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The kidney and the bladder of transgenic animals as hioreactors?

Summary

Mammary gland-specific expression of human genes and secretion of hu-
man proteins into the milk of transgenic farm animals provides an important
tool for manufacturing of many valuable pharmaceuticals. More recently, atten-
tion has focused on urine-based expression systems as a much more cost-effec-
tive technology. Successful application of this technology, however, requires
the definition of several crucial regulatory elements that direct production of
the protein into the urinary tract. To date, the 5' flanking region of either the
uroplakin Il (UPIl) or uromodulin (THP) genes were used to drive the expression
of heterologous proteins in the bladder or kidney epithelium of the transgenic
mice, respectively. Herein, the progress and current limitations in this field are
presented. Other currently known urine-specific protein genes are also de-
scribed.
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1. Wstep

Gruczot mleczny zwierzat gospodarskich, takich jak: owca,
koza, krowa, krélik oraz w mniejszym stopniu Swinia, jest obec-
nie uznanym systemem ekspresyjnym, w ktdrym na skale prze-
mystowa mozna pozyskiwaé wiele cennych biatek. Sg to m.in.
biatka ukfadu krzepniecia krwi, hormony, przeciwciata. Wiele
z tych biatek ma ztozong strukture wymagajaca licznych potrans-
lacyjnych modyfikacji. Szacuje sie, ze w laboratoriach znanych
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firm biotechnologicznych na $wiecie opracowuje sie technologie otrzymywania tg
metodg okoto stu waznych dla lecznictwa biofarmaceutykdéw. Kilka biatek, w tym
antytrombina 111, a-glukozydaza i apantytrypsyna, jest na etapie lll fazy badan kli-
nicznych. Transgeneza gruczotu mlecznego w kontekscie farmaceutycznego za-
stosowania produkowanych w nim biatek jest przedmiotem licznych prac
przeglagdowych publikowanych w czasopismach zagranicznych (1-7) i polskich
(8,9).

Chociaz gruczot mleczny jest najlepiej zbadanym systemem ekspresyjnym, uzy-
teczne biatka moga by¢ wydzielane réwniez do innych ptynéw fizjologicznych, ta-
kich jak krew (10,11), $lina (12), mocz (13-17) czy ptyn nasienny (18), o ile zastosu-
je sie odpowiedni tkankowospecyficzny promotor. Koncepcja produkcji biatek
w moczu jest stosunkowo nowa - pojawita sie w 1995 r., kiedy po raz pierwszy
zidentyfikowano geny aktywne jedynie w pecherzu moczowym (19). Geny te ko-
dujg biatka - uroplakiny, wchodzace w skitad urotelium - nablonka wyscielajgce-
go pecherz moczowy. Trzy lata p6zniej zesp6t Roberta Walla opublikowat pierw-
sze doniesienie o udanej ekspresji ludzkiego hormonu wzrostu (hGH) pod kon-
trolg promotora mysiej uroplakiny Il w moczu transgenicznych myszy (13). Mimo
ze uzyskana ekspresja hGH byfa niewielka, Srednio 200 ng/ml, wydarzenie to
wywotato duze zainteresowanie i jednoczesnie sceptycyzm co do komercyjnej
przydatnosci nowego systemu ekspresyjnego. W tym czasie zesp6t Henryka Lubo-
nia pracowat nad wyizolowaniem i sekwencjonowaniem kolejnego promotora -
genu ludzkiej uromoduliny.

