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Biologija kao znanost o Zivim bi¢ima obuhvada prouca-
vanja svih Zivih biéa, a to su mikroorganizmi, Zivotinje,
biljke 1 ¢ovjek. U ranim stadijima biologija je po svojem
metodoloskom pristupu bila deskriptivna, no zbog intere-
sa Covjeka da prodre u bit Zivota, ona se sve viSe orijentira
na otkrivanje biti koja je svojstvena svim Zivim bi¢ima - a
to je kako su regulirani i kontrolirani Zivotni procesi te
za$to su potomci sli¢ni roditeljima. Tim podrudjima bavi
se posebna grana biologije, genetika, kao sredi$nje podru-
¢e zanimanja proucavanja u svih Zivih bica.

Veoma rano, u fazama stjecanja spoznaja o naslje-
divanju, Covjek je temeljem empirije te ne znajuéi bit 1
strukture odgovorne za nasljedivanje poceo koristiti meto-
de genetike kao sredstvo za dobivanje tzv. oplemenjenih
sorata biljaka 1 Zivotinja. Time je hotimice 1 svijesno na-
rusavao i usmjeravao prirodnu udestalost tzv. rekombina-
cije nasljednih osnova kao sredstva da se dobiju nove kom-
binacije gena, a time i nova svojstva.

Nowo razdoblje genetike

Od klasi¢ne biologije, pa tako i od genetike, rezultat koje
su spoznaje o zakonitostima nasljedivanja ranih 40-ih go-
dina ovog stolje¢a, te u Zelji da se rijesi bit “logike Zivog”
(da parafraziram Nobelovca F. Jacoba) pojavila se nova
grana biologije, molekularna biologija, termin koji prvi
put upotrebljava W. Weaver u izvje$taju o istrazivackim
aktivnostima Rockefellerovoj fundaciji 1939. godine. Wea-
ver kaze: (1)

1 postupno nastaje nova grana znanosti - molekularna bio-
logija - koja pocinje razotkrivati mnoge tajne koje se odnose na
najgmange jedinice (dijelove) Zive stanice... Medu studijama koji-
ma Fundacija daje potporu jest i serija u razmjerno novom po-
druliu koje se moze nazvati molekularna biologija, a u tim su se
studijima koristile fine moderne tebnike da se istraZe najsitniji
detalji odredenih Zivotnih procesa.

Uvod
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Neke spoznaje molekularne
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biologije koje su omogucile
geneticko inZenjerstvo®

Dakle, bit molekularne biologije jest da rjesava 1 obja-
$njava Zivot i njegove procese na razini molekula. Bududi
da je sredi$nje pitanje koje je zaokupljalo pozornost znan-
stvenika bilo nasljedivanje 1 nadin funkcioniranja Zivih
bi¢a, nije nelogi¢no da su se istraZivanja usmjerila na one
dijelove stanica koji odreduju svojstva Zivih organizama.
Da bi se moglo proudavati fenomene nasljedivanja i omo-
guciti rad s molekulama odgovornim za nasljedivanje, bile
su potrebne odredene spoznaje i dostignu¢a molekularne
biologije koja, na razini molekula, proucava nasljedivanje 1
funkcioniranje Zivih bica, dakle proudava molekularnu ge-
netiku. Samo neka bitna otkrica i1 znanja potrebna za razu-
mijevanje ovog teksta dana su u Tablici 1.

Osnovna spoznaja bila je da sva Ziva bice (osim nekih
virusa) imaju deoksiribonukleinsku kiselinu (DNA), struk-
turu u kojoj su zapisana sva nasljedna svojstava i nacin
funkcioniranja Zivih bica.

Sama DNA sastoji se, osim od $eCera riboze 1 fosfata,
takoder od baza adenina i gvanina te timina 1 citozina.
Struktura dvostruke zavojnice DNA i njezino znadenje po-
kazao je (2,3) da okosnicu molekule DNA ¢ine riboza 1 fo-
sfat, a baze se spajaju tako da se adenin spoji s timinom, a
citozin s gvaninom. Pri tome je pokazano da tri odredene
baze u nizu kodiraju jednu aminokiselinu, pa je jasno da
redoslijed tih baza u DNA su osnova raznolikosti svega
ivoga svijeta na zemlji (vidjeti: Z. Kucan, ovo izdanje).

