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Expressive gene structures of proper and modified genes

Summary

The genetic construct WAP6xHisHGH containing the gene encoding human
growth hormone (hGH) and WAP promoter expressed in mammary gland of ani-
mals was prepared. The 5" end of the gene was modified by the addition of se-
quence encoding six histidine residues and the sequence recognized by
thrombin. In this way, the growth hormone can be easily purified by affinity
chromatography and cleaved with thrombin to an active form. In the next step,
the genetic construct was introduced by microinjection into male pronuclei of
fertilized oocytes. Transgene was detected in male rabbit of FO generation
(number 61). Twelve offspring of founder rabbit of generation FI indicated
transgene sequences. The presence of growth hormone was revealed in the
samples of milk accumulated during the lactation of females of FI generation.
The genetic constructs containing chain | and chain 2 of Feld I, and the major
allergen produced by cat (Fedlis domesticus) were prepared. Both genes were in-
activated by introduction into the sequences a positive selectable marker
aminoglycoside phosphotransferase (resistant to neomycin). Outside the region
of homology to Feldl chain | and chain 2 genes, the negative selectable marker
- thymidine kinase gene was introduced. The genetic constructs pNTKFdl and
pNTKFd2 can be used in further experiments involving the inactivation of Feldl
genes in cat cells. Both genes were modified by site-directed mutagenesis using
megastarter with Stop codon for premature termination of translation. The
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presence of mutation was confirmed by sequencing. The genetic constructs with human hGH gene and
cat Feldl gene were introduced into the bovine and cat fetal fibroblasts respectively in co-transfection
with plasmid pGT-N29 containing positive selectable marker by lipofection, precipitation and electroin-
jection methods. After the selection, surviving cells were subjected to further molecular analysis. The
stabile incorporation of the genetic constructs WAPbxHisHGH and WAPHGH into the genome were ob-
served.

Key words:
gene structure, gene function, gene maodification, human growth factor.

1. Wstep

Wspoiczesna biotechnologia opiera sie na rekombinacji DNA in vitro - klonowa-
niu i ekspresji genéw kodujgcych okreslone biatka, optymalizacji poziomu ekspresji
okreslonego genu, inzynierii biatek, wprowadzaniu celowych zmian w sekwencji nu-
kleotydéw powodujgcych zmiany aminokwasow w biatku, a co za tym idzie modyfi-
kacji wkasciwosci biatka, ulepszaniu funkcji biatek, transgenezie roslin i zwierzat
oraz diagnostyce i terapii genowej. Inzynieria genetyczna powoli i systematycznie
wkracza w coraz to nowe dziedziny zycia cztowieka. Przemyst farmaceutyczny wy-
korzystuje techniki rekombinacji DNA do tworzenia szeregu tekdéw. Perspektywy za-
stosowan sg niezmiernie szerokie.

2. Wprowadzanie gendéw przez rekombinacje homologiczng

Wyjasnianie funkcji specyficznych biatek opiera sie na analizie zmutowanych or-
ganizmow i linii komorkowych. Poczatkowo uzyskiwanie mutantéw odbywalo sie
poprzez selekcje zmian fenotypowych. Rozwoj technologiczny doprowadzit do opra-
cowania metody wprowadzania gendéw poprzez rekombinacje homologiczng w ko-
morkach ssakéw, umozliwiajgca uzyskiwanie mutantdw dowolnego genu (1). Ponie-
waz wiekszos¢ komorek ssakow jest diploidalna, zawiera dwa allele kazdego genu
znajdujacego sie na chromosomie autosomalnym, w wiekszosci przypadkéw, aby
uzyskac dostrzegalng zmiane fenotypu, obydwa allele musza zosta¢ inaktywowane.

Pierwszym etapem rekombinacji homologicznej jest przygotowanie konstrukcji
genowej, ktora najczesciej wprowadza sie do macierzystych komérek embrional-
nych (ES - embryonic Stern cells), uzyskiwanych z komérek wczesnego okresu zarod-
kowego (1). Komorki macierzyste mozna modyfikowaé genetycznie, np. wszcze-
piajac im obcy gen lub wprowadzajgc zmutowany gen w miejsce prawidtowego. Po
selekcji, rekombinowane komorki ES wprowadza sie do blastocysty, z ktorej rozwi-
ja sie chimera. Jezeli wprowadzona modyfikacja genetyczna obejmuje linie komorek
ptciowych, chimery moga da¢ poczatek linii transgenicznych zwierzat. Obecnie po-
za komorkami ES zastosowanie majg rowniez komaérki EG {embryonic germ cells) wy-
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odrebniane z komorek linii ptciowej oraz komérki EC (embryonic carcinoma cells) uzy-
skiwane z niezréznicowanych komorek linii nowotworowej.

Przez wiele lat zastosowanie rekombinacji homologicznej byto ograniczone do
myszy. W ciggu ostatnich kilku lat udato sie wyprowadzi¢ linie komérek ES i EG u o-
wiec, swin i bydfa (2). U swin i bydta po iniekcji zmodyfikowanych genetycznie ko-
morek macierzystych do blastocysty uzyskano organizmy chimeryczne (3,4). jednak-
ze, nie udalo sie dotychczas wprowadzi¢ ta metoda transgenu do komorek linii
pitciowej.

Rekombinacja homologiczna wystepuje z czestoscig 0,5-10%. Wydajnos¢ rekom-
binacji homologicznej mozna poprawi¢ zwigekszajac obszar homologii w konstrukcji
genowej (5). Zaleznos¢é miedzy wielkoscig obszaru homologii a wydajnoscia procesu
ma charakter wyktadniczy pomiedzy 2-10 tysiecy zasad. Zwiekszanie zakresu homo-
logii ponad 14 tysiecy zasad ma niewielki wplyw na wydajnos¢. Wydajnos¢ procesu
mozna réwniez poprawi¢ stosujgc w konstrukcji genowej genomowy DNA, izoge-
niczny w stosunku do komorek, ktére stosuje sie do transfekcji (6). Czestos¢ wys-
tgpienia rekombinacji homologicznej, jak sie wydaje, jest niezalezna od wielkosci
obszaru niehomologicznego, wprowadzanego w miejsce homologiczne, co najmniej
do dwunastu tysiecy nukleotydow (7).

3. Budowa konstrukcji genowych

Do rekombinacji homologicznej stosuje sie konstrukcje genowe wymienne (re-
placement) oraz rzadziej konstrukcje insercyjne (insertion) (rys. 1). Przy wykorzysta-
niu konstrukcji insercyjnych nie uzyskuje sie trwatego procesu rekombinacji (5).
W tego typu konstrukcjach sekwencja homologiczna do okreslonego genu jest hy-
drolizowana enzymem restrykcyjnym w regionie homologii. Podczas rekombinacji
homologicznej konstrukcja insercyjna zostaje wprowadzona w miejscu homologii
do genu, przerywajgc strukture tego genu poprzez dodanie sekwencji. Podwojenie
sekwencji homologicznej sprawia, ze nowo wprowadzona sekwencja genu oraz
marker selekcyjny mogg zosta¢ usuniete podczas etapdéw rekombinacji wewnatrz-
chromosomowe;.

Konstrukcje wymienne umozliwiajg inaktywacje specyficznych gendéw. Konstruk-
cja zawiera sekwencje genu, ktéry ma by¢ inaktywowany. W eksonie ! lub 2 wpro-
wadzana jest mutacja. Najczesciej jest to sekwencja genu kodujgcego marker selek-
cyjny. Stosuje sie rowniez konstrukcje z wprowadzonymi mutacjami punktowymi.
Podczas rekombinacji homologicznej nastepuje wymiana genu zmutowanego z pra-
widlowg sekwencjg genomowego DNA. Poniewaz nie wystepuje tutaj duplikacja se-
kwencji, gen prawidlowy nie moze zosta¢ odtworzony.

Prawie wszystkie konstrukcje genowe stosowane w rekombinacji homologicznej
podlegaja selekcji pozytywnej na obecnos$¢ genu warunkujgcego opornos¢ na anty-
biotyk (np. neomycyna). Ten sam gen stosuje sie jednoczesnie do inaktywacji bada-
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Rys. 1. Dwa typy konstrukcji wykorzystywanych do rekombinacji homologicznej. Konstrukcje inser-
cyjne dodaja swoje sekwencje (kolor zielony) do genu endogennego (kolor niebieski), powodujac po-
dwojenie i uszkodzenie normalnej struktury genu. Konstrukcje wymienne podstawiaja swoje sekwencje
w miejsce sekwencji genu endogennego.

nego genu. Selekcja komorek antybiotykiem G418 (pochodna neomycyny) eliminuje
zdecydowang wiekszos¢ komoérek, ktére nie majg konstrukcji stabilnie zintegrowa-
nej z genomem, jednakze w wiekszosci przypadkéw konstrukcja integruje z geno-
mem nie przez rekombinacje homologiczna, lecz poprzez przypadkowa integracje.
Najczesciej stosowana metoda eliminacji komérek z przypadkowo zintegrowang
konstrukcja znana jest jako selekcja pozytywno-negatywna. Strategia ta jest stoso-
wana tylko dla konstrukcji wymiennych (8). W tego typu konstrukcjach (rys. 2) poza
regionem homologii genu umieszcza sie negatywny marker selekcyjny, gen kinazy
tymidyny wirusa Herpes simplex. W obecnosci tego genu komorki sg wrazliwe na acy-
klovir i jego analogi (np. gancyklovir). Enzym kinaza tymidyny wprowadza gancy-
klovir do syntetyzowanego tancucha DNA, powodujac jego terminacje i $Smier¢ ko-
morki. Podczas rekombinacji homologicznej zostaja utracone sekwencje lezace

