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Summary

Biotechnology products and its application raise many controversies. Dis-
cussions are carried out where the supporters of GMO are underlining the quali-
ties of genetically modified organisms, and sceptics are pointing the dangers
that, in their perspective, are exceeding the benefits, in this article, we intend
to show the qualities resulting from the use of transgenic animals to produce
cheaper drugs, as biotechnology and genetic engineering methods gave the
possibility to use animals as bioreactors.
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1. Zwierzeta jako bioreaktory

Produkcja lekéw wymaga znacznych naktadéw finansowych
i czasowych. Od dawna w leczeniu wielu choréb jako terapeuty-
ki stosuje sie biatka pochodzace od cztowieka (np. z krwi), jed-
nak ich ilo$¢ (a zatem roéwniez i cena) jest limitowana dostepno-
$cig ludzkich tkanek. Dlatego tez powstata idea, aby wytwarzaé
je w zywych organizmach, poczgtkowo w drozdzach czy bakte-
riach, jednak w przypadku wielu biatek pomyst ten sie nie spraw-
dzit, poniewaz w mikroorganizmach nie wystepuje zjawisko mo-
dyfikacji potranstacyjnej biatek, niezbednej dla ich aktywnosci
i stabilnosci w wyzszych organizmach (1). Problem ten moze zo-
sta¢ ominiety przy produkcji biatek w kulturach komorek ssaczych.
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jednak w skali komercyjnej system ten jest niezwykle kosztowny i technicznie wyma-
gajacy. Biotechnologia i inzynieria genetyczna wyksztatcity zatem mozliwos¢ wyko-
rzystywania zwierzat jako ,,bioreaktoréow”. Zmodyfikowane zwierzeta, z wprowa-
dzonym obcym genem, mogg produkowaé cenne farmakologicznie preparaty, ktére
dzisiaj pozyskiwane sg na przyktad z ludzkiej krwi. Istnieje jednak kwestia tatwego
i taniego odzyskania znacznych ilosci wytworzonego przez zwierzecy bioreaktor te-
rapeutyku, bez koniecznos$ci zabijania zwierzecia. Dlatego produkcji poddawane sg
biatka wydzielane wraz z mlekiem lub moczem. Zaletg mleka jest fakt, ze obecnos$¢
duzych ilosci obcych biatek nie wptywa niekorzystnie na zdrowie zwierzecia pod-
czas laktacji. W niektérych przypadkach zaobserwowano wrecz odwrotne efekty,
dla przyktadu w transgenicznych krélikach produkujacych erytropoetyne (2), czy
w myszach produkujgcych ludzki hormon wzrostu (3). Zaletg produkcji terapeutycz-
nych biatek w mleku zwierzat transgenicznych jest rowniez fatwos¢ oczyszczania
produktu (4). Mleko zawiera kilka gtéwnych sktadnikow biatkowych (np. kazeiny),
ktére mogg by¢ usuniete przy uzyciu nieskomplikowanych technik, jesli jednak re-
kombinowane biatko wykazuje znaczne podobieristwo do prawidtowego biatka mle-
ka, wlwczas kwestia jego odzyskania moze okazac sie ktopotliwa. Ponadto, dla uzy-
skania produktu komercyjnego, ktéry ma by¢ aplikowany ludziom, niezbedna jest
wysoka czysto$¢, w tym brak zanieczyszczeh wirusowych czy prionowych. Procedu-
ry takiego oczyszczania zwykle obejmujg kombinacje kilku etapéw i metod, takich
jak filtracje, precypitacje, inaktywacje wirusow czy chromatografie.

