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Sve svetske prognoze oko osnova tehnologije 21. veka se slaZzu u tome
da ¢e upravo molekularna biotehnologija biti pokretacka snaga razvoja
savremene civilizacije. Razlog za ovakve prognoze leZi u problemima sa kojima
se ve¢ uveliko susree danaSnja civilizacija. Ti glavni problemi se mogu
relativno lako sumirati u slede¢im izazovima:

1. Dobijanje sirovina za hemijsku i ostale industrije iz drugih,

obnovljivih izvora (npr. biomasa), a ne iz fosilnih goriva €ije su koli¢ine

ogranicene.

2. Dobijanje novih biodegradabilnih materijala.

3. Dobijanje alternativnih formi energije (koriS¢enje sekundarne

biomase i ostalih otpadaka raznog porekla za proizvodnju gasa, alkohola

1 vodonika).

4. Unapredenje poljoprivredne proizvodnje (dobijanje dubriva

organskog porekla, stone hrane, aktivnih i manje opasnih pesticida).

5. Zdravstvena zaStita (proizvodnja novih antibiotika, novih vakcina,

novih lekova i novih dijagnostickih sredstava).

6. ZasStita Zivotne sredine (preciS¢avanje otpadnih voda, razgradnje

polutanata, revitalizacija zagadenog zemljista, itd.).

U najgrubljim crtama, biotehnologija se definiSe kao proces koji koristi
Zive organizme ili njihove delove za dobijanje ili modifikaciju odredenih
proizvoda, kao 1 za razli¢ite vidove usluga (na primer, koriS¢enje
mikroorganizama za preciS€avanje otpadnih voda ili za razgradnju gradskog
dubriva). Uvodenjem najnovijih znanja iz oblasti molekularne biologije u obliku
genetickog inZenjerstva u cilju unapredivanja biotehnoloskih procesa, dobio se
jedan sasvim novi kvalitet, odnosno pocela je da se razvija molekularna
biotehnologija. Umesto da se samo izoluju odredeni proizvodi koje neki
organizam ve¢ sintetiSe, sada je moguce od mikroorganizama, biljnih ili
Zivotinjskih Celija napraviti "bioloSke fabrike" koje ¢e proizvoditi veliku
koli¢inu ekonomski vrednih jedinjenja kao S§to su, na primer, proteini, vitamini,
aminokiseline, antibiotici, itd. S druge strane, geneti¢kim inZenjerstvom je
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moguce povecati proizvodnju ili u samom tom organizmu ili je moguce klonirati
gene za biosintezu tog produkta i prebaciti ih u neki drugi organizam, odnosno
konstruisati transgene organizme.

Znacaj molekularne biotehnologije za opStu proizvodnju hrane,
dobijanja energije i sirovina za razli¢ite vidove industrije, uveava se usled
mogucénosti da se njenom primenom kao izvor polaznog sirovinskog materijala
koriste obnovljivi resursi, kao $to su biomasa, otpaci iz industrije, stocarstva ili
gradskih sredina. Zapravo, sve se viSe radi na unapredenju iskoriS¢avanja
sekundarnih sirovina, koje Cesto stvaraju ekoloske probleme. Na ovaj nacin se
postize dvostruka dobit: reSavanje ekoloskih problema i dobijanje korisnih
proizvoda iz takvih sirovina.

Doprinos geneti¢kog inZenjerstva razvoju molekularne
biotehnologije se ogleda u tome $to omogucava:

1. izuCavanje strukture i funkcije gena svih Zivih sistema koji su
interesantni za manipulaciju, jer determiniSu proizvodnju neke supstance od
komercijalnog znacaja,

2. izazivanje mutacija na specificnom mestu u genu (dirigovana
mutageza) koja za posledicu moze imati povecanje sinteze produkta za koga taj
gen nosi informaciju,

3. prevazilazenje uskih grla u biosintetski razli¢itih metabolita od Koristi,
povecavanjem broja gena koji je odgovoran za sintezu kriticnog enzima u
biosintetskom putu. Povecanje broja gena u ¢eliji omogucéava sintezu tog enzima
u vecoj koli¢ini i na taj nacin povecanu sintezu krajnjeg produkta tog
biosintetskog puta,

4. dobijanje proizvoda koje je na drugi nacin tesko, skupo ili nemoguce
dobiti. Svakako da je najve¢i doprinos genetickog inZenjerstva molekularnoj
biotehnologiji upravo u ovom domenu. Naime, genetiCko inZenjerstvo
omogucéava manipulaciju genima ili bakterijama gena i prebacivanjem tih gena
iz jedne bioloSke vrste u drugu, Sto se u prirodi ne moZe spontano deSavati. S
druge strane, moguce je konstruisati himerne gene (na primer, jedan deo gena
koji kodira proteinazu je poreklom iz jedne, a drugi deo gena koji kodira isti
enzim iz druge vrste) i tako konstruisane gene ubaciti u Zivi organizam. Uopste
uzev, organizmi €iji je geneticki materijal promenjen na nacin koji se ne deSava u
prirodi, odnosno kod kojih je izmena u genetickom materijalu ostvarena
koriS¢enjem genetickog inZenjerstva, nazivaju se opStim imenom geneticki
modifikovani organizmi (GMO). Na taj nacin se mogu dobiti novi bioloSki
sistemi koji se mogu koristiti u biotehnoloSkim procesima (1).