Godina Autori Spoznaja
1944. AVERY, MACLEOD, transformirajuce nacelo je
McCARTY DNA
1950. CHARGAFF 4 baze u DNA, stalan odnos
pojedinih purinskih i
pirimidinskih baza
1951. SANGER sekvencioniranje peptida,
inzulin
1952. HERSHEY i CHASE DNA odgovorna za
nasljedivanje
1953.  WATSON i CRICK DNA je dvostruka zavojnica
1958. CRICK adaptor molekule, (tRNA)
1961. JACOB i MONOD regulacijska jedinica, operon
BRENNER mRNA
CRICK 1 sur. tri baze su jedan kod
NIRENBERG i MATTHEI  poliU kodira polifenilalanin
1964. YANOFSKY i sur. kolinearnost genetickoga koda
1965. BRENNER i sur. besmisleni kodoni, “stop”




1970. MANDEL i HIGA kompetencija, transformacija
stanica
ARBER, SMITH, NATHANS  restrikcijski enzimi
1972.  BERG i sur. ugradnja “strane” DNA,
spajanje fragmenata
MERTZ i DAVIS T4 DNA-ligaza
1973.  COHEN i sur. konstrukcija funkcionalnog
plazmida
1976.  MANIATIS i sur. kloniranje eukariotskih gena
Prvi pravilnik o radu s rekombinantnom DNA
1977. SANGER 1 sur. sekvencioniranje DNA
MAXAM 1 GILBERT sekvencioniranje DNA

1978.  CHANG i sur ekspresija eukariotskoga gena u

bakteriji
CREA, HIROSE, ITAKURA  sinteza oligonukleotida
1980. COHEN 1 BOYER patent za kloniranje gena

(Process for producing biologically functional molecular chimeras,
US Pat. 4237224)

Ti-plazmid za transformaciju

1983. van MONTAGU i sur. e :
biljnih stanica

* Navedena su samo neka dostignuca te postoji niz drugih dostignué¢a
bitnih za geneti¢ko inZenjerstvo.

Jedno od klju¢nih otkri¢a i spoznaja bitno za gene-
ticko inzenjerstvo bilo je da se molekula DNA moZe cije-
pati na manje dijelove, fragmente, pomocu restrikcijskih
enzima koji dijele DNA na to¢no odredenom mjestu,
(4,5,6) prepoznavajuéi odreden redoslijed purinskih 1 piri-
midinskih baza u molekuli DNA (Slika 1).

Restrikcijski enzimi

DNA

To je omogudilo da se tako nastali fragmenti DNA
razlidite duzine mogu izolirati prema velidini 1 po Zelji po-
vezati in wvitro s drugim molekulama DNA iz potpuno
drugih izvora ili Zivih bica, te tako konstruiraju hibridne
molekule DNA kakve u prirodi ne postoje.

Prvo takvo povezivanje molekula DNA u epruvet,
dakle iz vitro, od razli¢itih organizama uspjelo je P. Bergu

. Vladimir Deli¢
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Tablica |I.

(nastavak)

Slika I.

Razliciti restrikcijski enzimi
cijepaju molekulu DNA na
odredenim mjestima
(palindromskim redoslijedima
nukleotida) dajuc¢i manje
fragmente.
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(7) pocetkom 70-ih godina. On je kovalentno spojio frag-
mente DNA od dva razli¢ita organizma te tako izvan pri-
rode napravio ono $to se naziva rekombinacija gena (Slika
2). Spajaju¢i DNA-virus SV40 zelenog afri¢kog majmuna i
dio gena odgovornog za razgradnju Secera galaktoze iz
bakterije Escherichia coli dobio je jedinstvenu kruznu mole-
kulu DNA od dva veoma razli¢ita i filogenetski udaljena
Ziva bica.
Zbog tog prvog rezultata spajanja molekula DNA iz
vitro, nobelovca P. Berga nazivamo ocem genetickog inZe-
njerstva.

Geneticko inzenjerstvo

28

Prije nego se navedu neke tahnike genetickog inZenjerstva
potrebno je razjasniti definicije 1 pojmove koji se koriste u
literaturi 1 javnosti (geneticko inZenjerstvo, transgeneza,
kloniranje) a bududéi da se radi o razli¢itim pO]mOVIma
oni u nestru¢njaka mogu izazvati nedoumice i zabunu.
Genetic¢ko inZenjerstvo definirano je kao oblikovanje novib
kombinacija nasljednog materijala ugradbom molekula nuklein-
skib kiselina dobivenih izvan stanice u virus, plazmid ili bilo
koji drugi oblik prenositelja, tako da se omoguci njegova ugrad-
ba u organizam domacina u kojem one prirodno ne postoje, ali
u kojem su sposobne za wmmnoZavanje.

