo Swiezego mleka, to na utrzymanie stada trans-
genicznych zwierzat sta¢ bedzie tylko bogate i dobrze wyposazone zespoty.

Przysztos¢ innych manipulacji genetycznych jakie planuje sie przeprowa-
dzi¢ na gruczole mlecznym jest trudniejsza do przewidzenia. Zmniejszenie
produkcji okreslonego biatka w gruczole mleeznym jest na pewno trudniejsze
niz sprowokowanie zwierzecia do wytwarzania dodatkowego biatka, ale i ten
cel mozna osiggna¢ wprowadzajac do komorki nowg informacje genetyczna,
np. geny kodujace antysensowe RNA lub rybozymy zwigzane z odpowiednim
antysensowym RNA. Jednak tego typu genetyczne manipulacje przeprowa-
dzono, jak dotad tylko na myszaeh (52). Takze inne manipulacje, takie jak
knock-out wybranych genéw czy wymiana genéw na drodze homologicznej
rekombinacji przeprowadzono tylko na myszach (tab. 3). Dalszy postep w in-
zynierii gendw biatek mleka zwierzat gospodarskich bedzie zalezat od uzy-
skania linii pierwotnych komoérek zarodkowych (ESC) zwierzat gospodar-
skich. Badania nad uzyskaniem pluripotentnych komorek pochodzacych
z zarodkow owiec (41), sSwin (97) i bydta (82) trwaja i sg nawet dos¢ za-
awansowane, Uzyskano juz jagnieta urodzone po transplantacji jader ko-
morkowyeh z utrwalonej linii komérek pochodzacych z zarodkéw owcy
(12,96). Nie wiadomo jednak, ezy te komérki mozna bedzie wypossiza¢ in
vitro w obce geny i selekcjonowac je przed transferem ieh jader do enukleo-
wanyeh ooe5dow.
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Biotechnology of the mammary gland — perspectives of genetic engine-
ering of milk proteins

Summary

In this article, state of art and perspectives in mammary gland biotechnology are reviewed.
Recent progress in recombinant DNA technology as well in embryo manipulation and transfer
has made the introduction of specific genes into the germline of animals relatively easy. With
appropriate genetic constructs, the expression of the inserted genes in transgenic animals can
be controlled in a tissue-specific and in a differentiation-specific manner. Thus, it is now possible
to consider alteration of the composition of milk produced by lactating animals in a variety of
ways. There is a growing list of foreign milk proteins that have been expressed, and one can
envisage placing almost any protein gene of interest under the control of promoter of a milk
protein gene. Many human proteins of a potential pharmaceutical use may be now produced in
the mammary glands of laboratory or farm animals. Modification of milk composition can be
extended not only to produce proteins of commercial value but also, by manipulation of key
metabolic enzymes, to fat, lactose, and other components of milk. Many alternations in ruminants
milk composition, including ,,humanization” of cow’s milk, are planned, however, these manipu-
lations must avait the development of totipotent embryonic cell lines (ESC) of fairn animals,
cells that enable gene manipulation by homologous recombination. In spite of a great progress,
many obstacles and difficulties still exist on the way to economical production of human pahar-
maceuticals in farm ,transgenic bioreactoractors”. These dificulties are discussed in detail.

Key words:
mammary gland, milk proteins, genetic engineering.

Adres do korespondenciji:
Lech Zwierzchowski, Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzat, Polska Aka-
demia Nauk, Jastrzebiec, 05-551 Mrokow,