Do produkcji cennych biatek wydzielanych wraz z mlekiem wykorzystywane sg
przede wszystkim kroliki, owce, krowy oraz kozy, ze wzgledu na duzg ilo$¢ produ-
kowanych biatek, dtugi okres produkcji oraz niskie koszty utrzymania (4). Najmniej-
sze, a zarazem najtatwiejsze w hodowli (tylko 6 miesiecy aby uzyska¢ laktujace
zwierze) sg kroliki, dajace okoto 1 litra mleka w ciaggu jednej laktacji, przy czym lak-
tacja wystepuje u nich 8-10 razy w roku. Kroéliki sga idealnym modelem laboratoryj-
nym, ale mogga by¢ réwniez z powodzeniem stosowane jako bioreaktory (5), jesli
ilos¢ poddawanego ekspresji biatka nie musi by¢ wyzsza niz kilka kilogramow (tak
jest w przypadku czynnikow krzepliwos$ci krwi).

Krowy wymagaja najdtuzszego czasu hodowli (minimum 2,5 roku) i najwiekszych
naktadéw finansowych, jednak mozna z nich uzyska¢ nawet 10 000 | mleka w ciggu
zycia. Sg zatem najbardziej ekonomicznym rozwigzaniem, jesli celem jest produkcja
bardzo duzych ilosci rekombinowanego biatka. W 2006 r. naukowcy sklonowali kro-
we produkujaca mleko zawierajace ludzki hormon wzrostu (hGH, ang. human growth
hormone) (6). Do tej pory hGH wytwarzany byt bardzo powoli na bazie skomplikowa-
nych hodowli bakterii, podczas gdy transgeniczna krowa dostarcza 5 g hormonu na
1 litr mleka. W ciggu roku stanowi to czterokrotnie wiecej niz osigga sie dotychczas
z hodowli bakterii. Oszacowano, ze 15 takich zwierzat bytoby w stanie pokry¢ obec-
ne $wiatowe zapotrzebowanie na ten hormon.

Z owiec i koz z kazdej laktacji mozna uzyskac kilkaset litrow mleka, a czas hodowli
od narodzin do pierwszej laktacji wynosi okoto 1,5 roku. W przypadku owiec, istnieje
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wysokie ryzyko zachorowania na chorobe zwang trzesawka lub kotowacizng (ang. scra-
pie) wywotang przez priony. Dlatego tez wybiera sie zwierzeta z krajow, w ktorych ry-
zyko wystgpienia tej choroby jest znikome, np. Nowa Zelandia. W 2006 r. Europejska
Agencja ds. Lekdw jako pierwsza na $wiecie zezwolita na stosowanie $rodka otrzymy-
wanego z mleka genetycznie zmodyfikowanych kéz. Preparat ATryn jest przeznaczony
dla pacjentéw z wrodzonym niedoborem antytrombiny (naturalnego antykoagulanta
hamujacego wraz z heparyng proces krzepniecia krwi), poddawanych zabiegom chi-
rurgicznym. Jedna koza moze zastapi¢ 90 000 ludzkich dawcéw krwi.

Nowe cechy uzyskane na drodze transgenezy moga by¢ dziedziczone. W roku
2008 opisano badania, w ktérych modyfikacjom genetycznym poddano ssacze sam-
cze komorki zarodkowe. Wykorzystano w tym celu wektory adenowirusowe (ang.
Adeno-associated virus) i wykazano, ze dochodzi do wydajnej transdukcji i przekazy-
wania nowych cech na drodze dziedziczenia. Na skutek krzyzowania komorek roz-
rodczych pochodzacych od transgenicznych samcow z dzikim typem samic powsta-
je tylko okoto 10% transgenicznego potomstwa (FI). Krzyzowanie transgenicznych
heterozygot pokolenia FI prowadzi do uzyskania 33% transgenicznego potomstwa
(7). jest to pierwsze doniesienie dotyczace dziedziczenia nowych transgenicznych
cech u ssakow wyzszych. Istnieje zatem realna szansa na skrécenie czasu powstawa-
nia zwierzat trangenicznych. Ponadto wprowadzanie modyfikacji genetycznych
przed mejozg powoduje, ze moze dochodzi¢ do rekombinacji, co pozwala na prze-
siewanie i uzyskiwanie potomstwa o najbardziej pozagdanym genotypie.