Termini koji se Cesto upotrebljavaju, osim geneti¢kog
inZenjerstva, jesu: tehnologija rekombinantne DNA, kloni-
ranje gena 1 sl., a kako se najces¢e radi o unosu jedne re-
kombinantne molekule DNA u jedinku domac¢ina u kojoj
se ona umnozava, onda se tome terminu dodaje naziv klo-
niranje (vidjeti poslije u tekstu). U ovom tekstu pojam ge-
neti¢ko inZenjerstvo koristi se kao sinonim za rekombi-
nantnu tehnologiju DNA, koja je odredena navedenom
definicijom.

Odmah nakon tog prvog pokusa postavilo se pitanje
da li je moguce tako kreirane molekule unijeti u Zivi orga-
nizam i da u njemu budu funkcionalne, tj. da izraze svoja
svojstva. Taj su problem ubrzo rijeili S. Cohen i suradnici
(8) unosenjem, u epruveti konstruiranih gena za rezistenci-
ju prema antibioticima iz dva razli¢ita mikroorganizma, u
jednog domacina. Taj domacin (bakterija) bio je rezisten-
tan na oba antibiotika ¢iji su geni spojeni u jednu moleku-
lu i uneseni u tog domacina. Primjedba na taj pokus bila
je da se normalno u prirodi dogada prijenos gena za rezi-
stenciju, ¢ak 1 izmedu razli¢itih rodova bakterija. Stoga su
Morrow i suradnici (9) primjenjujuéi Bergovu tehnologiju,
spojili in vitro bakterijski gen kO]I odreduje rezmtencua na
antibiotik s fragmentom DNA iz Zabe, dakle iz eukariot-
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skog organizma, 1 takvu hibridnu molekulu unijeli u bak-
teriju E. coli. Tako konstruirana DNA normalno se replici-
rala (umnoZava) i eksprimirala svoje svojstvo u bakteriji
kao domacinu.

Nakon tih prvih rezultata na razini DNA, genetika
kao znanost o nasljedivanju vise nikada nece biti ono sto
je do tada bila. Ti pokusi i1 njihovi rezultati omogudili su
rekombinaciju DNA razliditth organizama, pa je mnogo
ispravnije te tehnike nazvati rekombinantna DNA-tehno-
logija umjesto geneti¢ko inZenjerstvo.

Rekombinantna DNA-tehnologija otvorila je nove pu-
teve 1 vidike te je omogudila da se iz wvitro konstruiraju
molekule DNA po Zelji, da se prenose iz jednog organiz-
ma u drugi te da se geni proucavaju na jednostavniji na-
¢in. Te tehnike posluzile su da se: a) jednostavnije pro-
udavaju strukture 1 funkcije gena te njithova uloga u Zivih
bi¢a jer se mnogo lakse i1 jednostavnije mogu proucavati
manji fragmenti DNA; b) tehnologije rekombinantne DNA
primijene u prakti¢ne svrhe kako bi se dobile korisne tvari
za Covjeka.

. Vladimir Deli¢
Sto je genska tehnologija i
cemu sluzi?

Slika 2.

Konstrukcija /n vitro prve
hibridne molekule DNA koja
se sastoji od DNA-virusa
pSV40 iz zelenog africkog
majmuna i dijela gena virusa
lambda s genom za
metabolizam 3ecera galaktoze
gal iz bakterije Escherichia coll.
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Slika 3.

Porast broja proizvoda koji se

30

dobivaju genetickim
inZenjerstvom

Fundamentalna otkri¢a geneti¢kog inZenjerstva svako-
dnevna su i nisu predmet ovog teksta, iako izazivaju i za-
sluzuju veliku pozornost (npr. funkcioniranje gena u raz-
voju, projekt o humanom genomu, spoznaje o nastanku
raka 1 dr.).