Rekombinacja homologiczna Przypadkowa integracja
tk tk

Rys. 2. Podczas rekombinacji homologicznej sekwencje konstrukcji lezace poza regionem homolo-
gii do genu endogennego zostajg usuniete. Podczas przypadkowej integracji wszystkie sekwencje kon-
strukcji zostajg zachowane. W obecnosci genu TK komorki sg wrazliwe na gancyklovir i jego analogi.
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Fragment 5' Kaseta Sekwencja kodujgca 6 reszt histydyny

Rys. 3. Inaktywujgca konstrukcja genowa Rys. 4. Ekspresyjna konstrukcja genowa
pNTKFd2 zawierajgca tancuch 2 genu kodujgcego pPWAPG6xFIlisTrFd2 zawierajgca tarncuch 2 genu ko-
gtébwny alergen kota - biatko Feldl. Gen Feldl dujacego gtéwny alergen kota - biatko Feldl. Gen

Jest poprzedzony genem kinazy tymidyny. Frag- Feldl znajduje sig pod promotorem kwasnego
ment 5' i fragment 3' genu Feldl rozdzielono ge- biatka serwatki WAP. W konstrukcje wprowadzo-
nem warunkujagcym oporno$¢ na neomycyne umo- no sekwencje kodujaca 6 reszt histydyny oraz se-
zliwiajaca wytgczenie genu. kwencje rozpoznawang przez trombine umozli-

wiajgce oczyszczenie rekombinowanego alergenu
poprzez zastosowanie chromatografii powino-
wactwa i trawienie trombinag.

poza regionem homologii do genu. W przeciwienstwie do tego, podczas przypad-
kowej integracji wszystkie sekwencje w konstrukcji zostajg zachowane. Rekombi-
nanty homologiczne sg oporne na G418 i oporne na gancyklovir, podczas gdy klony
z przypadkowo zintegrowang konstrukcjg sa oporne na G418, a wrazliwe na gancy-
klovir. Oprocz kinazy tymidyny i gancykloviru zastosowanie znalazty takze inne,
réowniez letalne dla komorek markery selekcyjne. Przyktady wlasnych ekspresyjnych
konstrukcji genowych zawierajacych gen kodujacy gtéwny alergen kota - biatko
Feldl przedstawiono na rysunkach 3 i 4, a na rysunku 5 przedstawiono analize elek-
troforetyczng klonu pNTKFdl zawierajgcego tancuch | genu Feldl inaktywowany
genem fosfotransferazy aminoglikozydowe;.

W celu eliminacji komérek z przypadkowo zintegrowanym genem stosuje sie
réwniez konstrukcje, w ktérych umieszcza sie region kodujacy marker selekcyjny
pozbawiony promotora. Sekwencja kodujgca marker przerywa ekson badanego
genu i Jest zgodna z ramkag odczytu. W ten sposéb ekspresja markera selekcyjnego
Jest uzalezniona od promotora endogennego i zachodzi tylko w przypadku rekom-
binacji homologicznej. W tym przypadku rekombinanty homologiczne sg oporne na
antybiotyk G418, a komoérki z przypadkowo zintegrowang konstrukcja wrazliwe na
ten antybiotyk. Strategia ma zastosowanie zaréwno do konstrukcji insercyjnych. Jak
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L >
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Rys. 5. Analiza elektroforetyczna klonu pNTKFdI zawierajagcego tancuch | genu Feldl inaktywowany
genem fosfotransferazy aminoglikozydowej. W celu inaktywacji genu kodujgcego tancuch t biatka Feldt
do wektora pNTK wprowadzono fragment obejmujacy region 5 genu o wielkosci 448 pz oraz region 3'
genu o wielkosci 1290 pz. Gen kinazy tymidyny zostat wprowadzony do sekwencji poza regionem ho-
mologii. Tor 1, hydroliza enzymami restrykcyjnymi EcoRI i Xhol potwierdza obecno$¢ regionu 5' taricu-
cha 1 genu Feldl o wielkosci 448 pz w odpowiedniej orientacji; tor 2, hydroliza enzymami restrykcyjny-
mi BamHI i Ciat potwierdza obecnos$¢ regionu 3' taricucha | genu Feldl o wielko$ci 1290 pz; tor 3, hy-
droliza enzymami restrykcyjnymi Xbal i Kpnl potwierdza obecnos$¢ genu kinazy tymidyny (2020 pz); tor
4, marker wielkosci X DNA HindHl/FcoRlI.

i konstrukcji wymiennych, ale tylko w przypadku linii komorkowych, w ktérych
wprowadzony gen ulega ekspresji (9).

Mozliwe jest rOowniez zastosowanie markera selekcyjnego pozbawionego sy-
gnatu poli(A), co czyni jego transkrypt bardzo nietrwaty. Konstrukcje genowag przy-
gotowuje sie w taki sposob, aby po integracji konstrukcji, w przypadku rekombina-
cji homologicznej pojawit sie sygnat poli(A). W ten sposéb transkrypt genu selekcyj-
nego staje sie bardziej trwaly, co umozliwia selekcje pozytywng (10).

4. Inaktywacja genoéw

Rekombinacje homologiczng najczesciej stosuje sie w celu catkowitej inaktywa-
cji genéw. Zwykle ekson kodujacy wazna domene biatka (tub koniec 5' tego regio-
nu) zostaje przerwany pozytywnym markerem selekcyjnym, co uniemozliwia po-
wstawanie prawidlowego mRNA. Gen moze zostac¢ inaktywowany rowniez poprzez
usuniecie fragmentu lub catego genu. W tym przypadku konstrukcja genowa musi
zawiera¢ sekwencje homotogiczne do genomowego DNA, lezace bezposrednio
z obu stron regionu, ktéry ma byé usuniety. W ten spos6b mozna usung¢ do pietna-
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Stu tysiecy par zasad i catkowicie wyeliminowac¢ wiele gendéw (11). Zastosowanie
systemu rekombinazy Cre-loxP umozliwia inaktywacje genu ograniczong prze-
strzennie, dla okreslonego typu komorek lub tkanek, jak i czasowo, poprzez kon-
trole aktywnos$ci lub ekspresji rekombinazy.

Czesto do konstrukcji wymiennych wprowadza sie zgodnie z ramkag odczytu na
koncu 5' genu docelowego, drugi marker selekcyjny, gen lacZ kodujgcy (3-galaktozy-
daze. Wprowadzenie sekwencji kodujgcej (3-galaktozydaze umozliwia nie tylko in-
aktywacje funkcji genu, ale réwniez ekspresje biatka fuzyjnego z aktywnoscig P-ga-
laktozydazy. W ten spos6b konstrukcja moze by¢ réwniez wykorzystana do monito-
rowania aktywnosci promotora endogennego genu w réoznych tkankach podczas
rozwoju (7).

Wprowadzenie do konstrukcji sekwenciji IRES (Internal Ribosomal Entry Site) umo-
zliwia ponowng inicjacje procesu translacji na utworzonym policistronowym mRNA.
Dzieki temu nie ma juz potrzeby umieszczania genéw selekcyjnych zgodnie z ramka
odczytu, co znacznie upraszcza budowe konstrukcji (12).

Inaktywacje genu mozna uzyska¢ wprowadzajac mutacje punktowa, ktéra pro-
wadzi do przedwczesnej terminacji translacji (mutacja typu STOP). Taka mutacje
mozna wprowadzac za pomocg techniki ukierunkowanej mutagenezy z zastosowa-
niem megastartera w reakcji PCR (rys. 6). Strategia wykorzystuje startery flankujace
o diametralnie réznej temperaturze wigzania (Tm). Krotki starter flankujgcy ma zwy-
kle 15-16 zasad i temperature wigzania 42-46°C. Dlugi starter flankujgcy ma 25-30
zasad | temperature wigzania pomiedzy 72 i 85°C. W pierwszej reakcji PCR uzyski-
wany jest megastarter przy udziale startera wprowadzajgcego mutacje i startera
flankujgcego o niskiej Tm, w warunkach niskiej temperatury wigzania. Druga reakcja
PCR moze zosta¢ wykonana w tej samej probowce, co pierwsza reakcja PCR,
w obecnosci startera flankujacego o wysokiej temperaturze wigzania i megastarte-
ra, w warunkach wysokiej temperatury wigzania, ktéra zapobiega wigzaniu startera
0 niskim Tm z pierwszej reakcji PCR (rys. 7).

Konstrukcje z tak zmienionym genem mozna wprowadzi¢ do komérek w ko-
transfekcji z wektorem zawierajgcym pozytywny marker selekcyjny (13). Teoretycz-
nie w przypadku rekombinacji homologicznej wektor zawierajgcy marker selekcyjny
powinien integrowac¢ w innym miejscu. Pozwala to wyeliminowaé marker selekcyjny
podczas hodowli zwierzat. Niestety obie konstrukcje czesto integruja w tym samym
miejscu, Co znacznie ogranicza zastosowanie tej metody.

