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The oviduct of transgenic birds - a source of therapeutic proteins?

Summary

The use of transgenic mammals for the production of therapeutic proteins
was developed over two decades ago, and a number of proteins have been pro-
duced in the milk of animals. Therapeutic proteins produced in eggs of trans-
genic hens have significant advantages over transgenic mammalian systems, in-
cluding: regular high eggs production, large number of progeny, short genera-
tion times, sterile contents of the eggs produced by specific pathogen free
chickens and, well characterization of the regulatory sequences of white pro-
tein genes similar to human glycosylation of chicken IgGs, etc. In this overview,
recent progress in the development of chicken bioreaktors was presented.
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1. Wprowadzenie

Pierwsze transgeniczne zwierze (mysz), ktére zostato gene-
tycznie zmienione w celu wywotania specyficznych cech fenoty-
powych zostato uzyskane w 1980 r. (1). Od tego czasu ich liczba
wzrosta lawinowo, np. w Nowej Zelandii, w 2003 r. istniato 3000
transgenicznych owiec, nosicielek ludzkiej alfa-lI-antytrypsyny (2).
Oczywiste jest pytanie, w jakim celu tworzymy transgeniczne
zwierzeta? Mozna wymieni¢ przynajmniej kilka powodéw (3):
cel poznawczy, rozszyfrowanie kodu genetycznego, badanie ge-
netycznej kontroli systeméw fizjologicznych, opracowanie gene-
tycznego modelu choréb, poprawa cech produkcyjnych, wytwa-
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rzanie nowych produktéw. Odpowiedz na to pytanie jest kwestig otwartg i dysku-
syjna, np. co do produkcji metodami transgenezy organéw do ksenotransplantaciji.
Bedzie tez zapewne ulegata zmianie, w miare rozwoju nowych technik i strategii ba-
dawczych, uwarunkowan ekonomicznych i zapotrzebowania na nowe produkty.

W 1987 r. po raz pierwszy zademonstrowano mozliwos¢ produkcji biofarmaceu-
tykdbw w gruczole mlecznym zwierzat transgenicznych (4). Nowa technologia two-
rzenia transgencznych zwierzecych bioreaktorow przyczynita sie do powstania,
w ciagu Kilku lat nowej galezi przemystu, wykorzystujgcej narzady i tkanki zwierzat
transgenicznych do produkcji ludzkich biatek terapeutycznych. Obecnie tgczna war-
tos¢ Swiatowego rynku biofarmaceutykédw szacowana jest na 4-5 mld USD. Mmo ze
w ciggu kolejnych lat przemyst farmaceutyczny bedzie rozwijat sie w tempie 7-8%
rocznie, przewiduje sie, ze produkcja biatek terapeutycznych osiggnie w tym sa-
mym okresie wzrost ponad 15% rocznie (5). Wiekszos¢ ludzkich biatek terapeutycz-
nych izolowanych jest z tkanek ludzkich (np. czynniki krzepliwosci krwi) lub produ-
kowanych jako rekombinowane biatka w wyniku hodowli zmodyfikowanych komé-
rek bakteryjnych w bioreaktorach przemystowych. Ograniczeniem pierwszej z wy-
mienionych metod jest pogtebiajgca sie réznica pomiedzy popytem na biofarmaceu-
tyki a podaza tkanek do ich izolacji, stwarza ona réwniez potencjalne zagrozenie
przenoszenia groznych choréb (AIDS, Creutzfelda-Jakoba, i in.). Natomiast produk-
cja rekombinowanych biatlek w hodowanych in vitro komdrkach zwierzecych Ilub
bakteryjnych jest nadal droga (tab.), zwtaszcza w poréwnaniu z ich produkcja
w tkankach bioreaktoréw zwierzecych.