Produkcja biofarmaceutykéw w moczu zwierzat transgenicznych ma szereg zalet
w poréwnaniu z ich produkcjg w mleku. Ogélnie, dzieki tej technologii mozna by
znacznie szybciej uzyskac stado produkujgce dane biatko lecznicze, a tym samym
znacznie obnizy¢ koszty zwigzane z hodowlg zwierzat. Surowy produkt moze by¢
bowiem pozyskiwany zaraz po urodzeniu, niezaleznie od pici oraz w ciggu catego
zycia zwierzecia, bez koniecznosci oczekiwania na okresy faktacji. Niezaprzeczalng
zaletg produkcji biatek w moczu bytyby réwniez mniej skomplikowane metody izo-
lowania i oczyszczania produkowanego biatka z surowego produktu. W przeciwien-
stwie do mleka, ktére zawiera prawie 40 mg biatka/ml i od 3 do 6% ttuszczu, w mo-
czu zwierzat hodowlanych nie ma lipiddw, a ilos¢ biatka jest stadowa. Pod tym
wzgledem mocz stanowi idealne srodowisko, do ktdrego moga by¢ wydzielane pro-
dukowane biatka. Magazynowanie i przetwarzanie duzych objetosci tak rozcierczo-
nego roztworu moze hy¢ jednak kiopotliwe. Do ograniczen tej technologii nalezy
zaliczy¢ nizszy w poréwnaniu z produkcjg w mleku, poziom ekspresji uzyskiwanych
dotychczas farmaceutykéw (od 100 do 10 000 razy). Kolejnym ograniczeniem moga
by¢ trudnosci zwigzane z pobieraniem moczu. Pozyskiwanie moczu od zwierzat ho-
dowlanych w sposéb ciggly wymaga zastosowania cewnikow. Metoda ta jest, co
prawda od lat stosowana na skale przemystowa do otrzymywania estrogenéw z mo-
czu ciezarnych klaczy (20), ale z przyczyn etycznych wzbudza protesty opinii pu-
blicznej i obrofAcow zwierzat.
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Niezaleznie od perspektyw produkcji farmaceutykdéw w moczu zwierzat gospo-
darskich, przeprowadzone na biatkach moczu manipulacje genetyczne znacznie
przyspieszyly rozw6j badan nad ekspresjg ich genéw. W pracy opisano poznane
dotychczas geny specyficznych biatek nerki i pecherza moczowego. Ponadto
przedstawiono osiggniecia w zakresie ich wykorzystania do ekspresji ludzkich
biatek w moczu transgenicznych myszy z uwzglednieniem wynikéw badan wihas-
nych autorki.

2. Biatka moczu i ich geny

Catkowita zawartos$¢ biatka w prawidtowym moczu wiekszosci ssakow jest $la-
dowa i wynosi okoto 100 pg/ml. W tej niewielkiej ilosci znajduje sie jednak wiele
biatek majacych istotne znaczenie w fizjologii uktadu moczowego; funkcja wielu
Z nich nie jest znana. Uromodulina jest biatkiem najobficiej wystepujacym w fizjo-
logicznym moczu ssakéw, gdzie stanowi od 15 do 37% wszystkich biatek (21,22).
Inne, dobrze juz poznane biatka (oraz ich geny) obecne w moczu to m.in. erytro-
poetyna (23,24), renina (25), urokinazowy aktywator plazminogenu (26). Dzieki za-
stosowaniu w ostatnich latach kombinacji zaawansowanych technik - dwukierun-
kowej elektroforezy i spektrometrii masowej (analizy proteomu) - w moczu
cztowieka zidentyfikowano kilkadziesiat biatek nalezacych m.in. do transporteréw
btonowych, receptoréw, enzyméw, serpin, biatek chaperonowych i sygnatowych
(27). Gtownym miejscem syntezy biatek obecnych w moczu jest nerka. Wyjatek
stanowia gryzonie, u ktérych w moczu dodatkowo wystepuja tzw. gtéwne biatka
moczowe {major urinary proteins - MUPs) (28,29). MUPs jest to rodzina nisko-
czasteczkowych biatek syntetyzowanych w watrobie, ktére sg wydzielane do mo-
czu dzieki filtracji zachodzacej w kiebuszkach nerkowych. Majg zdolnos¢ wigza-
nia feromonow i peinig role w doborze partneréw. Z powodu obecnosci MUPs
stezenie biatka w prawidtowym moczu myszy moze waha¢ sie od 0,5 do kilku
mg/ml.