Inna metoda eliminacji markera selekcyjnego wymaga podwodjnej rekombinacji
homologicznej (14). W pierwszym etapie konstrukcja insercyjna zawierajgca inakty-
wowany gen oraz pozytywny i negatywny marker selekcyjny integruje poprzez re-
kombinacje homologiczng z genomowym DNA. Duplikacja sekwencji moze by¢
przyczyna wystgpienia wewnatrzchromosomowej rekombinacji homologicznej, kto-
ra eliminuje albo nowo wprowadzong sekwencje albo sekwencje genu endogenne-
go wraz z markerami selekcyjnymi.
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Krotki starter
Dziki typ
Starter zdegenerowany

PCR 1
(temperatura wigzania 42-46°C)

2, Megastarter zawierajcy mutacje

Megastarter

Diugi starter
PCR 2
(temperatura wigzania 72-85°C)

% Zmutowany gen

Rys. 6. Schemat ukierunkowanej mutagenezy z zastosowaniem megastartera w reakcji PCR.

Rys. 7. Modyfikacja genéw kodujacych gtéwny alergen kota Feidl (fancuch ! i tancuch 2) poprzez
wprowadzenie kodonu Stop metoda ukierunkowanej mutagenezy z zastosowaniem megastartera w re-
akcji PCR. Tor 1, produkt DNA pierwszej reakcji PCR ukierunkowanej mutagenezy tarcucha ! genu Feidl
(378 pz); tory 2-4, produkty DNA drugiej reakcji PCR ukierunkowanej mutagenezy taricucha | genu Feidl
(1687 pz); tor M, standard wielkosci X DNA Hindlll/EcoRl; tor 5, produkt DNA pierwszej reakcji PCR ukie-
runkowanej mutagenezy tafcucha 2 genu Feidl (112 pz); tory 6-8, produkty DNA drugiej reakcji PCR
ukierunkowanej mutagenezy tancucha 2 genu Feidl (2141 pz). W eksonie 3 fancucha | zmieniono kodon
TGC (cysteina) na kodon TGA (Stop) w pozycji 424-426. W eksonie | taincucha 2 zmieniono kodon GGC
(glicyna) na kodon TGA (Stop) w pozycji 262-264.
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5. System Cre-loxP

System Cre-loxP pochodzi z bakteriofaga Pl. Rekombinaza Cre dziata na miejsca
loxP w DNA. Miejsce loxP sktada sie z dwoch palindromowych, trzynastunukleoty-
dowych sekwencji, rozdzielonych sekwencjg o$mionukleotydowa. jezeli dwa miej-
sca loxP o tej samej orientacji znajduja sie blisko siebie, rekombinaza moze utwo-
rzy¢ petle z sekwencji lezacej pomiedzy dwoma takimi miejscami i usungc jg pozo-
stawiajgc jedno miejsce loxP w genomowym DNA, a drugie na kolistym fragmencie
DNA zawierajgcym sekwencje wycietg, szybko ulegajgca degradaciji, jezeli miejsca
loxP znajduja sie w przeciwnej orientacji, rekombinaza Cre powoduje inwersje se-
kwenciji lezacej pomiedzy nimi. W obu przypadkach reakcja jest odwracalna. Wtasci-
wie zaprojektowana konstrukcja zawierajgca miejsca loxP moze zosta¢ zastosowana
do wprowadzania subtelnych mutacji lub do czasowo, albo przestrzennie kontrolo-
wanej inaktywacji (15). Poza rekombinazg Cre réwniez inne rekombinazy, takie jak
rekombinaza FLP rozpoznajaca na DNA miejsca FRT, moga zosta¢ w podobny spo-
s6b wykorzystane (16).

Obecnosé pozytywnego markera selekcyjnego w genomowym DNA moze powo-
dowac liczne nieoczekiwane skutki. Na przyktad, obecno$¢ genu neo, czesto z jego
wlasnym promotorem, moze zmienia¢ ekspresje sasiadujacych genéw (17). Rekom-
binaza Cre moze z powodzeniem zosta¢ zastosowana do usuwania markeréw selek-
cyjnych. Konstrukcja genowa musi zawiera¢ markery selekcyjne lezace pomiedzy
dwoma miejscami loxP, ktére majg te sama orientacje (18). Ekspresja rekombinazy
Cre moze nastapi¢ albo poprzez transfekcje do komérek wektora ekspresyjnego
produkujacego enzym Cre (19) albo przez lipofekcje enzymu do komorek (20). Po
wycieciu markera selekcyjnego w genomowym DNA pozostaje jedno miejsce loxP,
ale konstrukcja moze by¢ zaprojektowana w taki sposob, aby pozostawato w miej-
scu mniej istotnym, takim jak intron. Mimo ze nawet krétka sekwencja loxP moze
wptywac na ekspresje sasiadujgcych gendw, zmiany takie nie zostaly dotychczas za-
obserwowane. Aktywnos¢ rekombinazy Cre dziatajacej krotkotrwale, podana w lite-
raturze, rézni sie znacznie, od ok. 2-15% (21). Natomiast aktywnos¢ rekombinazy in
vivo zalezna jest od sekwencji zintegrowanych z genomem, a zatem jest duzo wyz-
sza ze wzgledu na dlugotrwaly charakter ekspresiji.

W przypadku genéw, ktore sa niezbedne dla rozwoju wczesna inaktywacja unie-
mozliwitaby uzyskanie osobnika dorostego. Opdéznienie ekspresiji biatka Cre do cza-
su, az zwierze stanie sie doroste umozliwitoby jego normalny rozwdj, a inaktywacja
genu mogtaby nastgpi¢ u dorostego osobnika (22). Takie opdznienie jest mozliwe
dzieki zastosowaniu promotoréw komérkowospecyficznych lub promotoréw indu-
kowanych.

Opébznienie ekspresji biatka Cre wymaga najpierw uzyskania dwoch linii zwie-
rzat transgenicznych. U pierwszej linii zwierzat ekspresja Cre jest indukowana lub
ograniczona do niektérych typéw komdrek. Druga linia zwierzat transgenicznych
jest tworzona poprzez rekombinacje homologiczna, w ktérej wykorzystuje sie kon-
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stPLikcje genowe zawierajgce poczatkowo trzy miejsca loxP, ograniczajgce fragment
genu, ktdry jest istotny dla funkcji genu oraz marker selekcyjny. Po weryfikacji pro-
cesu rekombinacji homologicznej, rekombinaza Cre ulega krétkotrwalej ekspresiji,
tworzac petle pomiedzy parami miejsc loxP i usuwajgc je. Kolonie sg nastepnie ana-
lizowane na wystgpienie okreslonego typu rekombinacji (utrata markera selekcyjne-
go a zachowanie wszystkich regionéw genu), jezeli czesto$¢ wystgpienia rekombi-
nacji homologicznej jest zbyt niska, korzystne moze byé¢ zastosowanie konstrukcji,
ktora zawiera negatywny marker selekcyjny pomiedzy miejscami loxP razem z mar-
kerem pozytywnym, co znacznie ulatwia selekcje komérek. W ten sposéb komorki
sg selekcjonowane na kazdym etapie.

Interesujgcy nas gen bedzie ulegat normalnej ekspresji, poniewaz jego jedyna
modyfikacjg jest obecno$¢ miejsc loxP w niekodujacych obszarach genu (np. intro-
nach). Krzyzowanie obu linii zwierzat transgenicznych doprowadzi do powstania li-
nii, u ktérych rekombinaza Cre bedzie wycina¢ DNA, inaktywujgc gen, tylko w ko-
morkach, w ktérych ulega ekspresji i w okreslonym stadium rozwojowym. W ten
sposob tkankowospecyficzna inaktywacja zostata przeprowadzona dla wielu genéw
(23).

Wykorzystujgc wektory wirusowe do ekspresji biatka Cre, mozliwe jest uzyska-
nie inaktywacji genu przestrzennie ograniczonej zasiegiem infekcji wirusowej. Stra-
tegia ta znalazta zastosowanie dfa licznych tkanek, takich jak moézg, watroba, okre-
Znica i serce (24-26).

6. Wprowadzanie konstrukcji genowych do komoérek

Szybki rozwdj technik inzynierii genetycznej w ostatnich latach umozliwia prak-
tycznie wszelkie manipulacje z materiatem genetycznym in vitro. Wiele zagadnien
jest zwigzanych z wydajnym i swoistym wprowadzaniem DNA do komorki. Wprowa-
dzany do komoérek DNA jest hydrofilowym, wielkoczgsteczkowym biopolimerem
o ujemnym tadunku, ktérego transport przez btone komérkowa jest utrudniony, po-
niewaz btona komodrkowa réwniez jest obdarzona tadunkiem. Inng powazng prze-
szkoda, jaka napotyka wprowadzanie DNA do komorek, jest liniowy rozmiar tych
makroczasteczek.