Odluka o primeni molekularne biotehnologije za poboljSanje postojece
biotehnoloske proizvodnje ili za razvoj novog biotehnoloskog postupka, mora
zavisiti od tehno-ekonomske analize celokupnog procesa, koji se Zeli unaprediti.
Ta analiza treba najmanje da sadrZi informacije (a) o raspoloZivom trziStu za
biotehnoloski proizvod (potreba za specificnim proizvodom, u kojoj koli¢ini i
kojoj godiS$njoj dinamici), (b) o dostupnosti i ceni sirovinskog materijala za
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biotehnoloske procese, (c) o razlozima neefikasnosti biotehnoloskog postupka
koji je ve¢ u upotrebi i (d) o postojanju uslova za uspeSnu primenu genetickog
inZenjerstva gde se ustanovi da ova primena moZe dovesti do povecanja
ekonomicnosti biotehnoloSkog procesa.

S obzirom na svoje moguénosti, molekularna biotehnologija daje osnovu
da se u postoje¢im procesima ostvari znacajno veca proizvodnja. Pored toga
pruza mogucnosti otvaranja nove industrijske ere u smislu konstrukcije procesa
koji ¢e omoguciti dobijanje proizvoda koji se na drugi na¢in nisu mogli dobijati
u zadovoljavaju¢oj koli€ini ili koji su dobijani na veoma skupe nacine. Nisu
nerealna ocekivanja da ¢e se primenom molekularne biotehnologije danaSnje
molekularnom biotehnologijom upravo podrazumevaju tehnoloski procesi
zasnovani na GMO, te se u svetu, ne bez osnove, ofekuje da molekularna
biotehnologija postane osnova za razvoj tehnologija 21. veka. Stoga nije ¢udno
Sto je izuzetno veliki broj kompanija orijentisao svoja istraZivanja i razvoj u
oblasti molekularne biotehnologije imaju¢i upravo u vidu potencijale ove
tehnologije 1 sagledavanje razmera razvoja novih proizvoda i usluga, samim tim
i profita (Tabela 1).

Tabela 1. Najuspe$nije biotehnoloSke kompanije - prihod i investicije u 2002.

godini.
Kompanija Prihod ($M) Inves?ig;vl:);s(t;;/f)l vana Odnos
AMGEN 5.523 1.117 4,94
GENENTECH 2.719 623 4,36
SERONO 1.547 358 4,32
CHIRON 1.276 326 3,91
BIOGEN 1.148 368 3,11
QIAGEN 299 28 10,67
AFFIMETRIX 290 70 4,14

Molekularna biotehnologija mikroorganizama

Mikroorganizmi se veoma dugo koriste u razliitim proizvodnim
procesima i manipulacija s njima je relativho dobro poznata. Stoga nije ni cudno
Sto su zapravo mikroorganizmi bili prvi organizmi koji su koriS¢eni za geneticke
manipulacije. S druge strane, mikroorganizmi su najbrojniji Zivi sistemi na
planeti Zemlji sa jo§ wuvek nesagledivim potencijalima. Neki od
mikroorganizama su ve¢ iskoriS¢eni za konstrukciju geneticki modifikovanih
mikroorganizama (GMM), koji imaju prakti¢énu primenu. Bakterije su vaZna
komponenta mikroflore lista biljaka i znacajno uti€u na stanje biljaka, jer od
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sastava ekosistema lista zavisi i kvalitet biljaka. Medu ovim bakterijama najvise
je radeno na Psedomonas syringae koji je definisan kao biljni patogen i uzrok
zamrzavanja biljaka, poSto poseduje svojstvo da se odbrani od zamrzavanja
formirajuéi nukleus kristalizacije leda na biljci. Stoga je konstruisan geneticki
modifikovan P. syringae koji je izgubio sposobnost formiranja kristala leda na
biljci pri niskim temperaturama. To je bio prvi rekombinantni organizam (Ice P.
syringae) koji je svesno puSten u prirodnu sredinu (2). Biljke koje na svojim
listovima imaju geneticki modifikovan Ice P. syringae podnose niZe temperature,
odnosno smrzavaju se na niZim temperaturama nego iste biljke sa P. syringae
divljeg tipa (Slika 1). Mikroorganizmi se ve¢ duZe vreme koriste za ekstrakciju
razli¢itih metala (bakar, zlato, uran) iz jalovina rudnika, $to &ini proces
eksploatacije rudnih bogatstava (Slika 2) mnogo efikasnijim, s jedne, a ujedno
revitalizaciju zemljiSta s druge strane (3, 4, 5).

Nije, takode, ¢udno §to su zapravo mikroorganizmi bili iskori$¢eni kao
domacdini prvog izbora za dobijanje, npr. humanih proteina. Pre uvodenja
genetickog inZenjerstva, najve¢i problem je bio do¢i do dovoljnih koli¢ina
humanih proteina koji se koriste u terapeutske svrhe. Ovaj problem je bilo
moguce prevazi¢i kloniranjem odgovarajucih gena u mikroorganizme, koji onda
mogu da se gaje u relativno jednostavnim medijumima i iz kojih je mogude
izolovati dati proizvod u velikim koli¢inama i na mnogo laksi nacin. Neki od
humanih proteina, koji su dobijeni u procesima molekularne biotehnologije
baziranim na transgenim mikroorganizama su insulin, hormon rasta, interferoni,
interleukini, antitripsin, faktor nekroze tumora, urokinaza, serum albumin, itd.