Obecny stan wiedzy na temat struktury i sekwencji genéw ulegajacych ekspresji
w nerce, a tym bardziej na temat charakterystyki ich promotoréw, jest fragmenta-
ryczny. Mechanizmy regulacji ekspresji gendw w nerce sg jeszcze mniej poznane.
Gtéwnym czynnikiem ograniczajgcym badanie mechanizméw transkrypcji genéw
uktadu moczowego byly trudnosci w znalezieniu promotoréw kierujacych ekspresje
specyficznie do poszczegblnych segmentow nefronu albo do dolnych czesci uktadu
moczowego. Ekspresja gendw erytropoetyny, reniny czy aktywatoréw plazminoge-
nu, zachodzi réwniez w innych tkankach poza ukladem moczowym. Z uwagi na
mozliwosci biotechnologicznego wykorzystania najwieksze znaczenie majg promo-
tory wspomnianych juz gendéw uromoduliny i uroplakin. Ponadto, w ciggu ostatnich
kilku lat sklonowano i zsekwencjonowano kilkanascie gendw innych biatek, ktore s
syntetyzowane wylacznie (lub prawie wylacznie) w nerce.
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2.1. Uromodulina (biatko Tamm-Horsfall - THP) - speqgliczne biatko nerki

Uromodulina wydzielona z moczu ciezarnych kobiet, jest glikoproteing o masie
czasteczkowej monomerycznej podjednostki okoto 85 kDa, identyczng z glikopro-
teing Tamm-Horsfall (THP) (21,22). THP jest biatkiem syntetyzowanym w komorkach
nabtonkowych nerki i wydzielanym do moczu w ilosci 50-200 mg/dobe. Wykazano,
ze THP w nerce wystepuje w dwéch formach, jako biatko btonowe, nalezace do ro-
dziny biatek zakotwiczonych w blonie za pomocg reszty glikozylofosfatydyloinozy-
tolowej (GPI), oraz w formie rozpuszczalnej (30). Biologiczna rola THP nie zostata
jeszcze jednoznacznie ustalona, chociaz istnieje zgodny poglad co do istotnego
znaczenia tego biatka w fizjologii nerki. Uromodulinie przypisuje sie m.in. udziat
w immunoregulacji nerki i w regulacji tworzenia kamieni nerkowych. THP zostata
opisana w pracach przeglagdowych (21,31).

Gen THP zidentyfikowano u prawie wszystkich kregowcdw (32). U cztowieka zlo-
kalizowano go w chromosomie 16pl2.3-16pl3.1! (33). Uromodulina wystepuje tyl-
ko w okreslonej czesci nefronu. Wykazano za pomocg metod immunohistochemicz-
nych i hydrydyzacji in situ, ze ekspresja THP ogranicza si¢ do szerszej czesci ramie-
nia wstepujacego petli Henlego oraz do proksymalnej czesci kanalika kretego 1l rze-
du (34,35). Do tej pory wyizolowano i zsekwencjonowano fragmenty regulatorowe
promotoréw genu THP kilku gatunkdw ssakéw (tab. 1).

Tabela 1
Scharakteryzowane promotory genéw uromoduliny i uroplakiny Il
Gatunek Autorzy/rok
uromodulina;
szczur Yu i wsp, (1994)
cztowiek Pennica i wsp. (1987), Zbikowska i wsp. (2002)
mysz Zhu i wsp. (2002)
krowa Yu i wsp. (1994), Kim i wsp. (2003)
uroplakina II:
mysz Lin i wsp. (1995)
cztowiek Zhang i wsp. (2002)
Swinia Kwon i wsp. (2002)