Trudnosci z wprowadzaniem DNA do komorek przyczynity sie do opracowania
wietu nowych technik transfekcji, z ktérych kilka znalazto szersze zastosowanie.
DNA mozna wprowadza¢ do komorki metodami fizykochemicznymi, do ktérych za-
licza sie elektroporacje, precypitacje, mikroiniekcje i biolistyke. Z metod biologicz-
nych powszechnie wykorzystuje sie wektory wirusowe i niewirusowe. Wektory wi-
rusowe oparte sg gtdwnie na rekombinowanych retrowirusach i adenowirusach.
Z wektoréw niewirusowych najczesciej stosuje sie liposomy.

istotg biotistyki jest optaszczenie czastek metatu ciezkiego (najczesciej ztota tub
wolframu) o rozmiarze okoto | pm czasteczkami DNA, ktére sg nastepnie przyspie-
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szane w polu elektrycznym o wysokim napieciu lub w aparacie ci$nieniowym
i wstrzeliwane do komoérek. Biolistyka jest dostatecznie uniwersalna i wydajna, aby
mogta by¢ z powodzeniem zastosowana dla wielu typow komorek i srodowisk ko-
morkowych, tkanek i organdw in vitro i in vivo (27). Metoda wymaga niewielkiej ilo-
éci DNA i w poréwnaniu z innymi technikami transfekcji matej liczby komoérek. Pra-
wie 100% kotransfekcja jest obserwowana, gdy czasteczke metalu optaszczy sie jed-
noczesnie dwiema lub wiekszg liczbg réznych czasteczek DNA. Stabilna transfekcja
wystepuje ze wzglednie wysokag czestoscig (okoto 1% czasowo transfekowanych ko-
morek), a integracji z genomem komorki gospodarza ulega zwykle powyzej 20 kopii
transgenu. Moze to prowadzi¢ do pomytek, gdy analizowane majg by¢ elementy re-
gulatorowe transgenu, ponadto moze to wywota¢ niestabilno$¢ genomu komorki.
Biolistyka znalazla zastosowanie szczegdlnie tam gdzie nie mogly by¢ zastosowane
inne techniki transfekcji. Najczestsze zastosowanie znalazta w inzynierii genetycz-
nej roslin.

Elektroporacja jest prosta, szybka i wydajna technikag transfekcji. Krotki impuls
elektryczny o wysokim napieciu, trwajacy nie dluzej niz kilka milisekund tworzy
w btonach komorkowych pory, przez ktére egzogenny DNA przechodzi do cytopla-
zmy i jadra komoérkowego (28). Wada metody jest ponad 50% $miertelno$¢ komo-
rek. Parametry, ktére majg wptyw zaréwno na wydajnosc¢ transfekcji, jak i na Smier-
telno$¢ komorek to parametry definiujgce dlugosé impulsu elektrycznego (pojem-
no$¢ kondensatora, napiecie, odlegtos¢ miedzy elektrodami, opornosc¢, temperatura
zawiesiny komérkowej), liczba czasteczek DNA i ogdélny stan fizjologiczny komorek.
Prawie kazdy typ komérek moze zostaé transfekowany poprzez elektroporacje, ale
ustalenie wtasciwych parametréw procesu moze okaza¢ sie bardzo trudne. Istniejg
jednak procedury, ktére majg szersze zastosowanie (29). Zaletg elektroporaciji jest
to, ze stabilna integracja transfekowanego DNA dotyczy czesto pojedynczej kopii.
Odmiang elektroporacji jest elektroiniekcja, w ktérej stosowane sg dwa impulsy
elektryczne - pierwszy do utworzenia porow w btonie komoérkowej i drugi do
wprowadzenia DNA.

Po raz pierwszy metoda precypitacji zostala zastosowana w 1973 r. do wprowa-
dzania DNA adenowirusa do komorek ssakow (30). Precypitat DNA-kation moze by¢
pobierany przez komdrke na drodze endocytozy. jest to metoda, ktérg z powodze-
niem mozna stosowa¢ do komoérek adherentnych in vitro, a jej najwiekszg zaletg jest
niski koszt. Skutecznos¢ metody zalezy przede wszystkim od pH pozywki i bufo-
réw, co ttumaczy niska wydajnos¢ procesu, gdy nie dos¢ precyzyjnie kontroluje sie
ten parametr. Stabilne rekombinanty, czesto zawierajgce wiele kopii transfekowa-
nego DNA wystepuja z czestoscig okoto 10" Zastosowanie specjalnych buforéw
utatwiajgcych formowanie sie komplekséw DNA-kation na komérkach, zwieksza
10-100-krotnie czestos¢ zajscia stabilnej transfekcji (rys. 8). Metody precypitacji nie
mozna zastosowac in vivo i w zawiesinach komaorkowych in vitro.
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Rys. 8. Analiza DNA komérek ptodowych fibroblastéw bydlecych na wystepowanie transgenu po
transfekcji komérek konstrukcja genowg WAP6xHiSHGH lub WAPHGH metoda precypitaciji. Stosujac PGR
amplifikowano fragment DNA o wielkoSci 518 pz obejmujacy fragment promotora WAP i fragment genu
hGH zawarty w konstrukcji genowej WAP6xHisHGH oraz fragment DNA o wielkosci 480 pz zawarty
w konstrukcji genowej WAPHGH. Do analizy zastosowano pare starterow WHGH2F i WHGH2R. Frakcjo-
nowanie fragmentéw DNA wykonano w 6% zelu poliakryloamidowym na zestawie ALFExpress. Strzatka
zaznaczono transgen wykryty w DNA komoérek fibroblastéw ptodowych. Wielko$¢ transgenu Jest
zgodna z wielko$cig sekwencji transgenu w kontroli pozytywnej (odpowiednio konstrukcja genowa
WAPG6xHisHGH i WAPHGH).

Mikroiniekcja konstrukcji DNA do przedjgadrzy zaptodnionych komorek jajowych
jest metodg wykorzystywang do uzyskiwania transgenicznych zwierzat domowych,
jednakze, charakteryzuje sie niskg wydajnoscig [\A% transgenicznego potomstwa),
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przypadkowsg integracja i zré6znicowanym poziomem ekspresji transgenu (31). Naj-
czesciej integracja poprzedzona jest taczeniem sie poszczeg6inych kopii transgenu
w wieksze tandemowo powtdrzone zespoly. Dopiero takie zespoly integrujg z ge-
nomowym DNA w pojedynczym miejscu. Uzyskiwanie transgenicznych zwierzgt na
drodze mikroiniekcji jest bardzo czasochtonne i kosztowne. Koszt uzyskania trans-
genicznej myszy to 120 USD, transgenicznej Swini 25 000 USD, transgenicznej owcy
50 000 USD, a w przypadku transgenicznego bydta przekracza 500 000 USD (32).
W konsekwenciji, zastosowanie mikroiniekcji zostatlo ograniczone do wytwarzania
rekombinowanych biatek w gruczotach mlekowych zwierzat transgenicznych i do
ksenotransplantacji. Obnizenie kosztow produkcji transgenicznego bydta o 50-60%
jest mozliwe poprzez selekcje embriondw in vitro na obecnos$¢ transgenu. Technolo-
gia mikroiniekcji zostata obszernie oméwiona w literaturze (31-33). Pomimo ograni-
czen mikroiniekcja zostata z powodzeniem wykorzystana do uzyskiwania zwierzat
transgenicznych w biomedycynie i rolnictwie (rys. 9).

Sposréd metod biologicznych nalezy wyrdzni¢ wprowadzanie konstrukcji geno-
wych z wykorzystaniem wektoréw retrowirusowych. Odwrotna transkryptaza wpro-
wadzana do komorki przez wirusa syntetyzuje dwuniciowg ni¢ DNA na matrycy ge-
nomowego RNA wirusa. DNA integruje z genomem gospodarza w spos6b przypad-
kowy. Warunkiem integracji DNA wirusa jest podziat komorki. Wyjatek stanowig
lentiwirusy integrujgce takze z genomem komadrek nie dzielgcych sie. Na obu kon-
cach retrowirusowego DNA znajdujg sie regiony LTR (long terminal repeats - dlugie
powtbrzenia koricowe) bogate w sygnaly odpowiedzialne za integracje i transkryp-
cje. Wigczanie retrowirusowego DNA do genomu gospodarza zachodzi przy udziate
biatka integracyjnego (IN), rOéwniez wprowadzanego do komorki przez wirusa.
W celach terapeutycznych regiony lezgce pomiedzy sekwencjami LTR, kodujgce
biatka rdzenia wirusa, odwrotng transkryptaze i integraze oraz glikoproteiny otocz-
ki mozna zastgpi¢ genem terapeutycznym. Tak zmodyfikowany wektor wirusowy
ulega integracji, ale nie jest zdolny do autoreplikaciji.

Do wprowadzania konstrukcji genowych stosuje sie réwniez wektory adenowi-
rusowe. Wirus nie integruje z genomem komorki gospodarza i nie wymaga do infek-
cji podziatdw komérkowych. Wirusowy DNA funkcjonuje w postaci nietrwatego epi-
somu, dlatego efekt dziatania wektora jest stosunkowo krétkotrwaty. Gtéwnym
ograniczeniem stosowania wektoréw adenowirusowych jest ich immunogennosé,
dlatego z genomu adenowirusa usuwa sie geny kodujgce najbardziej immunogenne
biatka. Aby zapobiec autoreplikacji usuwa sie region El (34). Wektory adenowiruso-
we zdolne sg pomiesci¢ geny o wielkosci 7,5 kpz. Podejmowane sg rowniez préoby
konstruowania adenowirusowych minichromosomow, w ktérych usuwa sie wszyst-
kie sekwencje kodujgce wirusa, co zmniejsza prawdopodobienstwo wystgpienia od-
powiedzi immunologicznej i znacznie zwieksza pojemnos¢ wektora.