2. Przykiady biatek produkowanych przez zwierzeta transgeniczne

2.1. Hormon wzrostu

jest to bardzo cenny terapeutyk stosowany w leczeniu choréb zwigzanych z jego
niedoborem. Od pietnastu lat prébuje sie wykorzysta¢ transgeniczne zwierzeta ho-
dowlane do produkcji hormonu wzrostu jako alternatywe do uzyskiwanego do tej
pory w komorkach E. coli. jedna z pierwszych metod transdukcji zastosowang do
produkcji duzych ilosci transgenicznego hormonu wzrostu byto wprowadzanie ge-
nu tego biatka w wektorach retrowirusowych do gruczotéw sutkowych kéz (8). Ko-
lejno otrzymywano transgeniczne kréliki i krowy (6,9,10), w mleku tych ostatnich
produkowane jest 5 g hormonu wzrostu w litrze mleka.

2.2. Laktoferryna

Biatko to pomaga zapobiegac i zwalcza¢ infekcje i stany zapalne, a takze wzmac-
nia¢ system odpornosciowy. Laktoferryna jest obecna w duzych ilosciach w ptynach
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ustrojowych i wydzielinach takich jak {zy. Wykazano, ze zwalcza bakterie wywo-
tujgce stany zapalne oczu i ptuc (4). Firma Pharming jest producentem faktoferryny
jako leku i suplementu diety. Cykl produkcyjny obejmuje hodowle transgenicznych
krow, pozyskiwanie biatka z mleka i jego oczyszczanie. W poréwnaniu z biatkiem
natywnym jego rekombinowany odpowiednik ma nieznacznie zmieniong mase spo-
wodowang roznicami w procesie potranslacyjnej modyfikacji - N-glikozylacji (11).
Nie wpltywajg one jednak na dwie najistotniejsze funkcje tego biatka - wigzanie
zelaza i aktywno$é przeciwbakteryjna. Ludzka laktorferryna jest tez wytwarzana
przez transgeniczne kozy, ilo$¢ biatka w litrze mleka to 2,6 mg/ml (12).

2.3. Erytropoetyna (hEPO)

jest to hormon regulujacy produkcje czerwonych krwinek. Wytwarzany jest gtow-
nie przez nerki, prawdopodobnie takze przez makrofagi w szpiku kostnym. Obec-
nie do celéw farmaceutycznych (leczenie anemii spowodowanej chronicznag niewy-
dolnoscig nerek czy chemioterapia) erytropoetyne uzyskuje sie z ssaczych kultur ko-
mdrkowych. W celu uzyskania duzych ilosci tego biatka wytworzono transgeniczne
kréliki (13), Swinie (14), a takze wykorzystano nietransgeniczne kozy (15). W przy-
padku transgenicznych $wifh poziom ekspresji erytropoetyny wynosit 900 [U/ml
(u ludzi waha sie miedzy 10 a 30 IU/ml). Wysoki poziom (2 mg/ml) hEPO uzyskuje sie
z mleka nietransgenicznych koz.

