MARTA CERNAKOVA

Génové inZinierstvo a zivotné prostredie

Génové inZinierstvo je skutoCne revoliciou vo vede i v
technologii. Na molekuldrnej tirovni, na baize DNA umoZiuje
stidium pri¢in a rieSenie viacerych problémov v medicine - v
oblasti zatial nelietitelnych chordb a vo farmakologii napr.
produkciu novych druhov uéinnych lieéiv pripravovanych po-
mocou rDNA (rekombinantnej DNA) alebo syntetickych génov.
Siroké mozZnosti prindsa génové inZinierstvo v rastlinnej a
Zivotisnej vyrobe, biotechnolégiach i.v oblasti Zivotného pros-
tredia pri biodegradacii toxickych latok.v prirode.

Podstatou génového inZinierstva je cielavedomy zasah do
DNA a priprava rekombinantnej DNA.

DNA sa da preniest pomocou vhodného vektora, napr. plaz-
midu alebo virusu do cudzej bunky. Geneticky najviac pre-
badané boli r. 1950 baktérie Escherichia coli. Okrem chro-
mozomovej DNA maji i malé kruhové DNA - plazmidy, ktoré
sa v bunke autonémne rozmnoZujui (obr. 1). Po opakovanom a
dlhodobom styku buniek s antibtotikami su plazmidy vo¢i nim
rezistentné. E. coli si velmi vhodnym bunkovym modelom,
pretoZe maju kratku generanii dobu - 20 minut, bez narokov na
aeraciu.

Objavenim restrikénych enzymov Stiepiacich na $pecifickych
miestach DNA podarilo sa po r. 1960 otvorit plazmovii DNA
(napr. pBR 322) a po vhodnej uprave koncov do nej vsunut
cudziu DNA. Takto pripravena rDNA sa moZe v prostredi CaCl;
vpravit do buniek E. coli a klonovat. Tzv. kozmidové klonovanie
umoZiiuje pomocou bakteriofagu A klonovat vicsie fragmenty
(3540 kb eukaryotickych fragmentov).

Uplatnenie génového inZinierstva v medicine a vo farma-
kologii

Pripravou rDNA sa podarilo dosiahnut, Ze prokaryotické
bunky E. coli produkovali vzacne a tazko dostupné peptidy a
proteiny eukaryoptického povodu, €o sa uZ vyuzilo vo farmaceu-
tickej vyrobe. Ide o ludské hormony, inzulin a imunomodulatory,
ako napr. interferon. Humanny rastovy hormén (HGH) je
polypeptid s dlzkou 191 aminokyselin, ktorych sekvencia je
znama. V niektorych pripadoch, kde si zname sekvencie, pri-
pravili sa i syntetické gény.

Protivirusové, protibakterialne a protiparazitické vakciny,
pripravené klasickymi postupmi, nie st idealnymi preparatmi.
V sicasnosti sa uZ zavadza priprava vakcin génovou biotech-
nolégiou. Vhodné je takto pripravit subjednotkové vakciny,
ktoré neobsahujii cely material patogénu, ale Specificky sa viazu

na jeden determinant. Ide o replikaciu rekombinantnych plazmi-
dov, obsahujucich sekvenciu DNA kédujicu uréity imunogénny
polypeptid, alebo aj o tplnu chemickd syntézu polypeptidov,
zloZiek najma povrchovych proteinov.

Monoklonalne protilitky sa pripravuji na antigénny deter-
minant pomocou hybridomov, tj. buniek vzniknutych fiziou
lymfocytov a myelémovych buniek. Lymfocyty si immuni-
zované proti urCitému antigénu a maji kratku Zivotnost.
Myelémové bunky st nadorové bunky. Fuziou myelomovych
buniek s lymfocytmi sa lymfocyty stavaji nesmrtelné. Mono-
klonalne protilatky pochadzaji z jediného klonu a su tzko
specifické. Menej Specifické su polyklonalne protilatky. Rozdiel
medzi monoklonalnymi a subjednotkovymi vakcinami je ten, Ze
vakciny moZu obsahovat i antigény.