Prostg i stosunkowo niedrogg metodg wprowadzania transgenu jest lipofekcja.
Transfer DNA do komoérki eukariotycznej jest ograniczony m.in. z powodu elektro-
statycznego odpychania wystepujgcego pomiedzy czasteczkg DNA i btong komor-
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Rys. 9. Analiza DNA krolikdw pokolenia FlI na wystepowanie transgenu. Badania przeprowadzono
na kroéliku 61 (FO) oraz jego potomstwie (FI). Krélika FO uzyskano w wyniku mikroiniekcji konstrukciji
genowej WAPG6xFlisFIGH do przedjadrza meskiego zygoty. Metoda PCR amplifikowano fragment DNA
o wielkosci 315 pz obejmujacy fragment promotora WAP i fragment genu hGFI zawarty w konstrukcji ge-
nowej WAPG6xFiisFIGFI. Do analizy zastosowano pare starteréw WFIGFIIF i WHGFIIR. Frakcjonowanie
fragmentéw DNA wykonano w 6% zelu poliakryloamidowym na zestawie ALFExpress. Strzatkami zazna-
czono transgen. Wielkos$¢ transgenu wykrytego u krélikéw pokolenia Fl jest identyczna z wielkoscig
transgenu wystepujacego u krélika pokolenia FO i zgodna z wielko$cig sekwencji transgenu w kontroli
pozytywnej (konstrukcja genowa WAPG6xFIliSFIGFI).
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kowa. Agregacja nosnikéw, bedacych mieszaning lipiddw obdarzonych tadunkiem
dodatnim i lipidow elektrostatycznie obojetnych, na DNA prowadzi do jego konden-
sacji i optaszczania (35). Powstajg dodatnio natadowane kompleksy bedace sferycz-
nymi, ciggtymi, dwuwarstwowymi, lipidowymi strukturami optaszczajgcymi skon-
densowany DNA. Takie kompleksy DNA-lipidy sg zdolne do wnikania do komérek na
drodze endocytozy.

Przylaczanie kompleksu do komaérek i jego pobieranie na drodze endocytozy za-
lezy od ilosci, rodzaju i rozmieszczenia dodatnich tadunkéw nosnika. Kazdy typ ko-
morek wymaga innego skfadu lipidowego nos$nika. Wydajnosé transferu DNA zalezy
réwniez od odpowiedniego stosunku ilosci DNA i lipidéw, ktéry obok sktadu che-
micznego nosnika decyduje o wielko$ci i tadunku catego kompleksu. Wielkos¢ kom-
plekséw ma wpltyw na wydajnos¢ ich pobierania na drodze endocytozy. Wydajnosé
jest odwrotnie proporcjonalna do wielkosci kompleksu. Poszczeg6lne typy komo-
rek moga roznic¢ sie zdolnoscig do pobierania komplekséw o réznej wielkosci, co
czesciowo ttumaczy rdéznice w wydajnosci transfekciji.

7. Zwierzeta transgeniczne

Technologia transgenezy znalazta szerokie zastosowanie w biomedycynie. Kilka
rekombinowanych biatek jest produkowanych na duzg skale w gruczotach mleko-
wych transgenicznych owiec oraz kdz i oczyszczone biatka mleka zostaty biologicz-
nie scharakteryzowane (36). Zastosowanie ,zywych bioreaktoréw” na szerszg skale
jest ograniczone z kilku powodéw. Poziomu ekspresji interesujgcych genéw po-
tagczonych z regionem regulatorowym genéw kodujacych biatka mleka nie mozna
przewidzie¢. Rekombinowane biatka wydzielane do mleka nie zawsze sg modyfiko-
wane we wtasciwy sposob. Istnieje niebezpieczenstwo, ze cziowiek wraz z biatkiem
ekstrahowanym z mleka moze by¢ narazony na kontakt z groznymi patogenami,
jednakze, kilka biatek cztowieka jak antytrombina 111, ai-antytrypsyna, tkankowy ak-
tywator plazminogenu, a-glukozydaza i laktoferyna przechodzi juz zaawansowane
testy kliniczne (36).

Inng obiecujgca dziedzing, w ktérej zwierzeta transgeniczne moga mie¢ ogrom-
ne zastosowanie jest ksenotransplantacja. Trwajg prace nad tworzeniem genetycz-
nie zmodyfikowanych narzadéw zwierzecych nadajacych sie na przeszczepy. Prze-
szczepiony narzad pochodzacy od $wini mégtby uratowac zycie tysigcom ludzi, kto-
rych ze wzgledu na brak dawcy nie mozna poddaé zabiegowi transplantacji serca,
nerki czy watroby, jednakze, taki narzad jest dla czlowieka przeszczepem wysoce
niezgodnym tkankowo, ktory prawie natychmiast zaczyna by¢ odrzucany w wyniku
nadostrej reakcji immunologicznej. U czlowieka wystepujg ksenoreaktywne prze-
ciwciata skierowane przeciwko antygenowi Gal Swini obecnemu na glikolipidach
i glikoproteinach. Przytgczanie reszty cukrowej a-1,3Gal (antygenu Gal) odbywa sie
przy udziale enzymu a-l ,3-galaktozylotransferazy. Zaréwno enzym jak i reszta cu-
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krowa nie wystepujg u czlowieka. Uwaza sie, ze przeszczep narzadu genetycznie
zmienionej Swini pozbawionej enzymu a-l,3-galaktozylotransferazy, a zatem po-
zbawionego antygenu Gal, bylby tolerowany przy jednoczesnym podawaniu tekow
dziatajacych na inne mniej nasilone reakcje immunologiczne. Drugim czynnikiem
decydujacym o szybkim odrzuceniu przeszczepu jest wigczenie u biorcy tzw. enzy-
matycznej kaskady dopetniacza. System dopetniacza powoduje lize komorek przez
tworzenie otwordw w ich btonie komoérkowej. W tej precyzyjnie regulowanej kaska-
dzie reakcji uczestniczy ponad 15 biatek. Powstanie kompleksu antygen-przeciw-
cialo powoduje aktywacje pierwszego skiladnika kaskady. Cigg reakcji prowadzi do
utworzenia kompleksu atakujgcego btone, ktéry wnika do wnetrza btony komaorko-
wej zawierajgcej antygen. Kompleks katalizuje wejscie do btony czgsteczek, ktore
tworzg w blonie duze pory. W rezultacie nastepuje liza i zniszczenie rozpoznanej
komorki. Mozliwe jest wprowadzenie do genomu swin genéw czlowieka regulu-
jacych kaskade enzymatyczng dopetniacza (37). Geny te wytwarzajg czynniki blo-
kujace aktywacje dopetniacza i zapobiegajace formowaniu sie kompleksu ataku-
jacego btone komorkowa.

Innym interesujgcym zastosowaniem jest mozliwos¢ wprowadzania odpornosci
na choroby (38). Obecne badania nad wprowadzaniem odpornosci na choroby po-
przez transfer genu ukierunkowane sg na trzy strategie: a) somatyczny transfer
genu (np. szczepionki DNA), b) inaktywacja genu w komérkach linii ptciowej, c) ad-
dytywny transfer genu do komoérek linii ptciowej. Strategie te majg na celu czasowg
lub trwatg ekspresje czynnikéw majgcych wptyw na niespecyficzne lub specyficzne
mechanizmy obronne lub zniszczenie gendéw, ktére wywotujg chorobe.