Slika 1. A) Krompir oSteCen mrazom; B) Krompir sa koga su eliminisane
bakterije odgovorne za formiranje kristala leda.

Efekat jednak ovome moZe se posti¢i ako se biljka poprska bakterijama

Ice P. syringae kojima je sposobnost formiranja kristala leda uklonjena
genetickim inZenjerstvom.
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Slika 2. Tehnoloski postupak dobijanja (izdvajanja) bakra iz jalovine pomoc¢u
specijalnih bakterija. A) JaloviSte pored rudnika, 1983. godina. B) Isti
prostor posle tretmana izluZivanja bakra pomocu bakterija, 1986.
godina.

Molekularna biotehnologija biljaka

Primena genetickog inZenjerstva u manipulaciji biljkama otvorilo je
nesagledive perspektive koriS¢enja biljaka u buduénosti. Glavni cilj molekularne
biotehnologije biljaka je konstrukcija novih varijeteta kultivisanih biljaka
(transgenih biljaka), odnosno poljoprivrednih kultura. Izu€avanja su usmerena
na razvoj varijeteta koji ¢e dati veci prinos sa istim ili pove¢anim hranljivim
kvalitetom biljke. Stoga su ve¢ konstruisane geneti¢ki modifikovane biljke koje
poseduju rezistenciju na insekte, patogene (u prvom redu na viruse), herbicide,
odredene stresne uslove sredine, biljke ¢iji plodovi sporije trule ili biljke sa
izmenjenim kvalitetom ulja ili proteina. Ve¢ u 2000-0j godini, ukupna povrSina
zemljiSta zasejanog transgenim biljkama je bila 44,2 miliona hektara, a porast u
odnosu na 1999. godinu je iznosio 11%. Te godine transgene biljke su se gajile u
13 zemalja sveta i to u SAD (30,3 miliona ha), Argentina (10 miliona ha),
Kanada (3 miliona ha) i Kina (0,5 miliona ha). Transgene biljke se gaje i u
Juznoj Africi, Australiji, Bugarskoj, Francuskoj Nemackoj, Meksiku, Rumuniji,
Spaniji i Urugvaju. U 2000-toj godini je najvise bilo zasejano transgene soje
(25,8 miliona ha), a kukuruza (10,3 miliona ha) i pamuka (5,3 miliona ha).
Transgene biljke tolerantne na herbicide su bile zastupljene sa 74%. Transgene
biljke otporne na insekte su konstruisane ubacivanjem Bt gena odgovornog za
sintezu toksi¢nog proteina za insekte (Bt toksin = CrylAb toksin), a koji je
poreklom iz bakterije Bacillus thuringiensis. Ove biljke su bile zastupljene sa
19% zasejanog zemljiSta (6). Podaci iz 2004. godine govore da se transgene
biljke gaje u 16 zemalja Sirom sveta na povrSini od preko 200 miliona hektara i
da su najbrojnije transgene biljke rezistentne na herbicide, a da prednjaci soja.

S obzirom da su transgene biljke proizvod ljudske aktivnosti i da se
takve ne nalaze spontano u prirodi, organizuju se istraZivanja vezana za pracenje
eventualnog efekta koriiéenja transgenih biljaka na okolinu u kojoj se gaje. Sta
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viSe u mnogim zemljama gajenje transgenih biljaka je regulisano pravilima
definisanim u zakonima/direktivama. Tako je detektovano da se insekticidni Bt
toksin ekskretira iz korena transgenog kukuruza nakon 40 dana gajenja u
laboratorijskim uslovima, ali i u okolini korena zrelog kukuruza u polju, dok Bt
toksin nije naden u zemljiStu na kome nisu rasle transgene biljke kukuruza.
Prisustvo Bt toksina u zemljiStu moZe biti uzrok razvoja Stetnih insekata koji su
otporni na Bt toksin (7). Upravo ovakvi nalazi su inicirali razvoj sistema za
kvantitativnu detekciju genetickih modifikacija kod kukuruza (8). Medutim,
rezultati istraZivanja koja su pratila razgradnju Bt toksina u razli¢itim godi$njim
dobima i trajala ukupno 200 dana su pokazali da se Bt toksin ne razlaZe
kompletno u zemljiStu (9). Mnogo obimnije cetvorogodiSnje studije pracenja
razgradnje Bt toksina u ostacima kukuruza u polju su pokazale da je Bt toksin u
tim ostacima izuzetno nestabilan i da se brzo raspada u zemljiStu, a da mali
procenat moZe zaostati u ¢vrstim delovima biljke (10). Postoje rezultati da kada
se primenjuje na poljima preparat Bt toksina u vidu spreja, ovaj toksin mozZe da
egzistira i bude aktivan u zemljiStu 28 meseci (11).