No brojni primjeri koji pokazuju kakvu je prakti¢nu
korist dobilo ¢ovjedanstvo geneti¢kim inZenjerstvom neo-
sporno opravdavaju upotrebu tih tehnologija. Od prvog
proizvoda dobivenog rekombinantnom DNA-tehnologi-
jom, inzulina koji se pojavio na trzistu 1982. godine, do
danas svakodnevno raste broj proizvoda dobivenih gene-
tickim inZenjerstvom (Slika 3) pa se moze olekivati da e
do kraja stolje¢a na trzistu biti oko 200 razli¢itih proizvo-
da dobivenih pomocu geneti¢kog inZenjerstva.
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To su, osim ve¢ spomenutog inzulina (lijecenje dijabe-
tesa), interferoni (protiv razli¢itih virusnih bolesti), eritro-
poetin (anemije), faktori VII 1 IX (hemofilija), interleukini
(karcinomi), cijepiva protiv hepatitisa, somatostatin (rast
djece), razlidita dijagnosticka sredstva, monoklonska protu-
tijela, tkivni aktivator plazminogena te brojni terapeutski
proteini {ije se izlaZenje na trzidte oéekuje oko 2000 godi-
ne. Sve te supstancije prijeko su potrebne ljudskom zdrav-
lju a koli¢ine primjerene za uspje$no lijeCenje bile su nedo-
statne ili zbog nac¢ina dobivanja, veoma skupe. Stoga je nji-
hovo dobivanje geneti¢kim inZenjerstvom prijeko potreb-
no 1 jedini nacin da se dobiju u dovoljnim koli¢inama bio-
tehnologkim na¢inom pomoc¢u organizama koji su kon-
struirani genetickim inZinjerstvom, a koji su prilagodeni 1
promijenjeni tako da sintetiziraju te proizvode.

Na primjeru jednog od prvih proizvoda nastalih gene-
tickim inZenjerstvom uocljive su sve prednosti koristenja
npr. bakterije Escherichia coli s ugradenim genom za huma-



ni inzulin u odnosu na klasi¢an nac¢in dobivanja inzulina
iz govedeg ili svinjskog pankreasa (Slika 4). Jedna jedina
bakterija s genom za humani inzulin uzgoji se u bioreak-
toru od 1000 L 1 tijekom 72 sata uzgoja sintetizira oko

41.6 g inzulina.
1z pankreasa
Y

366 kg pankreasa

Y
Ekstrakcija u
1500 L ekstraktoru
i
!

Y
41,6 g inzulina
I

¥
2 500 ampula

4400 iu/10 ml

E. coli s genom za insulin

Bioreaktor s
826 L
podloge

41,6 g inzulina

I - . -

2 500 ampula

Istodobno za istu koli¢inu govedeg inzulina (41,6 g)
potrebno je Zrtvovati vise od 3000 goveda (ili vise od 6000
svinja) da se dobije ista koli¢ina govedeg inzulina. (10)
Razmatrajuéi na¢in dobivanja kao i na temelju odgovara-
juteg tehnoloskog procesa, jasno se uoc¢avaju prednosti do-
bivanja inzulina geneti¢ckim inZenjerstvom. One se mogu

sazeti u sljedeéem:

- Mikroorganizam s ugradenim genom za inzulin beskra-
jan je izvor za biosintezu inzulina.

- Biotehnologki postupak ¢ini nas neovisnim o osnovnoj

sirovini (goveda, svinje).

- Biotehnologki proces dobivanja inzulina jednostavniji je
nego proces u odnosu na klasi¢ne tehnologije.

- Biotehnologki proces ekoloski je ¢iséi od ekstrakcijskog

procesa iz pankreasa.

- Klonirani mikroorganizam sintetizira humani inzulin te
nisu potrebni dodatni postupci kao iz govedeg ili svinj-

skog.

y Vladimir Deli¢
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Slika 4.

Usporedba dobivanja inzulina
klasi¢nim nacinom iz govedeg
(ili svinjskog) pankreasa i
bakterije Escherichia coli s
ugradenim genom za humani
inzulin
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Transgeneza
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Brojni drugi sli¢ni primjeri, za proizvode koji su na-
vedeni u ovom tekstu, upucuju na korist 1 prednosti koje
nam omogucuje geneti¢ko inZenjerstvo. Konstruirani Zelje-
ni geni, osim u stanice mikroorganizma mogu se djelot-
vorno unijeti i u stanice razli¢itih tkiva uzgojene u kulturi
te se onda u njima sintetiziraju razlidite korisne tvari (viru-
sna cjepiva, protutuela 1 dr) Ve¢ danas nam brojni primje—
ri potvrduju da znanja i spoznaje iz genetickog inZenjer-
stva pomazu rjeSavati dosad tesko rje$ive probleme. To se
odituje u svim podru¢jima ljudske djelatnosti - primjerice
u medicini (ljudsko zdravlje, lijekovi, dijagnosticka sred-
stva 1 dr.), u prehrani (nove sorte biljaka s odredenim svoj-
stvima) 1 sl.