Niektoré firmy uz takymito postupmi vyrabaju vakciny proti
hepatitide, slintavke a krivacke (virusové ochorenia, ktoré posti-
hujua divoké i domace kopytniky). Pripravuji sai subjednotkové
vakciny proti malarii. Treba tu poéitat s viacerymi determi-
nantmi, kedZe parazit moZze Specifikovat niekolko stoviek roz-
nych povrchovych antigénov.

Pre zaujimavost, napr. cirkumsporozoitny obalovy protein
(CSP) Plazmodium falciparum obsahuje 37 tandemovo
zaradenych jednotiek kodujucich peptid so 4 opakujicimi sa
aminokyselinami (Asn-Ala-Asn-Pro). Dalsie vyvojové stadium
(merozoitné) po opusteni lyzovanych erytrocytov vytvori povr-
chovy S-antigén, ktory ma opakujiice sa sekvencie o dizke 33 bp
pre 11 aminokyselin, opakujuce sa aj 100-krat. Imunitny systém
naraza na viacpocetné tere. Postihnuty sa nestali branit a
podlahne ochoreniu. Vyskumnici pripravili syntetické peptity i
gény pre CSP a S-antigén, na ktoré sa mdéZu imunizaciou
pripravit protilatky.

Pracovnici firmy Gementech v Bostone vyvinuli syntetické
peptity, ktoré maju Struktiru niektorych usekov trans-mem-
branového proteinu HIV (human immunodeficiency virus). Nie
su to iba diagnostické agensy, ale i potencialne vakciny proti
AIDS. Virus pdsobenim mutécii velmi vyrazne meni povrchovy
protein, preto je treba zamerat sa na pripravu polyvalentne;j
vakciny z peptidov, ktoré maju struktiru viacerych povrchovych
proteinov virusu HIV.

Zistilo sa, Ze asi 30% kvasinkovych génov je funkénych v E.
coli. DNA kvasiniek moZe byt klonovana v plazmidoch, ktoré
sa pouZivaji na transformaciu buniek E. coli. Klonovalo sa
niekolko kvasinkovitych génov kédujicich biosyntetické en-
zymy. Kvasinky si zaujimavé z hladiska produkcie amino-
kyselin. Pomocou restrikénych enzymov mdZeme vpravit do
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1. Niektoré agrobaktérie infikuju rastliny a sposobuju tvorbu rastlinnych
tumorov. Cinitefom tvorby tumorov je Ti-plazmid, ktory integruje &ast
svojej T-DNA do chromozomu hostitelskej bunky

2. Vyuzitie Ti-plazmidu ako vektora

viacfunkénych vektorov DNA kvasinek a pomnoZit ich v bak-
tériach E. coli. Opatne, populacia plazmidov z E. coli je
prenosna do kvasinkovitych sféroplastov (obr. 2).

Aplikacia rDNA v rastlinnej vyrobe
O moZnostiach zlepsit vlastnosti rastlin so zameranim na

zvySenie uirody sa diskutuje i z hladiska génovych manipulécii.
Niektoré agrobaktérie z pddy infikuji rastliny a vyvolavaji

tvorbu rastlinnych tumorov. Pri tomto procese je ¢inny Ti-plaz-
mid, ktory integruje &ast svojej T-DNA do chromozému hos-
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Ti-plazmid moZno pouZit ako vektor na
prenos cudzej DNA, ktori vpravime do
plazmidu E. coli pBR 322. Hybridny plaz-
mid sa zmie$a s koloniami agrobaktérii.
Agrobaktérie nesuce cudzi gén sa pouZijii na
infekciu rastlin, ktoré inkorporuji modifi-
kovanu T-DNA do svojich chromozémov.
Pocas transformacie sa T-DNA v¢letiuje na
velmi rozdielne miesta raslinného genému.
Ak sa véleni napr. do strukturalneho génu
pre rastlinny enzym, je tento gén inakti-
vovany. Pomocou restrikénych endonu-
kleaz sa moze vystiepit z rastlinnej DNA i s
okrajovymi sekvenciami. T-DNA sa tymito
hraniénymi sekvenciami méZe pouZit ako
sonda na testovanie kniZnice celkovej rast-
linnej DNA.