Agrobacterium tumefaciens je zemljiSna bakterija, koja izaziva nastanak
tumora u inficiranoj biljci i to prebacivanjem gena lociranih na plazmidu (geni
virulencije) u genom biljke, kori§¢enjem informacije smestenoj u delu plazmida
oznatenom kao T-DNK. Prebacena DNK se ugraduje na bilo koje mesto u
hromozomu biljke. Ovo svojstvo A. tumefaciens je iskoriS¢eno za konstrukciju
vektora za transformaciju biljaka tako Sto su geni za virulenciju zamenjeni
genima koji determiniSu rezistenciju na antibiotike (radi selekcije transformanta)
1 sa genom koji nosi korisno svojstvo (npr. tolerancija na hebicide). Za
ekspresiju gena najceS¢e se koristi promotor virusa mozaika karfiola (CaMV
35S). Medutim, A. tumefaciens moze doéi u organizam insekata ili Zivotinja,
koje se hrane inficiranim biljkama. Zato se postavilo pitanje da li T-DNK
bakterije Agrobacterium moZe da inficira animalne celije? Eksperimenti u
laboratorijskim uslovima su pokazali da se ova bakterija veze za i da moZe
stabilno da transformiSe HeLa, neuronske Celije i ¢elije bubrega u kulturi. Sta
viSe, utvrdeno je da se ugradnja T-DNK u hromozom humanih ¢elija vrsi
mehanizmom sli¢nim kako se to deSava u biljnim ¢elijama. Integrisana T-DNK
moze imati efekat mutagena kada se ugradi u hromozom. Utvrdeno je, takode,
da je viralni CaMV 35S promotor aktivan u humanim HeLa ¢elijama (12). Stoga
se, danas, sve CeSce postavlja pitanje sigurnosti koriS¢enja transgenih biljaka za
pripremu hrane za ljude i stoku.

Najinteresantniji aspekt ukljucivanja geneticki modifikovanih biljaka u
proizvodnju je njihovo koriS¢enje u obliku bioreaktora. Biljke relativno brzo
rastu, i lako ih je odrZavati, pri ¢emu proizvode ogromnu biomasu. Stoga bi
biljke mogle biti bioreaktori za proizvodnju komercijalnih proteina, bioplastike
ili specificnih hemikalija. Najnovija istraZivanja govore da ¢e biti moguce
koristiti transgene biljke i viruse biljaka za proizvodnju vakcina protiv bolesti
ljudi, u rasponu od zaStite kvarenja zuba do vakcina protiv kolere, dijareje i
SIDE. Transgene biljke bi direktno sintetisale antitela protiv specifi€nih
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patogena, odnosno predstavljale bi fabrike antitela. Vakcine proizvedene u
biljkama su mnogo jevtinije, jer je daleko lakSe gajiti velike koli¢ine biljnog
materijala nego animalne Celije ili kvasce, koji su, danas, glavni izvori za
pravljenje vakcina. S druge strane, ovakva jevtina produkcija ¢e omoguditi da se
i u nerazvijenim zemljama proizvode vakcine, koje su sada u vecini slucaja
nedostupne tim zemljama zbog visoke cene. Najatraktivnija nauno zasnovana
ideja je da se neke vakcine ugrade u biljke koje se normalno koriste kao hrana, i
da se tako dode do konstrukcije "jestivih vakcina". Naime, ovako konstruisane
transgene biljke imale bi u sebi antigene koji mogu pobudivati imuni odgovor
coveka ili Zivotinje koji jedu takve biljke (13, 14, 15, 16, 17). KoriS¢enje
transgenih biljaka za dobijanje farmaceutskih proizvoda je izuzetno veliki biznis
tako da, na primer, u SAD-u potraZnja za ovim proizvodima raste stopom od
13% godiSnje, a 2004. godine je njihovo trziSte dostiglo vrednost od 28 milijardi
dolara.