Opasnosti i eticka pitanja vezana za geneticko
inzenjerstvo

Odmah nakon prvih rezultata dobivenih u pokus1ma ge-
netlckog inZenjerstva pocetkom 70-ih godlna sami su znan-
stvenici predlozili 1 uveli kratki moratorij na tu vrstu istra-
Zivanja trazeéi da se razmotre i ocijene moguée opasnosti
koje bi te tehnike i1 njezini rezultati mogli imati. (11, 12)
Ubrzo nakon Sto su razmotrene sve moguce opasnosti
(biolosko oruzje, Sirenje neZeljenih gena i sl.) doneseni su
naputci 1 regulativa kako se moze 1 treba raditi tehnikama
rekombinantne DNA. Zabrinutost koja se u pocetku ¢inila
razloznom danas se uglavnom moze zanemariti 1 prakticki
u cijelom svijetu nema istrazivactkog laboratorija na po-
dru¢ju molekularne biologije, genetike i drugih prirodnih
znanstvenih disciplina u kojem se ne koriste tehnike gene-
ti¢kog inZenjerstva. Primjeri o koristi ili fundamentalnih
otkri¢a ili prakti¢ne primjene potvrduju dobrobit i napre-
dak u spoznajama koje je donijelo geneticko inZenjerstvo
u proteklih 25 godina. Predvida se 1 oéekuje da ¢e primje-
na genetickog inZenjerstva u 21. stolje¢u nedvosmisleno
produbiti 1 proSiriti znanja za dobrobit Covjecanstva.

Tehnike rekombinantne DNA omogucdile su, kako je veé
reCeno, da se u epruveti konstruiraju geni koji odreduju
zeljena svojstva 1 da se unesu u stanice u kojima normalno
ne postoje. Takvi se konstrukti, osim u stanice mikroorga-
nizama, mogu unijeti takoder u stanice biljaka ili Zivotinja
u ¢je se nasljedne osnove (genom) uneseni gen ugradi, pa
cijeli proces nazivamo transgeneza. Stoga je transgena biljka ili
Zivotinja organizam koji u svojem gemomu ima wugradenu re-
kombinantnu molekulu DNA, koja se nasljeduje prema Mende-
lovim zakonitostima kao dominantna.



Transgeneza, bilo da se provodi na biljkama ili Zivo-
tinjama, osim genetickog inZenjerstva s konstrukcijama na
razini DNA kojima se priprema geneticki materijal za
unosenje u odgovarajuceg domacina, ukljucuje i druge teh-
nike. Na biljkama se primjenjuju tehnike kulture biljnih
tkiva 1 regeneracija tkiva u cjelovitu jedinku, a kod Zivoti-
nja to su spoznaje iz oogeneze 1 embriogeneze, koje zajed-
no s tehnologijom rekombinantne DNA i tehnikom mik-
roinjektiranja (Slika 5) omogucavaju dobivanje transgenih
jedinki.

Brojni su primjeri dobivanja transgenih organizama u
biljaka ili Zivotinja, a namjera je dobiti odredena Zeljena
svojstva u takvih organizama. Buduéi da ¢e o transgenim
biljkama biti vie rije¢i u drugim dijelovima ove knjige,
ovdje navodimo samo primjer u Zivotinja.

Kao 1 geneticko inZenjerstvo tako je i transgeneza ima-
la za cilj dva pravca. Jedan je bio da se jednostavnije 1 lakse
proucavaju funkcije gena u visoko razvijenih organizama
kakvi su biljke 1 Zivotinje, a drugi je da se npr. iz Zivotinja
dobiju produkti koji se teSko mogu dobiti iz drugih izvo-
ra. Neki primjeri transgenih Zivotinja i proizvoda koji se
iz njih dobivaju prikazani su u Tablici 2.

Zivotinja Konstrukt DNA Produkt 1 koli¢ina
domacin ugraden u Zivotinju u 1 litri mlijeka
Mis misji promotor-hTPA hTPA 0.03 g
govedi promotor-h1AT h1AT 7 g
Kunié¢ govedi promotor-hIL hIL
Ovca ovgji promotor-h1AT h1AT 35¢g
Koza kozji promotor-hTPA hTPA 3 g
Govedo govedi promotor-hEP hEP
govedi promotor-hLF hLF

hTPA = humani tkivni aktivator plazminogena
h1AT = humani a-l-antitripsin

hIL = humani interleukin

hEP = humani eritropoetin

hLF = humani laktoferin

. Vladimir Deli¢
Sto je genska tehnologija i
cemu sluzi?