Tabela

Szacunkowy koszt wytworzenia /USD/ 1 g biatka terapeutycznego, w zaleznosci od skali i systemu produkcji
(na podstawie 6)

Skala produkcji System Koszt

50 kg/rok hodowla komérkowa 147
zwierze transgeniczne 20

300 kg/rok hodowla komérkowa 48
zwierze transgeniczne 6

Od czasu kiedy to po raz pierwszy uzyskano transgeniczng mysz (4) produkujgca
tkankowy aktywator plazminogenu (tAP), mozna wymieni¢ wiele innych biatek pro-
dukowanych w gruczole mlekowym ssakéw (7), z ktérych kilka znajduje sie we
wstepnej fazie badan klinicznych. Badania kliniczne przynajmniej jednego z produk-
tébw, o nazwie handlowej ATryn(B), opracowanego przez amerykanska firme GTC
Biotherapeutics zostaty zakonczone, jest to ludzka antytrombina 111, produkowana
w mleku transgenicznych kéz. Wiekszo$¢ rekombinowanych biatek wydzielanych
w mleku transgenicznych zwierzat posiada potencjalne wiasciwosci farmaceutycz-
ne, zachowujac aktywnos¢ biologiczna.
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2. Ssaki

Gruczot mlekowy jest ogdlnie uwazany za narzad z wyboru do ekspresji rekom-
binowanych bialek przez transgeniczne ssaki - bioreaktory. System ten ma dwie
podstawowe zalety, z Jednej strony mleko moze by¢ tatwo produkowane w znacz-
nej ilosci, z drugiej poznano doktadnie geny kodujace kazeinowe (alfa SI- CSNISI,
alfa S2- CSN1S2, beta - CSN2 i kappa - CSN3) i serwatkowe (beta-laktoglobulina -
LGB i alfa-laktoalbumina - LALBA) biatka mleka bydta. W rezultacie mozliwa jest
swoista ekspresja biatek terapeutycznych w gruczole mlekowym.

Istnieje wiele informaciji o ekspresji heterologicznych biatek (7), w ilosci nawet
kilku graméw na litr mleka transgenéw. Wykorzystanie gruczotu mlekowego obok
niewatpliwych zalet posiada réwniez wady. Produkcja biatek w gruczole mlekowym
jest ograniczona relatywnie dtugim czasem od narodzenia zwierzecia do pierwszej
laktacji, cyklicznoscig laktacji oraz wysokimi naktadami i czasem niezbednym do
produkciji transgenicznych zwierzagt charakteryzujgcych sie znaczng produkcjg mle-
ka. Produkcja transgenicznych krolikéw i/lub $win wykazujgcych ekspresje obcych
biatek w gruczole mlekowym moze by¢ prébg rozwigzania tego problemu. Stosujac
odpowiednie promotory wzbogacono skitad mleka transgenicznych krolikéw (cyt.
za 8), o wiele rekombinowanych bialek: al-antytrypsyne, interleukine-2, tkankowy
aktywator plazminogenu (TPA), insulinopodobny czynnik wzrostowy-1, hormon
wzrostu, a-glukozydaze, biatko C, jak rowniez gonadotropine kosmowkowag klaczy.
Nalezy jednak zaznaczy¢, ze w wielu przypadkach poziom ekspresji funkcjonalnych
biatek byt niezadowalajacy, wahat sie bowiem w szerokich granicach od zaledwie
0,3 ng do nawet 8 mg/ml.

Czesto dochodzi do ektopowej, niekontrolowanej ekspresiji transgenu, ktéry od-
dzialuje niekorzystnie na zwierze, powodujac zaburzenia ptodnosci i gigantyzm
(hGH), zaburzenia erytropoezy i wzrostu, a hawet Smier¢ transgenicznych zwierzat
(cDNA kodujacy erytropoetyne). Jest to nie tylko prawdopodobne w przypadku
znacznej koncentracji egzogennych biatek w mleku i mozliwosci ich resorpcji (9-11),
ale takze w odniesieniu do niewielkiej ich koncentracji i w innych systemach ekspre-
syjnych (12). Wykazano ponadto, ze nie zawsze obce gatunkowo biatka syntetyzo-
wane w gruczole mlekowym transgenicznych ssakéw podlegaja prawidlowym mo-
dyfikacjom potranslacyjnym (13).