Pierwszy transgeniczny kroélik powstat w 1985 r. (39). Zwierze to ma wiele zalet,
z ktérych najwazniejsze to krotka cigza, krotki odstep miedzypokoleniowy i liczne
mioty. tatwiej niz u myszy mozna wykonac¢ wiele zabiegéw, dlatego uzyskanie
transgenicznych kroélikdw zabiera stosunkowo niewiele czasu w poréwnaniu z gene-
tyczng modyfikacjg innych gatunkéw zwierzat gospodarskich. Kroliki mogg produ-
kowac¢ rekombinowane biatka w ilosci zapewniajgcej ich farmaceutyczne zastosowa-
nie. We krwi transgenicznych krélikéw udato sie uzyskac aj-antytrypsyne cztowieka
w stezeniu | mg/ml (40). Obce przeciwciata monoklonalne wyprodukowano zaréw-
no we krwi (41) jak i w mleku (42) transgenicznych kroélikbw. Wykorzystanie mleka
do uzyskiwania rekombinowanych bialek byto rozwazane wkrétce po urodzeniu sie
pierwszego transgenicznego ssaka. Po raz pierwszy udafo sie to zastosowac u trans-
genicznych myszy, ktére z powodzeniem wydzielaty w mleku (3-laktoglobuline owcy
(43). Zaletg tej metody, poza mozliwoscig uzyskania duzej ilosci rekombinowanego
biatka, jest przypisywana komérkom gruczotu mlekowego zdolnos¢ do prawidiowej
modyfikacji potranslacyjnej biatek. Niestety nie mozna przewidzie¢ wydajnosci kon-
strukcji genowej in vivo na etapie transfekcji (44). W | ml mleka mozna uzyskaé kilka
miligraméw rekombinowanego biatka. Do oszacowania wydajnosci konstrukcji ge-
nowych, ktére majg by¢ zastosowane u wiekszych zwierzat najczesciej wykorzystu-
je sie myszy. Kroliki w okresie laktacji dostarczajg potomstwu ponad 200 ml mleka
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dziennie. Stezenie biatka w mleku krélika jest trzy razy wigksze niz w mleku krowy.
Dlatego zwierzeta te moga by¢ zrédiem wzglednie duzej ilosci rekombinowanych
bialek. Uwaza sie, ze w przypadku biatek farmaceutycznych, na ktére zapotrzebo-
wanie nie przekracza | kg rocznie wykorzystanie krélikéw transgenicznych staje sie
optacalne na skale przemystowa. W praktyce zbiera sie¢ do 100 ml mleka w ciggu 24
godzin tak, aby pozostata ilos¢ wystarczyta do wykarmienia potomstwa. Okres lak-
tacji u krélika trwa 4-5 tygodni. W ciggu roku kroéliki moga kilkakrotnie przechodzi¢
okres laktacji. Stezenie rekombinowanego biatka w mleku transgenicznych kroli-
kéw w ilosci powyzej | mg/ml udato sie uzyska¢ w przypadku IGF-1 cztowieka (45).
Elementy regulatorowe pochodzity od genu kodujacego asi-kazeine bydta. Rowniez
w mleku otrzymano w ilosci od kilku ng/ml do kilku mg/ml interleukine 2 (46), tkan-
kowy aktywator plazminogenu (47), chymozyne (48) i erytropoetyne (49). Krélik jest
réwniez interesujgcy ze wzgledu na podobieristwo z metabolizmem tluszczéw
czlowieka. Z tego powodu powstaly zwierzeta, u ktérych ekspresji ulegajg gen lipa-
zy watrobowej (50), apolipoproteina Al (51), apolipoproteina BIOO (52), lecyty-
no-cholesterolowa acylotransferaza (53), apolipoproteina E (54) i 15-lipoksygenaza
(55). W badaniach wlasnych uzyskano transgenicznego krélika wytwarzajacego
w mleku hormon wzrostu cztowieka (rys. 10).

W poréwnaniu z innymi duzymi zwierzetami gospodarskimi Swinia ma kilka za-
let - cigza trwa 114 dni, odstep miedzypokoleniowy wynosi tylko 12 miesiecy,
a liczba prosigt w miocie zazwyczaj 10-12. taktujgca maciora produkuje catkiem
duze ilosci mleka, okoto 300 litréw rocznie. Prowadzone doswiadczenia sg ukierun-

Rys. 10. Transgeniczne kroéliki 05 (samiec) i 08 (samica) pokolenia Fl, potomstwo krélika 61.
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kowane na poprawe produktywnosci, wzmocnienie odpornosci na choroby, produk-
cje farmaceutykow i tworzenie modeli choréb cztowieka. Transgeniczne Swinie mo-
ga odegra¢ wazna role w dostarczaniu produktow majgcych zastosowanie w medy-
cynie. Hemoglobina cziowieka (56) i biatko C czlowieka (57) juz sg produkowane
przez Swinie. Biatko C podawane jest w przypadku jego niedoboru w organizmie.
Funkcja biatka polega na kontrolowaniu krzepniecia krwi. Transgeniczne S$winie
produkowalty biatko C cziowieka w mleku w ilosci ponad ! g/l (58). Konstrukcja ge-
nowa zawierata 1,6 kpz cDNA genu biatka C wprowadzonego do ! eksonu genu
WAP myszy. Gen WAP skiadat sie z 2,6 kpz sekwencji promotora, 3,0 kpz sekwencji
kodujgcej oraz 1,6 kpz sekwencji kohca 3’ W przeprowadzonych badaniach po-
twierdzono, ze komorki gruczotu mlekowego potrafig w sposob wydajny wykonac
proces y-karboksylacji. Ze wzgledu na duza liczbe réznorodnych hemoglobinopatii
wystepuje duze zapotrzebowanie na hemoglobine. Hemoglobine cziowieka udato
sie uzyskaé u transgenicznych $wini. W najlepszym przypadku u transgenicznej lo-
chy uzyskano w erytrocytach 24% hemoglobiny cztowieka (32 g/l) i 30% hybrydowej
hemoglobiny HaPp (40 g/l). Od tej samej lochy uzyskano 12 prosigt w tym 5 transge-
nicznych. Poziom ekspresji hemoglobiny czlowieka byt identyczny jak u lochy. Do
transgenezy zastosowano konstrukcje zawierajgcg genomowy region kodujgacy
P-globine cziowieka (1,5 kpz segmentu obejmujgcego trzy eksony i dwa introny
oraz 2,0 kpz korica 3’) potaczony z promotorem P-globiny $wini (2,5 kpz) oraz re-
gion P-LCR cztowieka (6,5 kpz) z genami a- i e-globiny (56). Obecnie prowadzone sg
intensywne badania nad wprowadzaniem genéw, ktore umozliwityby w przysziosci
miedzygatunkowe przeszczepy organdw. Wykazano juz, ze mozliwe jest ogranicze-
nie szybkosci odrzucania przeszczepu poprzez wprowadzenie do genomu dawcy
gendw kodujgcych inhibitory kaskady enzymatycznej dopetniacza (37). Sposrdd zwie-
rzat gospodarskich Swinia domowa jest gatunkiem najczeéciej wykorzystywanym
w biomedycznych analizach poréwnawczych choréb cziowieka. Ze wzgledu na po-
dobienstwa anatomiczne i fizjologiczne Swinia jest lepszym modelem niz zwierzeta
laboratoryjne. Ze wzgledu na wielko$¢ i anatomiczne podobienstwo oka Swini
i czlowieka uzyskano transgeniczng swinie ze zmutowanym genem rodopsyny (58).
Celem badan w tym przypadku byto badanie barwnikowego zwyrodnienia siatkOw-
ki, groZznej choroby dziedzicznej cztowieka. W przysztosci mozliwe sa réwniez ba-
dania poréwnawcze uktadu pokarmowego i krwionosnego.

Produkcja transgenicznych kéz skupita sie na produkcji farmaceutykéw w gru-
czotach mlekowych. U k6éz dominujgcym biatkiem w mileku jest p-kazeina wyste-
pujaca w ilosci 10-20 g/l. Promotor p-kazeiny kozy wykorzystano do przygotowania
konstrukcji umozliwiajacych ekspresje tkankowego aktywatora plazminogenu
cziowieka (1-3 g/l) (59), antytrombiny Il czlowieka (3-4 g/l) (dane nie publikowane)
oraz przeciwciat monoklonalnych cztowieka (5 g/l).

Transgeniczne owce, do ktérych wprowadzona zostata konstrukcja genowa, za-
wierajgca gen insLilinopodobnego czynnika wzrostu pod kontrolg promotora keraty-
ny myszy, ulegajacego ekspresji w skérze, majg o 6,2% wiecej welny niz zwierzeta
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z grupy kontrolnej. W niedalekiej przysztosci transgeniczne owce zostang wprowa-
dzone na rynek (60). Nie zaobserwowano negatywnego wptywu transgenu na zdro-
wie i reprodukcje zwierzat. U chorych na hemofilie moze wystgpi¢ brak jednego
z kilku czynnikdw krzepniecia krwi, najczesciej czynnika V111 lub IX. Ekspresje czyn-
nika IX krzepliwosci krwi cztowieka udato sie uzyska¢ w owczym mileku. Niestety
ilos¢ biatka nie przekraczata 25 ng/ml. Transgen sktadat sie z 4 kpz sekwencji pro-
motora P-laktoglobuliny owcy (BLG), 1,5 kpz cDNA czynnika IX cztowieka (hFIX)
oraz 4,9 kpz sekwencji kodujgcej gen BLG i sekwenciji korica 3' (61). Podobna kon-
strukcja postuzyta do uzyskania az 30 mg/ml apantytrypsyny cztowieka (62). infuzje
tego biatka utatwiajg oddychanie osobom cierpiagcym na rozedme ptuc. Konstrukcja
genowa zawierata 6,5 kpz sekwencji minigenu aj-antytrypsyny cztowieka (pierwszy
intron zostat usuniety). Poziom ekspresji cDNA i sekwencji genomowych jest zrézni-
cowany, ale czesciej wyzszy poziom ekspresji osigga sie w przypadku sekwencji ge-
nomowych, tak jak w przypadku wymienionych dwdch konstrukcji.