W wyniku poréwnania sekwencji gendw THP cztowieka, krowy, myszy i szczura
wykazano, duzg zgodno$¢ miedzy gatunkami w obrebie proksymalnego regionu
konca 5' promotora (okoto 600 pz) (36). Procent zgodnosci sekwencji w tych regio-
nach wynosit 90% dla genu mysiej i szczurzej, 75% dla ludzkiej i bydlecej oraz 66%
dla mysiej i ludzkiej THP. Najprawdopodobniej w tej najbardziej konserwatywnej
czesci sg zlokalizowane najwazniejsze elementy typu cis regulujace tkankowospecy-
ficzng ekspresje. Wspdlne dla promotoréw THP wszystkich czterech gatunkéw oka-
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zaly sie tylko kasety TATA oraz CAAT, typowe dla elementéw promotorow wigkszo-
$ci swoiscie tkankowych gendw. Geny powszechnie ulegajace ekspresji w rdznych
tkankach czesto nie majg tych sekwencji. Za pomocg komputerowej analizy frag-
mentéw sekwencji promotorowych mozna okresli¢ hipotetyczne miejsca dla wigza-
nia czynnikow transkrypcyjnych (typu trans). W promotorze genu ludzkiej (16) i by-
dlecej (37) THP wykazano miejsca dla wigzania C/EBPp, czynnika, ktdry bierze udziat
w regulacji swoiscie tkankowej ekspresji, np. w watrobie oraz w adipocytach, a tak-
ze miejsc dla czynnika jadrowego hepatocytéw/ork head homolog (HFH-3). Czynnik
HFH-3 jest aktywatorem transkrypcji ulegajacym specyficznej ekspresji w komor-
kach nabtonkowych nerki (38). Na podstawie przeprowadzonych przez nas badan
nad sekwencjg promotora ludzkiej uromoduliny interesujace byto stwierdzenie
prawdopodobnej obecnosci dwdch niezaleznych miejsc inicjacji transkrypcji, w po-
blizu pierwszego i drugiego eksonu (16). Miejsce wigzace dla czynnika jadrowego
hepatocytow-1 (NHF-1) zlokalizowano w konserwatywnej czesci korfica 5' promotora
TFIP szczura (39) i co ciekawe, rowniez w promotorze przenosnika jondw Na+, K+
i CI' myszy (izoforma NKCC2) (40). Kotransporter Na-K-Cl NKCC2 jest biatkiem, kto-
rego transkrypty wykryto jedynie w nerce, w tym samym miejscu, gdzie jest syntety-
zowana TFIP - w szerszej czeSci wstepujacego ramienia petli Henlego. Nie wykaza-
no, jak dotad, obecnosci zadnych innych regulatorowych biatek typowych dla nerki,
ktdre bytyby odpowiedzialne za swoiscie tkankowg transkrypcje w tym narzadzie.

2.2. Uroplakiny - biatka btonowe syntetyzowane przez komérki urotelium

Uroplakiny sa rodzing integralnych biatek btonowych wchodzgcych w skiad
blaszki urotelium. Blaszka ta, zbudowana jest z segmentow btony o asymetrycznej
budowie {asymetrie unit membrane - AUM) i pokrywa znaczng cze$¢ (70-90%) zew-
netrznej powierzchni urotelium ssakéw (41). Pozostata cze$¢ powierzchni urote-
lium (10-30%) ma budowe typowej dwuwarstwowej btony lipidowej, ktéra jest cha-
rakterystycznie zagieta i petni funkcje tgcznikow {hinge area). Dzieki takiej budowie
strefy powierzchownej, nabtonek urotelialny $ciany pecherza moczowego funkcjo-
nuje jako szczelna bariera dla sktadnikéw moczu i wody. W przeprowadzonej anali-
zie za pomocg metody mikroskopii elektronowej wykazano, ze obszary blaszki AUM
zbudowane sg z wielu podjednostek, z ktorych kazda ma strukture heksameru.
Biatka wchodzace w skiad tej podjednostki zostaty wyizolowane i sklonowane
(42-44). Sy to dwa biatka o czterech helisach transbtonowych, uroplakiny la (UPIla)
i Ib (UPIb) o masach czasteczkowych odpowiednio, 27 i 28 kDa oraz nie spokrewnio-
ne z tg rodzing, posiadajace jedng domene transbtonowsa, uroplakiny 1l (UPII)
i Ul (UPII) o masie 15 i 47 kDa. Uroplakiny sa produktami czterech réznych genow;
wykazano, ze ich ekspresja w bydlecych i mysich tkankach zachodzi specyficznie
w urotelium (42-44). W tkankach cztowieka ekspresja uroplakiny UPla oraz UPIl za-
chodzi tylko w powierzchownej warstwie urotelium, natomiast ekspresje UPIII
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i UPIb stwierdzono takze poza urotelium; UPIIl wykazano w nabtonku prostaty,
a UPIb w komdrkach nabtonka uktadu oddechowego i trzustki (45). Fragmenty pro-
motoréw genu UPIli niektorych gatunkéw ssakéw zostaty sklonowane i zsekwencjo-
nowane (tab. 1).