2.4. Insulinopodobny czynnik wzrostu (hIGH-1)

Insulinopodobne czynniki wzrostu sg czescig ztozonego systemu wykorzysty-
wanego przez komérki do komunikacji ze Srodowiskiem fizjologicznym. Skiada
sie on z dwdch receptoréw powierzchniowych (IGF-IR, IGF-2R), dwdch ligandow
(IGF-1 lub somatomedyny C, IGF-2 lub somatomedyny A), rodziny szesciu biatek
wigzacych IGF (IGFBP 1-6) i enzymow degradujgcych zwigzanych z IGFBP. hIGH-1
jest wydzielane przez watrobe na skutek stymulacji przez hGH, uczestniczy w re-
gulacji normalnych stanéw fizjologicznych, jak i wielu stanéw patologicznych or-
ganizmu, np. nowotworowych. Terapeutyczne proby wykorzystania hIGH-1 obej-
mujg zaburzenia wzrostu, cukrzyce typu ! i 2, chorobe Lou Gheriga, powazne opa-
rzenia i dystrofie miotoniczng. Komercyjnie dostepny hiIGH-1 produkowany jest
w komérkach E. coli. W roku 1994 opublikowano udang prébe wykorzystania
transgenicznych krolikow do produkcji hIGH-1 w ilosci | mg/mL mleka (16). W ro-
ku 2005 FDA zaaprobowata lek o nazwie Increlex (firmy Tercica, www.tercica.com)
stosowany w terapiach zastepczych chordb spowodowanych niedoborem IGF-1,
Podobnie 1PLEX (kompleks IGF-I/IGFBP-3) wyprodukowany przez firme Insmed
(www.insmed.com) zaaprobowano w 2005 r. Dostarczanie tego leku w kompleksie
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Z biatkiem IGFBP-3 zapewnia jego wysoka skutecznos¢ przy zmniejszonej ilosci
efektow ubocznych.

2.5. Antytrombina Il (HAT-111)

jest to biatko surowicy o wiasciwosciach antykoagulacyjnych i przeciwzapal-
nych. Petni role regulatora trombiny, biatka krwi uczestniczagcego w tworzeniu
skrzepéw. U 0s6b z chorobg HAD (ang. Hereditary Antithrombin Deficiency) moga wy-
stepowac skrzepy, dochodzi¢ do uszkodzenia organéw, a nawet $mierci. Firma GTC
Biotherapeutic produkuje lek na HAD o nazwie ATryn®, uzyskiwany z mleka trans-
genicznych koz (20 mg/mL) (17). Wiasciwosci transgenicznej formy tego biatka sg
bardzo zblizone do natywnej antytrombiny, transgeniczna wykazuje jedynie cztero-
krotnie wieksze powinowactwo do heparyny. W roku 2006 ATryn® zostat zaaprobo-
wany jako lek w Unii Europejskiej.

2.6. Cl Inhibitor (hCIINH)

Jest to inhibitor proteazy serynowej i wystepuje we krwi. jest wykorzystywany
do leczenia w chorobie zwanej HAE, dziedzicznym obrzekiem naczynioruchowym
(ang. Hereditary Angioedema) wystepujacej z czestoscig | na 30 000 urodzen. Choro-
ba ta powaznie wplywa na obnizenie jakosci zycia pacjentow, a w kofcowych przy-
padkach moze nawet prowadzi¢ do $mierci. Rekombinowana wersja hCIINH uzyski-
wana jest z mleka transgenicznych krolikéw w iloSci 12 mg/mL (18,19). hCIINH jest
obecnie w trzeciej fazie testow klinicznych.

2.7. Lizozym

jest to biatko znajdujace sie we tzach, slinie i mleku wszystkich ssakow, jest
czynnikiem antybakteryjnym niszczacym Sciany komorkowe bakterii. Lizozym jest
uwazany za jeden z gtéwnych czynnikdédw ograniczajacych wzrost bakterii jelito-
wych u dzieci karmionych piersig. W badaniach przeprowadzonych na prosietach
karmionych mlekiem wzbogaconym w lizozym, kt6ry jest produkowany przez
transgeniczne kozy, wykazano skuteczne obnizenie poziomu bakterii jelitowych
(pateczkowych) w jelicie cienkim w poréwnaniu z grupa kontrolng (20). Wysoki
poziom rekombinowanego lizozymu uzyskano réwniez z mleka transgenicznych
myszy (21).
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2.8. Czynnik wzrostu nerwu P (hNGF-p)