Ze wzgledu na duze koszty mniej badan jest wykonywanych na transgenicznym
bydle. Konstrukcje zawierajaca genomowa sekwencje kodujgca erytropoetyne czto-
wieka pod kontrolg sekwencji regulatorowej aspkazeiny bydia wprowadzono po-
przez mikroiniekcje do zaptodnionych in vitro oocytoéw. Zanim embriony zostaly
wprowadzone do macicy biorczyn, po 6-7 dniach hodowli byly analizowane na obec-
nos¢ transgenu i pte¢. Obecnos¢ transgenu u narodzonego cielaka zostata potwier-
dzona poprzez anatize PGR komérek krwi, mleka i bton ptodowych oraz Southern
blotting (63). Do przedjadrzy 36,530 dojrzatych i zaptodnionych in vitro zygot wpro-
wadzono konstrukcje zawierajaca a-laktoglobuline cziowieka, ktéra miata ulegaé
ekspresji w gruczotach mlekowych. Rozwinety sie¢ 1,472 embriony, ktére wprowa-
dzono do macicy matek zastepczych (148 transferéw blizniaczych). Sposréd nich
25% zaszto w cigze (374/1,324), \1X sie ocielito (226/1,324), a 8% okazato sie trans-
genicznymi. Czesto$¢ przekazywania cechy wahata sie miedzy 3-54%, wskazujgc na
rézny stopienn mozaikowosci. Embriony wyhodowane in vitro poprzez zaptodnienie
in vitro nasieniem tych bykéw, byly analizowane na obecnos$¢ transgenu przed ich
transferem do macicy biorczyn. Dotychczas wszystkie 6 cielgt narodzonych z tak
monitorowanych embriondéw byly transgeniczne (64). W 1991 r. uzyskano transge-
nicznego buhaja majgcego w genomie konstrukcje sktadajaca sie z sekwencji regu-
latorowej asi-lozeiny bydta i cDNA laktoferyny cziowieka (65). Jednakze, nie za-
mieszczono w literaturze informacji o ilosci uzyskanego biatka u potomstwa.

8. Funkcje biologiczne bialek zastosowanych we wiasnych konstrukcjach
genowych

Szacuje sie, ze 2,5% populacji cztowieka jest uczulona na alergeny zwierzat do-
mowych. Wsrod wiascicieli zwierzgt procent ten jest wyzszy i stanowi od 5 do 38%.
Sposréd wszystkich alergendw pochodzenia zwierzecego najczestsze przypadki uczu-
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lenia wywotujg alergeny kota i psa. Gtéwnym alergenem kota domowego {Felis dome-
sticLis) jest biatko Feldl o masie czgsteczkowej 38 kDa. Alergen zbudowany jest
z dwodch podjednostek o masie 19 kDa. Kazda podjednostka sktada sie z dwéch,
potaczonych wigzaniem dwusiarczkowym farncuchéw polipeptydowych. tancuch |
biatka Feldl wykazuje homologie sekwencji aminokwasowej z uteroglobing kroélika,
podczas gdy tancuch 2 biatka Feldl jest glikoproteing z oligosacharydem potgczo-
nym wigzaniem N-glikozydowym z asparaging 33. Oba tancuchy potozone sg wzgle-
dem siebie antyréwnolegle. Kazdy z tancuchow kodowany jest przez inny gen. Gen
kodujacy fancuch | zbudowany jest z 1640 pz i sklada sie z czterech eksondéw,
z ktorych dwa pierwsze koduja dwie rézne sekwencje sygnatowe. Sekwencja sy-
gnatowa A wystepuje czesciej zaréwno w gruczotach slinowych jak i tojowych. Gen
kodujacy tancuch 2 zbudowany jest z 2084 pz i sktada sie z trzech eksonéw. Znane
sg dwie formy tancucha 2. Forma dtuga zbudowana jest z 92 aminokwaséw i domi-
nuje w gruczotach slinowych, podczas gdy forma krotka zbudowana jest z 90 ami-
nokwaséw i dominuje w gruczotach tojowych (66).

Geny kodujace biatko Feldl ulegaja ekspresji w gruczotach tojowych i Slinowych.
Wydzieliny tych gruczotéw rozprowadzane sg wraz ze $ling po powierzchni wlosow
podczas pielegnaciji futra. Z powierzchni futra drobne czasteczki zawierajace alergen
przedostajg sie do powietrza. Dzieki swojemu niewielkiemu rozmiarowi, 10-krotnie
mniejsze od alergenu roztoczy kurzu domowego czagsteczki alergenu kota moga przez
diugi czas utrzymywac sie w powietrzu. Najwieksze zagrozenie ze strony alergenu
Feldl ze wzgledu na jego wysokie stezenie wystepuje w domach, w ktoérych zyja koty,
ale jego obecnos¢ stwierdza sie réwniez w domach i pomieszczeniach publicznych,
w ktérych kot nigdy nie byt obecny. Ze wzgledu na wysoka lepko$¢ czasteczki alerge-
nu Feldl moga by¢ tatwo przenoszone, np. na ubraniu. Wykazano, ze przyczyna wy-
stepowania objawoéw uczuleniowych u dzieci przebywajacych w szkole moze by¢ aler-
gen przeniesiony na ubraniu przez dzieci, ktére maja koty w swoich domach.

Koty r6znych ras moga by¢ zrédiem réznej ilosci alergenu. Wiekszos¢ alergenow
jest rozpuszczalna w wodzie, dlatego bardziej odpowiednie dla dzieci z atopig, jak
sie wydaje, sg rasy kotéw, ktdre nie stronig od zabawy w wodzie. Nie wystepuja jed-
nak hipoalergiczne rasy kotow, jednakze inaktywacja genéw kodujacych gtéwny
alergen kota domowego, jakim jest biatko Feldl, znacznie zmniejszytaby czestos¢
wystepowania objawdéw uczuleniowych.

Hormon wzrostu jest niezbedny dla prawidtowego wzrostu u kregowcéw. Bierze
udziat w metabolizmie u ssakéw stymulujac synteze biatek i degradacje ttuszczow.
Hormon wzrostu cztowieka sklada sie z pojedynczego tancucha polipeptydowego
o diugosci 191 aminokwasow, z dwoma wigzaniami dwusiarczkowymi i strukturg
czwartorzedowa, ktéra obejmuje cztery helisy zwiniete w spos6b antyréwnolegty.
Gen kodujacy hormon zbudowany jest z 1632 nukleotydéw i sktada sie z pieciu ek-
sonéw i czterech intronéw.

W 1982 r. na drodze mikroiniekcji wprowadzono do zygoty myszy konstrukcje
sktadajacg sie z promotora metalotioneiny myszy (mMT) i hormonu wzrostu szczura
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(rGH) (67). Wprawdzie uzyskane w tym doswiadczeniu samice byly nieptodne, ale
samce przekazywaty obcy gen potomstwu, ktére odznaczato sie zwiekszonym tem-
pem wzrostu wynikajgcym z konstytutywnej nadekspresji hormonu wzrostu szczu-
ra. Stezenie hormonu wzrostu w transgenicznych myszach bylo 500 razy wieksze
niz w normalnych, a ich masa dwukrotnie przewyzszala mase zwierzat kontrolnych.
Kazda komorka zawierata okoto 30 kopii genu hormonu wzrostu szczura.

Doswiadczenie to dalo poczatek badaniom, ktére mialy na celu podwyzszenie
tempa wzrostu zwierzat gospodarczych. Dobre wyniki uzyskano w przypadku trans-
genicznych $wir zawierajacych gen hormonu wzrostu bydta (68). Swinie transgenicz-
ne nie byly wieksze niz kontrolne, ale czas potrzebny do uzyskania przez nie masy
ciala byt o 15% kroétszy, a wykorzystanie paszy o 18% lepsze. Tusze $win transgenicz-
nych zawieraly o 85% mniej thuszczu niz tusze swin kontrolnych. Nie zmienit sie sto-
pien umiesnienia, jednakze, ze wzgledu na zaburzenia zdrowotne transgeniczne $wi-
nie nie nadawaty sie do chowu i hodowli. Réwniez w przypadku pozostatych gatun-
kéw zwierzat gospodarskich modyfikacje genetyczne polegajace na wprowadzaniu
obcych czynnikéw wzrostu powodowaty nieptodnos¢ zwierzat transgenicznych.

Najkorzystniejsze wyniki udato sie uzyskaC australijskiej grupie naukowcow,
ktéra wprowadzita do genomu swin dodatkowe kopie hormonu wzrostu (pGH) po-
taczonego z promotorem genu metalotioneiny (hMt). Uzyskane w ten sposob trans-
geniczne zwierzeta charakteryzujg sie znacznie przyspieszonym wzrostem, co wyni-
ka z tzw. nadekspresji genu pGH, przejawiajgcej sie wytwarzaniem znacznej ilosci
hormonu. Poziom ekspresji transgenu moze by¢ regulowany iloscig cynku dostar-
czang wraz z pokarmem. Dodatkowo transgeniczne Swinie cechuje lepsza przyswa-
jalnos¢ pozywienia i lepsza proporcja tkanki ttuszczowej do tkanki miesniowe;.
Obecnie trwa proces wprowadzania zwierzat na rynek (69). Nie zaobserwowano ne-
gatywnego wptywu transgenu na zdrowie i reprodukcje zwierzat.

jedyny preparat hormonu wzrostu cztowieka stosowany w leczeniu kartowatosci
uznany przez Swiatowg Organizacje Zdrowia uzyskiwany jest z komérkowych kultur
m vitro. Wykazuje doskonate wlasciwosci biologiczne, ale jest stosunkowo drogi
(70). Hormon wzrostu mozna takze tatwo uzyskiwa¢ ekstrahujac go z przysadek mo-
zgowych cztowieka. Koszty pozyskania hormonu tym sposobem sg niewielkie, ale
ograniczeniem jest dostepnos¢ materiatu. Alternatywa jest mozliwo$¢ wykorzysta-
nia zwierzat transgenicznych jako bioreaktoréw, produkujgcych hormon wzrostu
cztowieka w mleku.