2.3. Inne tkankowospeg”czne biatka nerki

Molekularne mechanizmy tkankowospecyficznej ekspresji gendw nerki sg mato
poznane. W ostatnich latach sklonowano cDNA dla licznych biatek, ktore ulegajg
ekspresji preferencyjnie w niektérych segmentach nefronu (30,46-50). Wsrdd nich
sg geny kodujace biatka, ktére biorg udziat w transporcie réznych substancji przez
btony, jak np. kotransportery sodowo-glukozowy (SGLT2), sodowo-fosforanowy
(NPT2), sodowo-chlorkowy (NCCT) i sodowo-potasowo-chiorkowy (NKCC2), akwapo-
ryna-2 (AQP2) oraz biatka kanatéw chlorkowych (C1C-K1, C1C-K2, CIC-5). Sposrod
innych biatek nalezy tu wymienié réwniez transpeptydaze x-glutamylowg (GGT typu 2),
1-a hydroksylaze witaminy D3, receptor wazopresyny V2 oraz specyficzne dla nerki
kadheryny (Ksp-kadheryny) (51-53).

Tabela 2

Przyktady genéw ulegajacych swoistej ekspresji w segmentach nefronu, ktérych sekwencje promotorowe zo-
staty sklonowane i zsekwencjonowane

Miejsce

Promotor genu Skrot Gatunek . Autorzy Rok
ekspresji
akwaporyny-2 AQP2 szczur kanalik zbiorczy Fushimi i wsp.  (1993)
akwaporyny-CD AQP-CD cztowiek  kanalik zbiorczy Uchida i wsp. (1994)
receptora wazopresyny (typ 2) V2 szczur kanalik zbiorczy Mandon i wsp.  (1995)
kotransportera sodowo-potasowo- NKCC2 mysz grubsza czes¢ wstepu-  Igarashi i wsp.  (1996)
-chlorkowego jacego ramienia petli
Henlego
transpeptydazy x-glutaniylowej GGT (1) mysz kanalik krety blizszy ~ Sepulvedaiwsp.  (1997)
kanatu chlorkowego CIC-KI szczur cienka cze$¢ wstepuja-  Uchida i wsp. (1998)
cego ramienia petli
Henlego
specyficznych dla nerki kadheryn Ksp-kadheryny — mysz nablonek kanalikéw  Whyte i wsp. (1999)
nerkowych
kotransportera sodowo-chlorkowego  TSC szczur kanalik krety dalszy Taniyama i wsp.  (2001)

Sklonowano réwniez i czesciowo scharakteryzowano sekwencje promotorowe
konca 5' wielu z wymienionych biatek (tab. 2). Trwajgce badania z uzyciem transfe-
kowanych komorek oraz transgenicznych myszy maja na celu potwierdzenie, ze
promotory te wykazujg komérkowospecyficzng ekspresje in vitro oraz kierujg in vivo
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ekspresje biatka do specyficznych segmentoéw nefronu. W przysztosci, niektore
z promotorow przedstawionych w tabeli 2 moga by¢ wykorzystane do ekspresji ob-
cych gatunkowo biatek w moczu.

3. Ekspresja farmaceutykéw w moczu - konstrukcje genowe, poziom
ekspresji i aktywnos¢ biologiczna

Dokonano, jak dotad, zaledwie kilku prob ekspresji rekombinowanych biatek
ludzkich w moczu transgenicznych myszy (tab. 3). S to biatka o charakterze hormo-
néw i czynnikéw wzrostowych, jak hormon wzrostu (GH) (13,15), erytropoetyna
(Epo) (16) i czynnik stymulujacy kolonie granulocytéw-makrofagow (GM-CSF) (14)
oraz alfa-l-antytrypsyna (apAT) (17). Alfa-1-antytrypsyna jest inhibitorem proteaz,
nalezacym do rodziny serpin, ktorej fizjologicznym substratem jest elastyna neutro-
fili. Genetyczny brak ai-AT jest przyczyng wrodzonej rozedmy pluc. Preparaty
ai-AT majg zastosowanie w terapii zastepczej oraz w leczeniu m.in. mukowiscydo-
zy. W zastosowanych konstrukcjach genowych wektorami byly regulatorowe sek-
wencje gendéw mysiej uroplakiny Il lub ludzkiej i mysiej uromoduliny. We wszyst-
kich modelach doswiadczalnych uzyskano swoistg ekspresje wprowadzonych ob-
cych genéw w moczu.