Jest to biatko z rodziny neurotrofin, bedace czynnikiem krytycznym dla funkcjono-
wania pierwszorzedowych neurondw czuciowych, neuronéw wspdtczulnych, choliner-
gicznych i podstawy przodomdzgowia. Na podstawie wynikéw badan po$miertnych
mdbzgoéw zaproponowano, ze wydzielanie pro-hNGF-P w stanach patologicznych moze
prowadzi¢ do $mierci neuronéw (np. w chorobie Alzheimera). Rekombinowany hNGF-p
moze by¢ wykorzystywany do leczenia zaburzen centralnego i obwodowego uktadu
nerwowego, a takze w neuropath zwigzanej z infekcjg wirusem H1V-1. W ostatnich
pietnastu latach w duzej skali hNGF-p produkowano w ssaczych kulturach komorko-
wych. Obecne technologie transgeniczne umozliwiajg produkcje 250 pg/mL tego biat-
ka w mleku krolikdw, ponadto taka transgeniczna wersja biatka jest w petni aktywna (22).

2.9. Kolagen (hCOL)

jest to podstawowe biatko tkanki tgcznej u zwierzat, wystepuje m.in. w $cieg-
nach, skdrze, rogébwce oka, kosciach (stanowi 25% catkowitej zawartosci biatka). Po-
siada bardzo wysoka odpornos$¢ na rozcigganie. Kolagen jest czeSciowo odpowie-
dzialny za elastyczno$¢ skory, wzmacnia naczynia krwionosne. Ubytek kolagenu ze
skory powoduje powstawanie zmarszczek, w trakcie jej starzenia. Kolagen stosuje
sie do pokrywania implantéw (ortopedycznych i naczyniowych, zebowych), do two-
rzenia sztucznej skory, opatrunkéw, a takze jako wypetniacz w chirurgii kosmetycz-
nej, np. do wypetniania ust. Prowadzone obecnie badania zmierzajg do poszerzenia
mozliwych zastosowan kolagenu (inzynierowanie chrzastek, tworzenie sztucznych
$ciegien, naczyn krwionosnych, dostarczanie lekéw). Kolagen jest takze powszech-
nie stosowany w kosmetykach, zwiaszcza w kremach i masciach przeciwzmarszcz-
kowych. Firmy Pharming i Cohesion Technologies (http://www.cohesiontech.com)
wykorzystujg transgeniczne kozy do produkcji duzych ilosci kolagenu typu 1L
Oczyszczone biatko jest obecnie przedmiotem testéw w fazie przedklinicznej.

3. Podsumowanie

Do tej pory w leczeniu wielu choréb jako terapeutyki stosuje sie biatka pocho-
dzace od cztowieka lub wytwarzane sg w drozdzach czy bakteriach, jednakze na dro-
dze transgenezy mozna zmienia¢ nie tylko tempo wzrostu, jako$¢ mleka i miesa, ale
takze wykorzystywaé zwierzeta hodowlane jako ,,zywe bioreaktory” do produkcji bio-
farmaceutykdw. Bioragc pod uwage koszty oraz czas niezbedny do uzyskania lekéw
metodami ,tradycyjnymi”, wydaje sie, ze uzyskiwane zwierzeta zmodyfikowane gene-
tycznie pozwalaja, mimo wysokich kosztéw poczatkowych, na catosciowe zmniejsze-
nie naktadéw finansowych niezbednych do wytworzenia nowych, cennych lekéw.
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Zwierze wykorzystywane jako bioreaktor wytwarza produkt, ktory wystepuje natural-
nie w przyrodzie, nie powinien by¢ on zatem niebezpieczny dla konsumenta. Podob-
nie, prawdopodobienstwo rozpowszechnienia sie transgenicznych genéw w srodowi-
sku naturalnym jest niskie, gtéwnie z powodu hodowlanego ograniczenia przestrzen-
nego, dlatego tez zwierzeta takie s w zasadzie bezpieczne dla otoczenia.
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