3. Ptaki

Informacje dotyczgce ptakéw o zmodyfikowanym genotypie sg stosunkowo nie-
liczne (cyt. za 14). Tymczasem istnieje przynajmniej kilka powoddéw, dla ktérych
ptaki sg nie tylko niezwykle atrakcyjnym modelem w badaniach nad transgeneza,
ale przede wszystkim moga by¢ doskonatym bioreaktorem. Wykorzystanie jajowo-
du kury jako bioreaktora zapewnia wiele korzysci, w poréwnaniu z innymi systema-
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mi (15). Genetycznie wyselekcjonowane kury rasy White Leghorn znoszga w ciggu
roku ponad 330 jaj, z ktérych kazde zawiera 6,5 g biatka. Biatka sg produktami eks-
presji jedynie 7 gendw, ajeden z nich gen owoalbuminy odpowiedzialny jest za eks-
presje az 2 gramoéw biatka. Wyprodukowane w czesci biatkotwérczej jajowodu (ma-
gnum) biatko jest niemal natychmiast otoczone btonami, w tym skorupowsg i co-
dziennie, w sterylnej formie ,wydalane” z organizmu nioski. Kury przez wiele poko-
len mogg by¢ utrzymywane w Srodowisku wolnym od drobnoustrojéw chorobo-
tworczych {ang. pathogen-free animals), dzieki czemu zarodki kur wykorzystywane sg
powszechnie do wydajnej produkcji, np. immunoglobulin. Warto takze zaznaczyé,
ze w poréwnaniu ze ssakami u ptakéw odnotowano wysokie podobienstwo prze-
ciwciat grupy 1Gg do przeciwciat ludzkich (14). Szacuje sie np., ze jedna kura moze
produkowac taka ilos¢ przeciwciat, jakg uzyskuje sie od 10 krolikéw w ciggu roku.
Ponadto kury charakteryzuje znacznie szybsza rotacja pokoleh w poréwnaniu z ssa-
kami gospodarskimi. Dzieki przemystowym metodom produkcji, a zwlaszcza
sztucznej inseminacji genotyp zalozyciela populacji transgenicznych kur moze zo-
sta¢ powielony w nieograniczonej praktycznie liczbie potomkéw. Reasumujgc, wy-
korzystanie jajowodu ptakéw do produkcji duzych ilosci, zmodyfikowanych po-
translacyjnie, tanich biatek jest powazng alternatywg w stosunku do innych syste-
mow.

Jednakze produkcja transgenicznych ptakéw jest utrudniona, z uwagi na ich spe-
cyficzny cykl rozwojowy. Mikroiniekcja, najczesciej stosowana technika wprowa-
dzania obcego DNA do komdrek ssakéw, nie znajduje praktycznego zastosowania
w odniesieniu do ptakéw, poniewaz zaptodnienie ma miejsce w lejku jajowodu ijest
polispermiczne (16). Identyfikacja meskiego przedjadrza, zanurzonego w z6ttku jest
zatem utrudniona, tym bardziej wsréd kilkudziesieciu plemnikéw, podobnie jak
umieszczenie oocytu w operowanym jajowodzie (17). Ponadto zarodek kury, przed
zniesieniem jaja, zawiera okoto 50 000 komorek.

Mimo ze wykorzystanie retrowiruséw umozliwia skuteczne wprowadzenie i sta-
bilng, takze w kolejnych generacjach ekspresje egzogennego DNA do komérek kury
(14,18-21), jednak ich praktyczne zastosowanie do produkcji transgenicznych pta-
kéw jest watpliwe. Z metodycznego punktu widzenia niedogodnoscia jest koniecz-
nos¢ ograniczenia wprowadzonego konstruktu do zaledwie kilku, maksymalnie
10 kpz (22). Poza metodycznymi istniejg wobec tej metody znacznie powazniejsze
zastrzezenia. Manipulacje patogenami nie znajdujg akceptacji spotecznej, pomimo
konstrukcji retrowiruséw replikacyjnie defektywnych. Obawy te sg uzasadnione zwa-
zywszy przypadki ich rekombinajcji z wirusami endogennymi oraz mozliwo$¢ wy-
wotania odpowiedzi immunologicznej (23).