Tabela 3
Produkcja ludzkich biatek w moczu myszy transgenicznych
. Stezenie
Produkowane biatko Promotor Kons;tlr(lilgfja - transginicznego Autorzy/rok
biatka w moczu
hormon wzrostu mysia UP 11 hGH/mUPII 100-500 ng/ml Kerr i wsp. (1998)
czynnik stymulujacy kolonie  mysia UP 1l hGM-CSF/mUPII do 180 ng/ml Ryoo i wsp. (2001)
granulocytéw-makrofagéw
erytropoetyna ludzka TUP hEpo/liTHP do 6 ng/ml Zhikowska i wsp. (2002)
Alfa-l-antytrypsyna ludzka THP hai-AT/hTIIP do 65 Ug/nil Zbikowska i wsp. (2002)
hormon wzrostu mysia TUP hGH/mTHP 500 ng/ml Zhu i wsp. (2003)

Wspomniano juz, ze jako pierwsze uzyskano transgeniczne myszy, do ktérych
genomu wprowadzono metoda mikroiniekcji konstrukcje genowa, zawierajaca frag-
ment konfca 5' genu mysiej uroplakiny I, o dtugosci 3,6 kpz oraz gen ludzkiego GH
(13). Myszy te wytwarzaty w komdrkach nabtonka pecherza moczowego, a nastep-
nie wydzielaty do moczu od 100 do 500 ng/ml ludzkiego biatka. Wykazano, ze trans-
gen mUPII/hGH ulegat integracji w jednym miejscu genomu, w postaci kilku do kil-
kuset kopii, w zaleznosci od linii transgenicznych myszy, i byt dziedziczony przez
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okoto 50% potomstwa. Stezenie hGH w moczu transgenicznych myszy utrzymywato
sie na statym poziomie przez ponad 8 miesiecy. Z dziewieciu uzyskanych myszy po-
kolenia zatozycielskiego (FO), az pie¢ okazato sie nieptodnych. Byt to najprawdopo-
dobniej skutek niekorzystnego dziatania wprowadzonego hormonu, $wiadczacy
jednak o tym, ze produkowane ludzkie biatko byto aktywne. W przypadku pierwsze-
go skonstruowanego transgenu tak, jak mozna byto sie spodziewaé, obserwowano
rowniez ektopowa ekspresje genu hGH w innych tkankach niz urotelium. Okoto 100
razy nizszg ekspresje niz w tkance docelowej odnotowano w nerce, mézgu i jadrach
transgenicznych myszy.

Taki sam fragment promotora mysiej UPII zostat nastepnie wykorzystany przez
Ryoo i wsp. w celu ekspresji w moczu ludzkiego GM-CSF (14). Takze i tym razem wy-
dajno$¢ produkcji obcego gatunkowo biatka nie przekroczyta rzedu ng/ml (od kilku
do 180 ng/ml). W tym modelu, we wszystkich dziewigciu uzyskanych liniach trans-
genicznych myszy, transkrypty wprowadzonego genu wykrywane byty tylko w ko-
morkach urotelium. Odnotowano natomiast ,,przeciekanie” hGM-CSF do ukfadu krgze-
nia, gdzie osiggat stezenie okoto 6 ng/ml surowicy u zwierzat produkujgcych maksy-
malng ilo$¢ czynnika wzrostu w moczu. Z najnowszych doniesief wynika, ze ludzki
hormon wzrostu uzyskano takze w moczu myszy wyposazonych w konstrukt, ktéry
zawierat jako wektor fragment genu mysiej uromoduliny, o dtugosci 3,0 kpz (15).
Uzyskane trzy linie transgenicznych myszy produkowaty 300-500 ng/ml hGH.
W dwdch liniach transgenicznych zwierzat wykazano ektopowa ekspresje hGH
w komoérkach nabtonka zotgdka.