Slika 5.

Mikroinjektiranje konstruirane
DNA u musku projezgru jajne
stanice

Tablica 2.
Primjeri transgenih Zivotinja i
proizvoda
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Transgene Zivotinje koriste se uglavnom kao biologki
proizvodaci terapijskih proteina, uglavnom putem mlijeka.
(13) Na primjeru humanog laktoferina, glikoproteina u
majéinu mlijeku prijeko potrebnog dojendadi jer $titi od
infekcija, potile rast te olakSava absorbciju Zeljeza u ranim
fazama rasta djece, bit ¢e opisano dobivanje tog proteina
transgenom Zivotinjom. S obzirom na danasnji nacin Zivo-
ta, majke nemaju dovoljnu koli¢inu mlijeka, a time ni hu-
manog laktoferina, potrebnu za sve nabrojane funkcije ra-
ne dojenacke dobi. Stoga je ideja bila da se gen za humani
laktoferin ugradi u govedo te da se u mlijeku dobije huma-
ni laktoferin.

Gen za humani laktoferin izoliran je iz mlijecenih Zli-
jezda Zene pomocu reverzne transkripcije iz mRNA. Bi-
blioteka gena pripremljena od takve cDNA pretraZena je
sondom 1 pronaden je klon koji je sadrzavao gen za huma-
ni laktoferin. Taj gen spojen je i stavljen pod kontrolu re-
gulacijske regije za S1 kazein goveda ¢ijeg sadrzaja u mlije-
ku ima vise od 10 % od oko 35g/L ukupnih proteina mli-
jeka. Takav konstrukt mikroinjektiran je u oocitu goveda
(Slika 5) te je nakon implantacije oocite 1 embriogeneze u
uterusu krave dobiveno musko transgeno tele. (14) Trans-
geni bik posluZio je kao izvoriite sjemena za umjetno osje-
menjivanje i nakon prve oplodnje njegovim sjemenom do-
biveno je 16 teladi, od kojih je 8 imalo gen za laktoferin, a
8 nije. Od 8 transgenih teli¢a bilo je 5 muskih 1 3 Zenska
teleta. Ti su rezultati pokazali da se nasljedivanje transgena
dogodilo prema Mendelovim zakonima o nasljedivanju 1
da se nista bitno nije dogodilo s obzirom na prirodne za-
kone o nasljedivanju. Ovisno o nadinu prikazane su dvije
moguénosti dobivanja laktoferina (Slika 6): pomocu mik-
roorganizma s konstruiranim genom za humani laktoferin
1 pomo¢u mlijeka transgene Zivotinje.

Mikroorganizam s genom za humani laktoferin po-
trebno je uzgajati u hranidbenim podlogama u bioreakto-
ru od 10 m’, i to 66 $arzi tijekom godine da bi se nakon
procdi$cavanja iz podloge u kojoj je uzgajan mikroorgani-
zam dobilo oko 3.3 kg laktoferina. Alternativa koju omo-
gucava transgeneza jest da jedno visoko mlije¢no, za lakto-
ferin transgeno govedo, a koje daje oko 10.000 1 mlijeka
na godinu mozZe dati oko 20 kg humanog laktoferina u
mlijeku.

Ovaj primjer nedvosmisleno govori u prilog koriste-
nja domacih transgenih Zivotinja za dobivanje korisnih
proteina potrebnih ljudskom zdravlju. Iz Tablice 2 jasno je
vidljivo koji se ve¢ proizvodi dobivaju iz transgenih Zivo-
tinja, a da se i ne govori o drugim mogué¢nostima kao $to
su dobivanje dijelova organa ili tkiva. Rezultati mnogo-
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brojnih nedavnih istrazivanja pokazuju da se moze postiéi,
osim ve¢ spomenutih primjera dobivanja proteina, 1 sti-
mulacija razvoja misi¢ne mase, sinteza odredenih bakterij-
skih enzima, sinteza esencijalnih aminokiselina, specifi¢-
nih imunoglobulina i sl. (15)

Dobrobit od transgenih Zivotinja je neprocjenjiva jer
se dobivaju oni rijetki proizvodi koji se veoma tesko mogu
dobiti na klasi¢an, konvencionalan na¢in kao $to su
a-l-antitripsin, tkivni aktivator plazminogen, hormon ra-
sta, interleukin, faktor FIX, eritropoetin i dr. Stoga nije
neocekivano da Ce se transgeneza u Zivotinja, pa 1 biljaka, 1
dalje razvijati kako bi se proizvele korisne tvari ili sorte
biljaka 1 Zivotinja potrebne ¢ovjecanstvu.

y Vladimir Deli¢
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Slika 6.