Dobijanje biodegradabilne plastike je veliki izazov savremene
civilizacije. Tokom poslednje decenije je mnogo paZnje posveceno razvitku
nove biodegradabilne plastike, odnosno plastike koja se moZe u prirodnim
uslovima razgraditi do sastavnih delova, koji ne opterecuju, zagaduju Zivotnu
sredinu. Ovo interesovanje je u najve¢oj meri upravo pokrenuto zbog ekoloski
Stetnog dejstva postojecih sinteti€kih plasticnih masa petrohemijskog porekla,
koje su nerazgradljive prirodnim putem, kao i problema njihovog odlaganja.
Medu mnogim razgradljivim plastikama koje su poznate, najviSe paZnje je
pocelo da se pridaje grupi polyhydroxyalkanoata (PHA) t.j. poliesterima za koje
se od ranije zna da ih sintetiSu neke bakterije. Ovi polimeri predstavljaju vredan
izvor bioloSki razgradljivim biomaterija neSkodljivih po okolinu. Mogu se
koristiti za Sirok spektar proizvoda, kao na primer: sudova u prehrambenoj
industriji, folija za pakovanje, higijenskih proizvoda, u medicinskoj industriji za
proizvodnju implantata ili za proizvodnju gaza, plasti¢nih folija za staklenike itd.
Vecina biodegradabilnih plastika se mogu samo delimi¢no razgraditi i to do
produkata, konstituenata, koji se dalje ne mogu razgradivati i to bilo
fotohemijski, bilo pomoc¢u neenzimske hidrolize. Za razliku od ovih plastika,
PHA se mogu potpuno razloZiti do ugljen dioksida i vode delovanjem odredenih
mikroorganizama. Prema tome, proizvodi za Siroku potroSnju napravljeni od
PHA, mogu se potpuno razloZiti pod dejstvom tih bakterija, u prirodnim
uslovima komposta, odnosno zemljiSta. Sinteza PHA u biljkama je prvo
proucavana ekspresijom gena za sintezu polihidroksibutirata (PHB), kao forme
PHA, bakterije Ralstonia eutropha u biljci Arabidopsis thaliana. Pokazalo se da
su tako dobijene transgenske biljke sintetiuSu PHB (Slika 3), koju akumuliraju
iskljucivo u plastidima. Maksimalna koli¢ina bioplastike detektovane u listovima
transgene A. thaliana je bila 10-14% suve materije (18, 19). Sinteza PHB je
ostvarena 1 koriS¢enjem transgene deteline alfalfa (Medicago sativa L.).
Transgena detelina je konstruisana prebacivanjem tri gena za sintezu PHB iz iste
bakterije, a transgene biljke su sintetisale bioplastiku u koli¢ini od 40% suve
mase (20). Bioplastika je sintetisana i u transgenom pamuku (21).

95



Slika 3. Proizvodnja bioplastike u Arabidopsis italiana.

Pored plastike, konstruisane su transgene biljke koje proizvode
specificne hemikalije, tako da se potreba za naftom kao sirovinom u ovom
domenu proizvodnje smanjuje Medutim, jo§ uvek je rentabilnost proizvodnje
petrohemijski veca nego koris¢enjem transgenih biljaka (Tabela 2).

Tabela 2. Uporedni pregled vrednosti proizvoda ($/kg)

Proizvod Petrohemijski proces Transgena biljka
Adhezivi 3,30 2,80
Sircetna kiselina 0,66 0,75
Pigmenti 4,00 11,60
Plastika 1,00 4,00

Molekularna biotehnologija Zivotinja

Razvitak istraZivanja u molekularnoj biologiji je omogucio inZinjerisanje
transgenih Zivotinja, tj., Zivotinja koje nose gene poreklom iz drugih vrsta. Prva
transgena Zivotinja je bio mi§ (22). Ubrzo iza toga, molekularna biotehnologija
je omogucila konstrukciju transgenih zeceva, svinja, ovca i krava (23, 24, 25,
26). Postojala su tri osnovna razloga za konstrukciju transgenih Zivotinja. Prvo,
da se konstruiSu Zivotinjski model sistemi za izucavanje molekularnih osnova
bolesti (27). Veliki prodor u ovom segmentu je bio realizacija patenta od strane
nau¢nika sa Harvard univerziteta, SAD, koji su konstruisali miSa, nazvanog
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OnkoMis (OncoMouse), koji je imao gene koji promoviSu razvoj razli€itih vrsta
kancera coveka (28).

Do uvodenja molekularne biotehnologije u stocarstvo, nove Zivotinjske
rase su dobijane mukotrpnim ukrStanjem i selekcijom, pri ¢emu su se za, dalju
oplodnju, birale one jedinke koje su imale bolje karakteristike (davale viSe
mleka, imale bolji kvalitet vune, imale vecu telesnu masu, ili davale viSe jaja).
Taj proces je bio vremenski jako dug i u velikom broju slucajeva neprecizan.
Stoga je drugi interes bio da se molekularna biotehnologija iskoristi za
konstrukciju transgenih Zivotinja koje ¢e imati poboljSane ili razvijene nove
ekonomski znacajne osobine na efikasniji na¢in. Na primer, za povecanje mase
Zivotinja radi dobijanja vece koli¢ine mesa kori§¢eni su hormoni, ali se
ispostavilo da se ostaci hormoni nalaze u finalnim mesnim proizvodima i da
imaju $tetno dejstvo na ljudski organizam.

Tradicionalni selekcioneri i molekularni biotehnolozi bi voleli da se
ostvari prognoza da ¢e budu¢e domace Zivotinje mnogo efikasnije iskoriS¢avati
unetu hranu, da ¢e imati meso boljeg kvaliteta (manje masnoce ili holesterola, na
primer) (29, 30), da ¢e dorastati veli¢inu prihvatljivu za trzite brze i da ¢e biti
otporne na danaSnje bolesti koje desetkuju populacije i ostvareni profit. Jedan od
ciljeva primene molekularne biotehnologije je, na primer, dobijanje krava koje
bi proizvodile mleko drugacijeg kvaliteta. Glavni proteini mleka su o, B i K
—kazeini. Medutim, koli¢ina sira proizvedena od mleka najviSe zavisi od
sadrzaja K—kazeina, i zbog toga je cilj da se poveca eksprimiranje transgena za K
-kazein. Druga osobina mleka na koju se moZe uticati ovom metodom je sadrZaj
laktoze. Pojedine osobe ne mogu da toleriSu prisustvo laktoze u mleku ili u
mlecnim proizvodima. Ukoliko bi se dobile transgene krave koje bi imale gen za
razgradnju laktoze, moglo bi se dobiti i mleko bez ovog Secera. Rad na
proizvodnji transgenih pili¢éa se usmerava na to da je efikasniji prirast miSica
pileta, da se poveca produkcija jaja i da pili¢i budu otporniji na bolesti, ali da se
za ostvarenje ovih ciljeva ne koriste hemikalije.