Najlepszym uzyskanym dotychczas przyktadem ekspresji obcego biatka w moczu
transgenicznych myszy okazata sie ludzka apAT (17). Naszym modelem do$wiad-
czalnym byly myszy, do ktérych wprowadzono konstrukcje zawierajaca genomowy
region kodujacy apAT czlowieka potaczony z promotorem ludzkiej THP. Zastoso-
wany fragment genu uromoduliny (THP) o dtugosci 5,6 kpz, zawierajacy sekwencje
promotora (3,7 kpz) zapewnit swoistg tkankowo ekspresje ludzkiego biatka w ko-
morkach nabtonka nerki. W moczu transgenicznych myszy udato sie uzyskac¢ rekom-
binowang apAT cztowieka w stezeniu od 0,5 do 65 pg/ml. Transgeniczna apAT,
byta glikozylowana oraz charakteryzowala sie¢ takg samg aktywnoscig biologiczng
jak handlowa apAT, otrzymywana z osocza cztowieka. Ponadto N-koricowa sekwen-
cja uzyskanego w moczu biatka byfa identyczna z teoretyczng sekwencjg publiko-
wang dla dojrzatej (z odcietym peptydem sygnatowym), osoczowej aj-AT cztowieka.
Nasze wyniki dostarczyly zatem pierwszego bezposredniego dowodu, ze komérki
nerki, podobnie jak gruczotu mlecznego, sg zdolne do przeprowadzania prawid-
fowego procesowania oraz potranslacyjnej glikozylacji biatek kodowanych przez
obce gatunkowo geny. W wykorzystaniu zwierzat transgenicznych jako zywych bio-
reaktoréw nie mniej istotne od wydajnosci produkcji, jest aby produkowane aktyw-
ne biatko nie miato negatywnego wpltywu na zdrowie zwierzecia, jakkolwiek nie
przeprowadziliSmy badan histologicznych, wykluczajacych nieprawidtowosci w funk-
cjonowaniu nerki czy innych narzadéw, wszystkie myszy majace transgen hTHP/h
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a]-AT prawidtowo sie rozwijaty i rozmnazaty. Myszy w warunkach fizjologicznych
majq biatko w moczu (rzedu mg/ml) ze wzgledu na obecno$¢ MUPs. Trudno jednak
przewidzie¢ jak znosityby obecno$¢ obcego biatka zwierzeta hodowlane, u ktérych
biatko w moczu jest objawem patologicznym.

Chociaz mata liczba danych nie pozwala na formutowanie ostatecznych wnio-
skow, w uktadzie modelowym (transgeniczne myszy), ekspresja obcych gatunkowo
biatek w moczu pod wieloma wzgledami, jak sie wydaje, jest poréwnywalna z pro-
dukcja w mleku. Dotyczy to zr6znicowania w stezeniu wydzielanych biatek pomie-
dzy poszczeg6lnymi liniami transgenicznych myszy, co jest zrozumiate ze wzgledu
na przypadkowo$¢ miejsca integracji jak i ilosci zintegrowanych kopii obcego genu
z genomem gospodarza. Wydajno$¢ ekspresji rzedu pg/ml, to Sredni wynik uzyski-
wany dla biatek produkowanych w mleku transgenicznych zwierzat. Wyzszag wydaj-
no$¢ transgenezy mozna osiggnaC przez zastosowanie ,,optymalnego” konstruktu,
zawierajgcego wszystkie niezbedne elementy regulatorowe cis. Poznanie takich ele-
mentéw gendw specyficznych biatek moczu, teoretycznie pozwoli na konstruowa-
nie coraz lepszych pod tym wzgledem transgenéw. Znacznym ograniczeniem w uzy-
skaniu wiekszej wydajnosci produkcji biatek w moczu moga okaza¢ sie stabsze,
w poréwnaniu z gruczotem mlecznym, mozliwosci wydzielnicze komorek uktadu
wydalniczego. Problem ten dotyczy w szczegdlnosci komérek urotelium, ktore
w zasadzie nie sg przystosowane do funkcji sekrecyjnej. Na przykfad w urotelium
transgenicznych myszy stwierdzono stosunkowo wysoki poziom ekspresji mRNA
dla hGH produkowanego pod kontrolg promotora uroplakiny Il, w poréwnaniu do
ilodci GH wydzielanego do moczu (13). W obrazie immunohistologicznym komérek
urotelium obserwowano réwniez liczne agregaty GH. W niedawnym doniesieniu wy-
kazano, co prawda, ze komorki bydlecego urotelium syntetyzujg i wydzielajg tPA,
UPA oraz serynowy inhibitor proteaz, PP5 (54), jednak nie potwierdzono doswiad-
czalnie w jaki sposob biatka te sa wydzielane przez pokryta blaszka AUM po-
wierzchnie urotelium. Przypuszcza sie, ze sekrecja ogranicza sie do fragmentow
taczacych {hinge area) pomiedzy segmentami AUM.