Usporedba dobivanja
humanog laktoferina (hLF)
biotehnoloskim nacinom iz
mikroorganizma s ugradenim
genom za laktoferin i
transgenom Zivotinjom
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Opasnosti i eticka pitanja vezana za transgenezu

Kao i u ranim fazama geneti¢kog inZenjerstva tako je i po-
java prve transgene zivotinje (misa s ugradenim genom za
hormon rasta koji je rastao brZe i bio veéi od kontrolnih
Zivotinja te navedenog bika nazvanog Herman) izazvala
dileme 1 odredenu zabrinutost. Javnost se pitala hoce li se
transgenezom modi kreirati bica koja u svijetu ne postoje,
a za koja mi nismo pripravni. Zbog takvih i sli¢nih dile-
ma, bilo je potrebno i vise od godine dana da se dopusti
osjemenjivanje sjemenom transgenog bika. Naime, javnost
u Nizozemskoj, gdje je dobivena transgena Zivotinja, bila
je protiv njegove upotrebe. Tek kad je obja$njena dobrobit
koju pruza postupak dobivanja transgene Zivotinje, bilo je
moguce dobiti potomstvo od transgene Zivotinje. Danas se
uvelike koriste transgene Zivotinje i biljke (vidjeti S. Jela-
ska, ova knjiga) za dobrobit ¢ovjeka, iako jo§ postoje dvoj-
be, uglavnom zbog nepoznavanja biti problematike o ko-
joj se raspravlja 1 zbog nerazumijevanja jasne dobrobiti ko-
ju nam pruZa i koju ¢e u buduénosti pruzati takve biljke i
zivotinje.

Posljednji primjer dostignuca u biologiji bilo je kloniranje
u sisavaca. lako je kloniranje kao metodologija veoma sta-
ro jer se odredene biljke razmnozavaju kloniranjem (jago-
de npr.), te tehnike u vi$ih organizama nije bilo moguce
primjeniti. Naime bila su manjkava znanja i metode po-
mocu kojih bi bilo moguée provesti kloniranje u visih or-
ganizama. Buduéi da se pojam kloniranja Cesto poistov-
je¢uje s gentickim inZenjerstvom, potrebno je podsjetiti na
definiciju klona i kloniranja. Klon (grcki klon, grana, ogra-
nak, cijepika, kalem, podmladak) oznacava skupinu jedinki ili
pojedinih organizama, nastalih aseksualnim razmmoZavanjem,
iz jedne seksualnim nacinom dobivene jedinke. Stoga je kloni-
ranje postupak dobivanja populacije klonskib jedinki.

Preme tome, kloniranje sisavaca tre¢i je tip tehnika ra-
da s nasljednim materijalom, ali se u ovom slucaju ne radi
o rekombinantnoj DNA-tehnologiji, nego o prijenosu cije-
le geneticke strukture (jezgre s kromosomima) u jajnu sta-
nicu drugog domaéina iz koje je mikromanipulacijom iz-
vadena jezgra. Kloniranje ovaca pokazalo je da je jezgru iz
diferenciranih tkiva, u kojima su neki geni u stanju “miro-
vanja”, moguce, nakon uno$enja u drugu stanicu (jajnu),
reprogramirati tako da se geneticki materijal potakne na
embriogenezu (16) 1 dobije potomstvo osobina koje su
odredene genima unesene jezgre.



Sto znadi ova nova tehnologija koja se u svijetu sve
vide primjenjuje te danas ve¢ imamo brojne klonirane Zi-
votinje (ovce, goveda, majmune i dr.)?

Ona pokazuje napredak nastao kao skup spoznaja iz
podru¢ja oogeneze i emb1ogeneze sisavaca bez ¢ijeg pozna-
vanja ne bi bilo moguce prenoSenje mikromanipulacijom
jezgre iz ]ednog tipa stanica u drugi (jajnu) i zatim je ne bi
bilo mogude unijeti u domaéina u kojem ¢e se nastaviti
embriogeneza i razvoj ploda.