Konstrukcje zawierajgca elementy regulatorowe (6,3 kpz) genu WAP krélika po-
taczong z genem hormonu wzrostu cziowieka zastosowano do uzyskania transge-
nicznych myszy (71). Powstatlo 13 linii transgenicznych myszy, z ktdrych u szesciu
udato sie uzyska¢ mleko. U pieciu hormon wzrostu wystepowat w mleku w duzej
ilosci od 4-22 mg/ml. Hormon wzrostu okazat sie biologicznie aktywny. U dwoch li-
nii szczegétowo zbadanych mRNA hGH wystepowato tylko w gruczotach mlekowych
podczas laktacji. U pozostatych siedmiu linii transgenicznych hormon wzrostu byt
obecny we krwi, co byto prawdopodobnym powodem sterylnosci i braku mileka.
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Réwnie wydajng ekspresje hormonu wzrostu w mleku transgenicznych myszy
udato sie uzyska¢ pod kontrolg promotora genu (3-kazeiny szczura (72). Zastosowa-
no dwa rodzaje konstrukcji rézniacych sie jedynie sekwencjg konca 3’. Transgenicz-
ne myszy produkowaty hormon wzrostu duzo wydajniej (19-5500 pg/ml) w przypad-
ku konstrukcji zawierajgcej sekwencje konca 3' pochodzaca od genu hGH niz w przy-
padku konstrukcji zawierajacej sekwencje konca 3' genu (3-kazeiny szczura. Koniec
3’  jak sie okazato, spetniat wazng role dla wydajnej ekspresji. Elementy regulatoro-
we genu (3-kazeiny szczura moga sprawnie pokierowac ekspresja genéw w gru-
czotach mlekowych zwierzat.

Transgeniczne kroliki wyposazone w konstrukcje skladajacg sie z promotora
genu kwasnego biatka serwatki myszy WAP i genu hormonu wzrostu cztowieka uzy-
skali naukowcy kubanscy (73). Przeprowadzono mikroiniekcje 552 jednokomorko-
wych embrionéw, z ktorych 12% przezyto. Embriony przeniesiono do macicy
31 biorczyn i urodzito sie 51 mtodych. Obecnos$¢ transgenu analizowano u 47 kroli-
kéw, z ktorych 11 okazato sie transgenicznymi. Sposrdd nich 6 zmarto, a 5 (3 sami-
ce, 2 samce) byto analizowanych bardziej szczegétowo. Osiagnieto wydajnos¢ 23,4%
w odniesieniu do liczby narodzonych krélikéw i 2% w stosunku do liczby embrio-
néw poddanych mikroiniekcji. W nastepnym pokoleniu obecnos$¢ transgenu wyka-
zano u dziewieciu z dwudziestu narodzonych krélikbw. W najkorzystniejszym przy-
padku hormon wzrostu wystepowat w mleku w ilosci 50 mg/ml.

9. Perspektywy zastosowania wiasnych konstrukcji genowych

Bardzo wazna jest mozliwos¢ zastgpienia w badaniach diagnostycznych alerge-
néw izolowanych ze Zrédet naturalnych preparatami zawierajgcymi odpowiednio
dobrane pod wzgledem skfadu i zawartosci rekombinowane alergeny tzw. ,koktajl”,
o0 Scisle zdefiniowanej aktywnosci (74). Zdolnos¢ produkowania nieograniczonych
ilosci rekombinowanych alergenéw pobudzita do rozwazan nad mozliwoscig stoso-
wania profilaktycznych szczepionek w terapii alergii. Pomyst opiera sie na zaloze-
niu, ze postnatalna immunizacja zagrozonych alergig 0s6b zapobiegnie rozwojowi
odpowiedzi z udzialem IgE. Takie podejscie do tego zagadnienia wynika z obserwa-
cji, ze noworodki sg ,immunologicznie naiwne” to znaczy w wyniku ekspozycji na
alergen nie reaguja wytwarzajac IgE, a ich odpowiedz z udziatem limfocytow T jest
znacznie ograniczona (75). Immunizacja z uzyciem wysokich dawek alergenu (lub
alergenu w potaczeniu z adiuwantem Thl) generowataby prawdopodobnie odpo-
wiedz typu Thl (IgGl, bez IgE). jesli alergen zostatby podany wraz z innymi szcze-
pionkami w przeciggu | do 2 lat po urodzeniu mogtoby to doprowadzi¢ do czescio-
wego lub catkowitego zahamowania rozwoju odpowiedzi z udziatem IgE. Przewidu-
je sie uzycie rekombinowanych alergenéw w diagnostyce in vitro, gdzie szczegélne
zainteresowanie wzbudza mozliwo$¢ ich zastosowania w technologii mikroptytek.
jedng ze strategii jest wytwarzanie tzw. hipoalergenéw, czyli odpowiednio zmodyfi-
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kowanych alergenéw, wykazujacych obnizong zdolno$¢ wigzania przeciwciat IgE,
ale zachowujgcych epitopy dla limfocytéw T. Naturalny kontakt z gtéwnym alerge-
nem kota domowego - Feldl nastepuje w wyniku inhalacji nanogramowych lub
mikrogramowych ilosci tego czynnika, co wywotuje u pacjenta odpowiedz typu
(udziat immunoglobulin 1gGl, 1gG4, oraz IgE). Podanie bardzo wysokich dawek
Feldl prowadzi u alergikéw do obnizenia wrazliwosci na dziatanie IgE, u osobnikéw
za$ nie wykazujgcych reakcji alergicznych stwierdzono produkcje IgGl oraz 1gG4,
ale brak przeciwciat IgE (76).

W leczeniu kartowatosci powszechnie stosuje sie hormon wzrostu produkowany
w komorkach bakterii. Mimo ze jest to produkt w petni funkcjonalny, rézni sie od
naturalnego. Komorki prokariotyczne nie potrafig wykona¢ niektérych modyfikacji,
szczegolnie glikozylacji. Proces ten ma miejsce gtéwnie w aparacie Golgiego komo-
rek eukariotycznych. Wydaje sie, ze jedynie hodowle komérek zwierzecych oraz ko-
morki krwi i komorki gruczotu mlekowego transgenicznych zwierzat potrafig wyko-
na¢ wszystkie skomplikowane modyfikacje potranslacyjne wystarczajgco doktadnie,
aby powstata funkcjonalna forma biatka, ktéra normalnie wystepuje w organizmie
cztowieka. Mimo wielu zalet zastosowanie hodowli komérkowych ograniczone jest
wzglednie wysokimi kosztami oraz trudno$ciami zwigzanymi z utrzymaniem w ho-
dowli duzej liczby komérek. Z tej przyczyny uzyskiwanie rekombinowanych biatek
tym sposobem nie jest szeroko rozpowszechnione. Hodowle komérek zwierzecych
wykorzystano do uzyskania wzglednie niewielkich ilosci biatek. Pozbawione takich
ograniczen zwierzeta transgeniczne, jak sie¢ wydaje, sg idealnymi bioreaktorami.
Obecnie, najlepszym Zrédtem rekombinowanych biatek jest, jak sie wydaje, mleko.
W przypadku konstrukcji genowych majacych ulegac ekspresji w gruczotach mleko-
wych zwierzgt transgenicznych stosuje sie sekwencje regulatorowe genéw kodu-
jacych biatka mleka. Ekspresja takich genéw wystepuje tylko w gruczotach mleko-
wych zwierzat w okresie laktacji i jest ograniczona do komérek gruczotu mlekowe-
go. Obecnos¢ obcych biatek w mleku nie powinna wéwczas wptywac na organizm
zwierzecia. Niekiedy jednak obserwuje sie nieprawidtowg (ektopowg) ekspresje
w tkankach innych niz nabtonek gruczotu mlekowego. Aby unikna¢ efektéw ubocz-
nych konstrukcje genowa WAP6xHisHGH zaprojektowano w taki spos6b, aby kodo-
wala nieaktywng forme biatka. Koniec 5' genu hormonu wzrostu cziowieka zostat
modyfikowany przez dodanie sekwencji kodujgcej 6 reszt histydyny oraz sekwenciji
rozpoznawanej przez trombine. W ten spos6b hormon moze by¢ oczyszczany z mle-
ka na podstawie chromatografii powinowactwa, wykorzystujgc powinowactwo hi-
stydyny do jonéw niklu. Dopiero po oczyszczeniu biatko hydrolizowane jest za po-
mocg trombiny do formy aktywnej. U niektérych zwierzat poziom ekspresji transge-
nu w gruczole mlekowym jest na tyle wysoki, ze pozyskiwanie biatek z mleka staje
sie optacalne na skale przemystowa.
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