Wydajnos¢ tego systemu okazata sie niska, np. sposrod 546 infekowanych za-
rodkéw (14), do wylegu przezyto jedynie 126 szt. (23%). Dalej jedynie u okoto \0%
wylezonych pisklat stwierdzono, metodg PGR, w komorkach krwi, obecnos¢ trans-
genu. Przy czym modyfikacja dotyczyta jedynie 1% komérek krwi tych ptakéw. Obce
biatko (P-lactamase) produkowane bylo w ilosci 11,9-173,4 ng/ml surowicy krwi
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krazek bibuty umozliwiajacy izolacje tarczki z zéttka

tarczka zarodkowa
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rozproszone BCs w hodowli in vitro

Rys. 1. Izolacja komoérek blastodermalnych (BCS) kury.

i znacznie wiekszej ilosci, od 56,3 do 250 ng w ml biatka Jaja. W dalszym opisie
omawianego doswiadczenia udowadnia sie, ze w przypadku ptakoéw wyprowadze-
nie linii transgenicznych osobnikéw produkujacych znaczne ilo$ci egzogennego biatka
Jest stosunkowo proste, pomimo niskiej odziedziczalnosci transgenu. Od trzech ko-
gutow, nosicieli transgenu uzyskano tgcznie 1052 szt. potomstwa, z ktérych Jedynie
3 piskleta, po tym samym ojcu, okazaly sie transgenicznymi. Umiejetne krzyzowanie
umozliwito Jednak uzyskanie w G2 znacznej stawki transgenicznych kur, produ-
kujacych w ml surowicy krwi od 5,0 do 6,7 pg obcego biatka.

Dalsze mozliwosci stwarza opracowana w ostatnich latach strategia, pozwa-
lajaca na uzyskanie ptakOw transgenicznych, za posrednictwem chimer piciowych
(cyt. za 24). Podstawowymi etapami tej strategii sg: a) izolacja komoérek embrional-
nych dawcy, b) transfekcja komoérek in vitro, ¢) hodowla i selekcja komérek zmodyfi-
kowanych, d) ich iniekcja do zarodkéw biorcéw, e) wylag i identyfikacja chimer fe-
notypowych, f) odchéw chimer i identyfikacja chimer ptciowych, g) ich krzyzowanie
w celu uzyskania ptakéw transgenicznych. Opisang strategie przedstawiono sche-
matycznie we wczesniejszej pracy (24).

Do produkcji chimer ptakéw wykorzystuje sie dwie odmienne procedury, z wy-
korzystaniem:

- komoérek blastodermalnych (BCs - rys. 1), iniekowanych do Jamy podzarodko-
wej zarodkéw biorcow.
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- pierwotnych komorek piciowych (PGCs - rys. 2 i 3), wstrzykiwanych bezpo-
Srednio do naczyh krwionosnych zarodkdéw biorcow.

Zwlaszcza BCs izolowane w X stadium rozwoju embrionalnego, wsrod ktérych
znajdujg sie zresztg prekursory PGCs stanowig dogodne narzedzie do produkcji pta-
kéw transgenicznych (25), poniewaz moga by¢ utrzymywane w hodowli przez wiele
dni oraz podlegac transfekcji in vitro (26), a po iniekcji do zarodka biorcy ulegajg
wbudowaniu i zr6znicowaniu w réznych tkankach (27). Te wlasciwosci umozliwiajg
wprowadzenie modyfikacji genetycznych do komérek szlaku ptciowego.

W naszych badaniach (28) postugujemy sie w celu produkcji chimer zmodyfiko-
wang metodg iniekcji komoérek blastodermalnych, poprzez komore powietrzng jaja,
do zarodka bedacego w X stadium rozwoju embrionalnego. W ich wyniku uzyskalis-
my nie tylko wysokie wskazniki wylegu manipulowanych zarodkéw (41%) i wysoki
procent chimer fenotypowych wsréd wylezonych pisklat od 87 do 100% (27,29,30),
ale rowniez zadowalajgcg przezywalnos¢ odchowywanych do osiggniecia doj-
rzatosci ptciowej chimer (87%) oraz znaczny odsetek chimer ptciowych - 30% (31).
Skonstruowane zostaly wektory plazmidowe (32) wyposazone w specyficzne se-
kwencje regulacyjne, umozliwiajgce ocene ekspresji wybranych genéw w komoér-
kach blastodermalnych kury in vitro. Jako element regulujacy ekspresje obcych ge-
néw w jajowodzie wybrano promotor owoalbuminy, podstawowego biatka jaja ku-
rzego. Badajac warunki transfekcji uzyskaliSmy ekspresje genéw reporterowych: lu-

pierwotne komorki ptciowe

Rys. 2. Izolacja pierwotnych komorek ptciowych (PGCs) z krwi 2,5-dniowego zarodka kury.
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dawcy PGCs, szesciodniowe zarodki kurze, przygotowane do sekcyjnego pobrania gonad