Osim funadamentalnih otkri¢a koja su postignuta
kloniranjem sisavaca, postavilo se pitanje kakva bi bila ko-
rist u prakti¢noj primjeni. Brojni primjeri pokazuju $to se
sve moze posti¢i kloniranjem, npr. u stocarstvu dobivanje
stada istovjetnih jedinki Zeljenih svojstava, umnozZavanje
vrsta koje su pred izumiranjem 1 sl

Na primjeru iz prethodnog poglavlja o transgenezi,
gdje je dobivena transgena ovca (vidjeti Tablicu 2) koja je
u mlijeku imala humani a-l-antitripsin, mogucée je pred-
vidjeti prednosti kloniranja i kloniranih Zivotinja (Slika 7).
Potomstvo takve ovce dobiveno kloniranjem imalo b1 isto-
vjetna svojstva osnovne transgene jedinke, a to je da u mli-
jeku ima humani @-l-antitripsin u koli¢inama koje su jed-
nake onima iz ishodi$ne transgene jedinke.

Nedvosmislena je prednost u dobivanju takvog stada
od jedne dobivene transgene jedinke za dobivanje Zeljenog

Escherichia coli s genom za Transgena ovca (35 g/lL hal-AT)
humani a1-AT
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Slika 7.

Usporedba dobivanja
humanog a- | -antitripsina
(ha | -AT) pomodu
mikroorganizma u bioreaktoru
i kloniranjem za ha | -AT
transgene ovce
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proteina. Na primjeru humanog @-l-antitripsin, inhibitora
elastaza ¢iji nedostatak uzrokuje enfizem pluéa, ostecenja
jetre 1 krvarenja (terapija je 200 g/pacijentu na godinu),
nedvosmisleno proizlazi zasto je potrebno raditi na kloni-
ranju i kakva je korist od toga. Samo pet kloniranih ovaca
¢ija je prosje¢na mlije¢nost tijekom laktacijskog razdoblja
oko 525 1 mlijeka dala bi nakon izolacije i prociS¢avanja
oko 45 kg humanog laktoferina.

Opasnosti i eticka pitanja vezana za kloniranje

Kontroverze koje je izazvao pokus 1 dobivanje prve kloni-
rane ovce, nazvane Dolly, bile su brojne i burne, a ponov-
no su, kao i u prva dva slucaja, uzburkale javnost. (17)
Eti¢ki problemi vise nego ikada na podrudju bioloskih
istrazivanja dosli su u prvi plan i logi¢na je bila reakcija
javnosti na to znanstveno dostignuce. Najvi§e primjedaba
odnosilo se na moguénosti kloniranja ljudi (zbog etickih 1
vjerskih pitanja) pa su i ta i neeticka pitanja, npr. da li bi
netko Zelio za sebe klonirati Dolly Parton (po kO]O] je klo-
nirana ovca dobila ime) ili odredenu osobu iz sasvim egoi-
stickih razloga, osobe tipa novih diktatora ili znanstvenika
1 sl. Takva razmisljanja, stajalita 1 ideje potpuno su neum-
jesna 1 neeti¢na i stoga taj oblik (kloniranje) rada s nasljed-
nim osnovama treba u takvom svjetlu razmatrati.

Osim fundamentalnih spoznaja koje su postignute
kloniranjem, kao postupkom dobivanja istovjetnih jedin-
ki, potrebno je razmotriti 1 sve navedene dobrobiti navede-
nih primjera, koje nam kloniranje pruza i pruzit ¢e u bu-
du¢nosti.

Ulaskom u 21. stoljece, koje ¢ée biti stolje¢e biotehnologije
u najdirem smislu rijeéi, nije moguce sprije¢iti znanost 1
ljudsku teZnju za otkrivanjem novih spoznaja 1 stjecanja
znanja. Stoga (e sve spoznaje i dostignuca koja su rezultat
geneti¢kog inZenjerstva, transgeneze 1 kloniranja i dalje da-
vati rezultate kao 1 do sada, a moje je duboko uvjerenje na
dobrobit cov1e1<a i c1jelog Zivog svijeta na zemlji. Neeticka
razmlsl]an)a pr1m]enu i zlouporabu treba kontrolirati
drustvo ¢ija razina svijesti 1 znanja moraju biti takvi da se
moze odvagnuti i procjeniti moguca opasnost 1 sva dobro-
bit takvih dostignu¢a. Nepoznavanje i neznanje na po-
drudju tih dostlgnuca u molekularnoj biologiji vode pre-
ma zaostajanju i zaustavljanju normalanog razvoja i napre-
daka onih drustava koja ne prate i ne prihvacaju te spoz-
naje.
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