Tre¢i interes je prilaz konstrukciji transgenih Zivotinja koje bi bile
bioreaktori za dobijanje vaZnih proteina od medicinske vaZnosti
(biofarmaceutici) (Tabela 3) ili izvori ksenotransplantata. Sa uspehom su
dobijene transgene ovce i koze koje sekretuju humane proteine u svom mleku.
Geni za humane proteine se eksprimiraju u mle¢nim Zlezdama a prisustvo datog
proteina u mleku nema nepovoljno dejstvo ni na samu Zivotinju ni na njeno
potomstvo koje se tim mlekom hrani. Ispitivanja su pokazala da ovako dobijeni
bioloski aktivni proteini (na primer, tkivni aktivator plasminogena, urokinaza, o
\—antitripsin, faktor koagulacije IX, laktoferin) imaju aktivnost sliénu onima
dobijenim iz ljudskih tkiva (31, 32, 33).
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Tabela 3. Dobijanje proteina od medicinske vaZnosti (biofarmaceutika)
izolacijom iz mleka transgenih Zivotinja.

Domacin/Sintetisani Poreklo Nivo ekspresije
. Promotor
protein transgena gena (mg/ml)
KRAVA
Laktoferin cDNK Govedi a4-kazein ND
Humani o-lactalbumin NA NA 2.4
KOZA
Anti-trombin-III NA Koziji B-kazein 14
a-Antitripsin ... .
(a-inhibitor proteinaze) NA Koziji f-kazein 20
Hormon rasta NA Retrovirus 1,2x10*
Monoklonska antitela . .
(za kancer kolona) Genomski | Koziji B-kazein 10
Tkivni plazminogen ¢DNK Koziji p-kazein 6
aktivator
SVINJA
Faktor VIII cDNK Viralni 3
Protein C cDNK Viralni 1
OVCA
a-Antitripsin . Ov¢iji
(a-inhibitor proteinaze) Minigen B-laktoglogulin 35
Faktor VITI ¢DNK OvEiji ND
B-laktoglogulin
Ov¢iji
Faktor IX cDNK B-laktoglogulin 0,005
oo .| Ov¢iji
Fibrinogen Genomski B-laktoglogulin 5
ZEC
. Fuzioni Ov¢iji
Kalcitonin protein B-laktoglogulin 21
Ilnsuhnu—shcan faktor rasta DNA Govedi a,-kazein 1
Interleukin-2 Genomski | Zeciji B-kazein 0,0005
: . Govedi
Eritropoetin cDNA B-laktoglogulin 0,05

NA = nije poznato; ND = nije odredeno

Godine 1997. dobijena prva transgena krava, nazvana “Rozi”, Cije je
mleko sadrZavalo 2,4 gr/lL humanog proteina o-laktalbumina. Ovo mleko je
mnogo bolje za upotrebu u nutritivnom smislu nego mleko goveda pogotovu za
bebe ili osobe sa specijalnim nutritivnim ili digestivnim zahtevima.
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Veliki broj pacijenata umire godiS$nje usled nedostatka srca, jetre ili
bubrega za transplantaciju. Stoga je pitanje dobijanja ksenotransplantata
izuzetno znacajno (34). Na primer, samo je u Velikoj Britaniji potrebno oko
5000 organa za transplantaciju. Eksperimenti su pokazali da transgeni prasic¢i
mogu biti odgovarajuéi izvor organa za transplataciju koji se ne¢e odbacivati od
strane Coveka kao primaoca organa (35, 36, 37). Interesantan je i pristup
koriS¢enja transgenih Zivotinja za dobijanje novih materijala. Tako su 2001.
godine u kompaniji Nexia Biotechnologies u Kanadi, nau¢nici konstruisali kozu,
koja ima gen za sintezu svilenog vlakna (“web” protein) pauka. Taj protein se
izlu¢ivao u mleku transgenih koza. Sakupljanjem svilenih vlakana i njihovim
upredanjem dobio se novi materijal nazvan “biocelik”. Biocelik je izuzetno lak,
¢vrst i rastegljiv materijal koji je lakSi od celika ili plasticnih materijala, a
mnogo otporniji na naprezanje. Stoga se planira koriS¢enje ovog biomaterijala u
vojnoj industriji, astronautici i izradi medicinskih pomagala za coveka (npr.
vestacke tetive, kukovi).

Molekularna biotehnologija i savremena medicina

Postoji preko 1000 razli¢itih bolesti za koje se zna da su nasledne. Neke
se javljaju sa malom ucestalo$¢u u populaciji, a samo pojedine - sa relativno
velikom ucestalos¢u (1 na 10000 novorodenih). Primarni zadatak istraZivanja u
humanoj molekularnoj genetici je da se utvrdi kakvih oSte¢enja ima na nivou
gena, i kako ta oStecenja uticu na simptome odredenog geneti¢kog oboljenja.