Zatial sa pomocou Ti-plazmidu nepoda-
rilo indukovat transformaciu buniek jed-
nokliénych rastlin (kukurice, pSenice a
pod.). Pri kukurici bude snad uspesna cesta
pohyblivych elementov Ds. Ds je nehybny
vo svojom mieste na chromozome, pokial
nie je pritomny druhy element Ac. Pocas
pohybu méZe vyvolat element Ds Siroké
spektrum chromozémovych abnormalit.

Génové inZinierstvo umozni vypestovat
rastliny rezistentné vo¢i stresom prostredia:
fyzikalnym, chemickym a biologickym
(sucho, extrémne teploty, znecistenie
ovzdusia, vody a pody, baktérie, virusy,
plesne, hmyz a ini $kodcovia). Napr. Pseu-
domonas aeruginosa svojimi metabilitmi
chrania korefiovy systém rastlin a semena
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pred skodcami v pode. Rata sa s izolaciou génov zodpovednych
za produkciu biologicky uéinnych latok a s ich aplikaciou do
genomu rastlin. Tak isto moZno ovplyvnit dalsie vlastnosti, napr.
odolnost vo¢i mrazu, ¢i génu pre fixaciu vzdusného dusika.

Ludia a zvierata nedokaZu syntetizovat osem esencialnych
aminokyselin, preto je zloZenie aminokyselin v potrave velmi
dolezité. Pripravili sa klony DNA zasobnych proteinov zo sdje,
fazule, kukurice, pSenice a pod. V tychto génoch moZno urobit
zmeny a zlepsit tak rovnovahu aminokyselin v proteinoch.

Ina moZnost je zaviest nové gény z inych druhov rastlin, napr.
gén, ktorého produkty - proteiny st mimoriadne bohaté na urcité
aminokyseliny, napr. proteiny brazilskych orieskov maji 25%
aminokyselin obsahujucich siru (metionin a cystein). Pritom
napr. proteiny soje a inych rastlin su na tieto aminokyseliny
chudobné. Dalej si to gény ovplyviiujuce rast rastlin, stromov,
ich kvitnutie a zrenie a zrenie plodov. Robia sa napr. pokusy
vniest gény na produkciu ur¢itého insekticidu do rastlin cestou
Ti-plazmidu.

Niektoré aplikacie génového inZinierstva sa skusaji i v
Zivocisnej vyrobe. 1de predovsetkym o pripravu vakcin proti
virusom, bakterialnym, protozoalnym a parazitickym chorobam
zvierat, ako aj o pripravu rastovych hormoénov.

V budicnosti mdZe byt transfer génov jedinym prostriedkom
na prekonanie niektorych chordb. Bude moZné chovat zvierata s
génmi T-tolerancie vo&i urditym ochoreniam.

Predpoklada sa, Ze iba cestou génového inZinierstva sa vyriesi
problém niektorych dediénych chordb, rakoviny a starnutia.

Z hladiska Zivotného prostredia je doleZita najma priprava
mikroorganizmov pomocou rDNA, schopnych efektivne od-
biravat tazko rozlozitelné a toxické substraty, napr. PCB, 2, 3,
7, 8 - tetrachlor-p-dioxin, benzo/a/pyrén, pentachlorfenol, pes-
ticidy. Ich pouzitie je aktualne i pri odsirovani hnedého uhlia a
pri zniZovani obsahu SO v ovzdusi a pod.

To vsak nie je iba zaleZitost biotechnologie, je to zasah do
nukleovych kyselin - zasah do dedi¢nosti, do genofondu. Ide o
velku vedecka revoluciu, jej vysledky su vsak uZitoéné a nevyh-
nutné pre dalsi Zivot na Zemi.
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