Srédnercza (pow. 15 x) wypreparowana gonada (pow. 30 X)
(zaznaczone miejsce lokalizacji w srodnerczu)

PGC

przekrdj poprzeczny gonady (pow. 150 X)

Rys. 3. lzolacja pierwotnych komérek piciowych (PGCs) z gonad 6-dniowego zarodka kury.
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Rys. 4. Ekspresja genu reporterowego pAcGFPI-Ct po 72 godzinie inkubacji: a) obraz w mikrosko-
pie Swietlnym (pow. 400 X); b) obraz w mikroskopie fluorescencyjnym (pow. 400 x) w Swietle UV (ab-
sorpcja 558 nrn, emisja 583 nm).
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Rys. 5. Ekspresja pDsRed2-Nuc w jadrze komorki blastodermalnej kury.

cyferazy, zielonego biatka fluorescencyjnego - GFP (rys. 4) i jego nowego wariantu
- pDsRed2-Nuc (rys. 5), umozliwiajacego $ledzenie ekspresji egzogennego DNA
w jadrze komdérkowym BCs hodowanych in vitro (33). Ponadto udowodniliSmy, ze
zachowujgc analogiczne warunki lipofekcji mozliwa jest transfekcja oraz ekspresja
w BCs kury ludzkiego genu interferonu a2 pod kontrolg promotora owoalbuminy.
Efektywna transfekcja BCs in vitro jest jednym z posrednich etapéw prowadza-
cych do produkcji ptakéw transgenicznych. Kolejnym jest uzyskanie zywych pisklat,
po iniekcji zmodyfikowanych BCs do zarodkéw biorcOw i ekspresji obcych gendéw
w ich tkankach. W cytowanych badaniach (33) uzyskaliSmy, w wyniku odpowiednie-
go postepowania, zwiekszenie wylegowosci pisklat biorcow transfekowanych BCs,
od ok. 5 do 25%. Znaczna $miertelnos¢, okoto 90% (116/129) manipulowanych zarod-
kéw dotyczy takze innych metod, np. wykorzystujgcych wektory wirusowe (20).
Przyczyng jest, jak sie przypuszcza toksyczny efekt wprowadzonego transgenu.
Ostatnio opublikowane wyniki badan, prowadzonych przez konsorcjum utwo-
rzone z kilku amerykanskich uniwersytetéw i komercyjnej firmy Origen Therapeuti-
cs (34) sa wielkim osiagnieciem potwierdzajagcym mozliwosci wykorzystania komo-
rek embrionalnych do produkcji ptakéw bioreaktoréw. Specyficzna ekspresja mono-
klonalnych ludzkich przeciwciat - mAb, w jajowodzie kury i ich produkcja w biatku
jaja kurzego jest wynikiem potgczenia wielu unikatowych rozwigzan, w tym ditugo-
trwatej metody hodowli kurzych pierwotnych komoérek zarodkowych (cES), kon-
strukcji odpowiedniego konstruktu genowego, zawierajgcego petng sekwencje pro-
motora owoalbuminy oraz techniki transfekcji komérek, z wykorzystaniem metody
elektroporacji. W efekcie uzyskano bardzo wydajne bioreaktory, kury znoszgce jaja
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zawierajgce od ! do 3 mg ludzkiego biatka w jaju. Poniewaz wiasciwosci biologicz-
ne i strukturalne tak produkowanych biatek nie odbiegaly od ,naturalnych” oraz jak
szacuje Origen Therapeutics ich produkcja jest tafisza o dalsze 40-60%, w poroéwna-
niu do innych systeméw bioreaktoréw zwierzecych mozemy sie spodziewaé, ze
w przewidywanej przysziosci ludzkie biatka terapeutyczne stang sie tanim, ogolnie
dostepnym farmaceutykiem.

Praca wykonana w ramach projektu 5 PO6D 029 26, finansowanego przez Ministerstwo Edukaciji
i Nauki.
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