Jedan od pristupa izu€avanju naslednih bolesti je da se izoluju defektni i
normalni gen, $to omogucava njihovu komparativnu analizu. U slucaju kada se
odredi izmenjeni gen koji uzrokuje bolest, mogucée je razviti dijagnosticke
testove za njegovu preciznu detekciju koriS¢enjem molekularne biotehnologije.
Pomocu ovih testova, moguce je sa velikom pouzdanos¢u utvrditi, na primer, na
samom pocetku trudnoce da li ¢e se roditi dete sa "zdravim" ili "bolesnim"
genom. Pored dijagnostike, poznavanje promena na nivou DNK moZe da dovede
do boljeg razumevanja molekularne osnove odredene bolesti, a samim tim i do
iznalaZenja najboljeg reSenja za njenu terapiju.

Kloniranje normalnog gena, §to omoguc¢ava molekularna biotehnologija,
koji je u izmenjenoj formi odgovoran za neku bolest moze da se iskoristi za
lecenje bolesti, 1 to na genetickom nivou. Zbog toga su ove procedure dobile
naziv genska terapija. Genska terapija moZe da se vrsi na ¢elijama u kulturi koje
se zatim vracaju u oboleli organizam (genska terapija ex vivo) (38) ili se, pak,
normalni gen direktno ubacuje u odgovarajuce tkivo pacijenta (genska terapija in
vivo) (39).

U genskoj terapiji ex vivo, koriste se ¢elije dobijene od samog pacijenta,
1 njihov geneticki defekt se ispravlja ubacivanjem normalnog gena. Sledeci
korak je selekcija celija sa Zeljenim karakteristikama, i takve Celije se gaje u
kulturi da bi se zatim vratile u pacijenta. Prednost ovakvog nacina genske
terapije je u tome Sto se radi o autolognim ¢elijama koje imuni sistem pacijenta
ne odbacuje. Medutim, to ovu metodu ¢ini izuzetno skupom i dugotrajnom posto
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ceo put mora da se prede za svakog pacijenta ponaosob. Zbog toga se radi na
izolovanju ¢elija koje bi bile univerzalni donori, odnosno ¢elija koje bi mogao
prihvatiti imuni sistem bilo kog pacijenta. Jedna od testiranih strategija genske
terapije ex vivo zasniva se i na kori$¢enju glatkih miSi¢nih ¢elija koje se nalaze u
krvnim sudovima. Ove celije je moguce vratiti u organizam nakon toga §to se
hirurSkim putem izazove mala ozleda na krvnim sudovima. U toku zaras¢ivanja
ovakve rane, strane celije, odnosno genetic¢ki izmenjene celije postaju deo tkiva.
Prednost ove metode je Sto se geneticki inZenjerisane Celije nalaze u kontaktu sa
cirkulatornim sistemom, i $to mogu da izluCuju Zeljeni protein direktno u
krvotok. Pored geneti¢ki determinisanih bolesti, postoji moguénost da se genska
terapija koristi i u lecenju pojedinih tipova malignih oboljenja.

Za gensku terapiju in vivo razvijaju se mogucnosti unosenja zdravog
gena direktno u odredeno tkivo pacijenta pomocu Ciste plazmidne DNK ili
pomocu pojedinih virusa kao $to su geneticki inZenjerisani adenovirus ili herpes
simpleks virus (40). Bez obzira na to kakav vektor se koristi u genskoj terapiji in
vivo, neophodno je da se vodi ra¢una o tome da ti vektori, odnosno geni koje oni
nose, budu tkivno specifi¢ni. To je moguce posti¢i tako Sto bi se koristili virusi
koji specificno napadaju samo odredena tkiva, ili bi pak gen koji se unosi bio
pod kontrolom signald za ekspresiju koji mogu da budu prepoznati samo u
ciljnim tkivima. Takvu moguc¢nost pruZza herpes simpleks virus, koji inficira
samo nervne Celije, i koji bi u skorijoj buduénosti mogao da se koristi za lecenje
pacijenata sa neuroloskim poremecajima.

Koriste¢i animalne sisteme, naucnici su pokazali da je ovakav vid
terapije izvodljiv. Nizom eksperimenata je pokazano da je moguce ubaciti
plazmid sa kloniranim genom za protein distrofin u miSi¢ne Celije laboratorijskih
Zivotinja gde se ovaj gen uspesno eksprimira. Na taj nacin je moZzda otvorena
mogucénost za le¢enje DiSenove (Duchenne) miSiéne distrofije. Ipak je mozda
najve¢i napredak napravljen u pokuSajima terapije malignih tumora mozga
pomocu retrovirusnog vektorskog sistema. U testovima sa eksperimentalnim
Zivotinjama je pokazano da se ovakav vektor ubacuje samo u maligne Celije
mozga koje zatim bivaju uniStene, dok ceo tretman nema nikakvog efekta na
zdrave celije mozga. Zbog izuzetnog uspeha ove metode, ve¢ su dobijene
dozvole za klini¢ko testiranje na pacijentima, dobrovoljcima, sa malignim
tumorima mozga koje nije moguce operisati.