Nalezy zaznaczyé, ze obserwowane w badaniach nad ekspresjg biatek w moczu
zjawiska niepozadane, jak ektopowa ekspresja obcych gendw, ,,przeciek” biatek do
krwiobiegu, czy niekorzystny wptyw ekspresji aktywnego biatka na funkcjonowanie
organizmu myszy, dotyczg w takim samym stopniu réwniez transgenezy gruczotu
mlecznego (6,7).

4. Podsumowanie

Postep w badaniu transgenezy nerki i pecherza moczowego ma duze znaczenie
poznawcze. Konsekwentne uzupetnianie tej wiedzy oraz zrozumienie mechanizmu
regulacji transkrypcji genéw biatek moczu bedzie miato istotne znaczenie w pozna-
niu patofizjologii uktadu moczowego. Dotyczy to gtéwnie poszukiwania markeréw
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nowotwordw oraz mozliwosci zastosowania terapii genowej w ich leczeniu. Czy
transgeneza uktadu moczowego ma szanse na praktyczne zastosowanie do produk-
cji farmaceutykdéw? Odpowiedzi na to pytanie mozna bedzie udzieli¢ dopiero po
uzyskaniu zwierzat hodowlanych, wyposazonych w sprawdzone juz na myszach
konstrukcje genowe. Gdyby udato sie osiggna¢ wydajno$¢ produkcji biatka rzedu
przynajmniej kilkudziesieciu pg/ml w zwierzetach gospodarskich, taka ilos¢ bytaby
juz wystarczajaca aby zapewnié ich farmaceutyczne zastosowanie. Nizszy w poréw-
naniu z gruczotem mlecznym poziom ekspresji bytby bowiem zrekompensowany
mozliwoscig pozyskiwania surowego produktu od obu pici i w ciggu catego zycia
zwierzecia oraz potencjalnie prostszymi metodami oczyszczania gotowego produk-
tu. jest jeszcze jeden aspekt przemawiajacy za rozwojem badan nad tym nowym
bioreaktorem. jednym z mankamentéw ekspresji biatek w gruczole mlecznym sg
dos$¢ czesto spotykane niepetne lub niewtasciwe modyfikacje potranslacyjne niekto-
rych biatek. Moztiwosci komdrek gruczotu mlecznego i nerki do przeprowadzania
takich modyfikacji moga znacznie sie rézni¢. Stwierdzono na przyktad, ze znaczna
cze$¢ ludzkiego biatka C, produkowanego w mleku $win transgenicznych, byfa nie-
aktywna (55). Przyczyng tego, prawdopodobnie byt brak w gruczole mlecznym enzy-
mow proteolitycznych (typu furyny), aktywujacych prekursor biatka C. Enzymy takie
sg obecne w petli Henlego nefronu i biorg udziat w procesowaniu prekursora epi-
dermalnego czynnika wzrostu (EGF) (56). Nowy system ekspresyjny dawatby wiek-
sze mozhtiwosci ekspresji biatek, ktore trudno przeprowadza sie w gruczole mlecz-
nym.
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