Imajuéi u vidu znacaj doprinosa molekularne biotehnologije u medicini
Dr Francis Collins, direktor Americkog nacionalnog instituta za izucavanje
genoma coveka (U.S. National Institute of Human Genome Research) dao je
predvidanje postgenomskih inovacija u narednih 40 godina. On je podelio
postgenomsku eru u Cetiri faze.

Faza 1 (5 godina) — (a) naglo ubrzanje razvoja molekularnih
dijagnostickih testova; (b) identifikacija molekularnih podtipova glavnih
oboljenja coveka.

Faza II (10 godina) — (a) rastu¢i broj terapija baziranih na ciljano
delovanje na odredene molekule u organizmu; (b) definisanje

100



farmakogenomskih markera za prac¢enje odgovora pacijenta na lekove; (c) razvoj
novih proba za vizualizaciju pracenja funkcija organizma; (d) razvoj testova za
predvidanje vise od 20 izmenjenih genetickih stanja koje vode oboljenju.

Faza III (15 do 20 godina) — (a) testiranje razli¢itih populacija za
formiranje baze podataka o genotipovima; (b) konstrukcija lekova za dijabetes,
protiv visokog krvnog pritiska, razli€itih vrsta kancera i drugih bolesti; (c)
podela terapije opSteg tipa na podtipove, a prema razli¢itosti u genotipovima; (d)
potpuna primena regenerativne medicine (dobijanje sopstvenih tkiva za
presadivanje od somatskih ¢elija); (e) genska terapija (zamena gena) in utero i u
odraslih ljudi.

Faza IV (30 godina) — (a) geni odgovorni za starenje c¢e biti
determinisani i biti koriS¢eni na klinikama za produzavanje ljudskog Zivota; (b)
sveobuhvatna zdravstvena zaStita bazirana na genomici.

Molekularna biotehnologija i etika

U ovom pregledu su iznete samo neke mogucnosti molekularne
biotehnologije koje su ve¢ uveliko zaZivele u praksi. Zato postoji opravdano
miSljenje da ¢e akumulacijom znanja ti potencijali biti jo§ viSe koriS¢eni.
Razvijanje potencijala genetickog inZenjerstva svakako se ne zavrSava dosad
postignutim rezultatima. Naprotiv, mnogi problemi savremene civilizacije ¢e se
verovatno, u godinama koje nailaze, najuspeS$nije reSavati potencijalima
molekularne biotehnologije. Medutim, tu se otvara ozbiljno pitanje etickog
razmatranja na koji nacin i u kojoj meri ¢ée se primenjivati molekularna
biotehnologija. Imajuéi u vidu aktivnost coveka, na primer, u dobu nuklearne
energije i moguénosti zloupotrebe naucnih saznanja, savremena civilizacija se
nalazi pred ozbiljnim iskusSenjima. Neosporno je da molekularna biotehnologija
nudi fantasticne mogucnosti, ali i u pozitivhom i negativhom smislu po ¢oveka.
Koja orijentacija ¢e preovladati i kako uspostaviti regulativu koju ¢e svi koji su
ukljuceni u rad u molekularnoj biotehnologiji su klju¢na pitanja? Drugo, imajuci
u vidu koristi koje se mogu dobiti koriS¢enjem molekularne biotehnologije
postavlja se pitanje odredivanja balansa izmedu korisnog i Stetnog.

Osnovna eticka pitanja na koja se ve¢ trazi odgovor se mogu formulisati
na tri op$ta nivoa.

1. Posledica po zdravlje Coveka, Zivotinja i Zivotnu sredinu.

2. Socijalne i ekonomske posledice.

3. Obim odgovornosti nau¢nika, koji se bave tom oblas¢u.

S obzirom da je molekularna biotehnologija relativno nova nauka
normalno je da ne postoji jo§ uvek dovoljno nau¢nih podataka o bezbednosti
koriS¢enja njenih rezultata u praksi. Stoga se pitanje koriS¢enja GMO mozZe
posmatrati na tri nivoa;

(a) da li ima dovoljno informacija o potencijalnom negativnom efektu na
biodiverzitet i ekoloske procese u celini? Ili, da li ima efekta na zdravlje ljudi i
Zivotinja?
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(b) kompleksnost ekosistema i multicelularnih organizama ¢ini veoma
teSkim da se uradi predvidanje potencijalnog negativnog efekta na njih sa
dovoljnom pouzdano$¢u.

(c) jo§ uvek nije razvijen potpuno pouzdan sistem pracenja prisustva
GMO u Zivotnoj sredini, kao i metode za pracenje efekta na ljudsko zdravlje.

Imajuéi sve ovo u vidu, potrebno je precizno definisati sve mere
preventive i procena rizika koriS¢enja GMO u bilo kom obliku. U pripremi i
primeni preventivnih mera i regulative u oblasti koriS¢enja GMO, kao i u
realizaciji eksperimetalnih testova o eventualnom ugroZavanju Zivotne sredine i
ljudskog zdravlja moraju biti ukljuéeni naucni radnici iz razli€itih disciplina. S
druge strane, izuzetno je znacajno ukljuciti i druge sektore druStva, a ne samo
nauc¢nike, u donoSenje odluka o koriS¢enju GMO, radi informiranosti najSire
populacije stanovniStva.
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