Vladimir Vondrejs

Nové moZnosti genovych modifikaci
se vyvijeji paralelné s novymi
bezpecnostnimi opatrenimi

Zahy poté, co se genové inZenyrstvi oddélilo od molekularni biologie, bylo jas-
né, ze vznika nova technologie, ktera pomiize nejen zakladnimu biologickému
vyzkumu, ale také osvézi zcela origindlnim zptisobem rozvoj biotechnologii.
Pozdéji se ukazalo, ze prakticky vyznam je jesté mnohem $irsi, nez se ptivodné
ocekavalo. Podobné jako pri praci s ohném muze vsak dojit i pfi vyuzivani
této technologie k pripadnému ohrozeni a dokonce k zneuziti. V tomto ¢lanku
ukazuji, Ze genovi inzeny¥i vénuji bezpecnosti od samého pocatku velkou pozor-
nost, ktera je demonstrovana na prikladech z historie vyvoje stale dimyslnéj-
sich bezpecnostnich opatfeni.
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V prvni etapé rozvoje genovych modifi-
kaci se vétsinou pouzivala technologie re-
kombinantni DNA, zavedena zakladateli
této nové védecko-technické discipliny
(Cohen, Boyer a Berg 1971-73). Vhodné
upraveny modifikacni gen byl vloZen do
vektoru (pfenasece) odvozeného od plaz-
midu nebo virové DNA (S. N. Cohen a kol.
1973; obr. 1). Vektor, pomocna molekula
DNA, byl vybaven tak, aby zajistil udrzeni
a piipadné i projev cizorodého genu v no-
vém organismu, a déle tak, aby bylo mozno
snadno rozeznat, anebo dokonce selekto-
vat modifikovany organismus. Tento po-
stup se pouziva dodnes.

Pokud bylo tfeba modifikaci organismu
zalozit na odstranéni funkce néjakého
genu, zvoleny gen mohl byt poskozen pt-
sobenim mutagenniho faktoru, coZ je po-
stup aplikovatelny relativné snadno pouze
u haploidnich bunék bakterii. Genové inze-
nyrstvi nabidlo fadu novych postupt pro

nédhodné anebo cilené poskozovani gent,
napt. velmi elegantni technologii ,. knock
out” (W. Kokotek, W. Lotz 1989; obr. 2),
které je vSak snadno pouzitelna jen u né-
kterych druht organismi (napf. u kvasi-
nek). Organismus musi vykazovat zna¢nou
schopnost rekombinovat DNA v tsecich
vyznacujicich se shodnym pofadim bazi
(tzv. homologni rekombinace), jinak je
aplikace této technologie velmi pracna
a naro¢nd na vybér sprdvného zdsahu na
pozadi zdsahi nespravnych. Rekombina-
ce je pochod, ktery miZe vyvolat reorga-
nizaci chromozoméalni DNA v buitikéch.
Nejbéznéjsi je rekombinace homologni
probihajici v oblastech dvoufetézcové DNA,
které si sekvenci nukleotidti odpovidaji.
Podili se na ni fada riznych bunéénych
proteinti.

Velkého pokroku v této oblasti bylo do-
sazeno v druhé etapé rozvoje genového
inZenyrstvi za pomoci technologie vyuzi-
vajici RNA, jejiz rizné varianty dovoluji

,umlcovat” vybrané geny, aniz bychom je
poskodili. Patf{ sem napft. anti-sens techno-
logie (J. Abelson a kol. 1999; obr. 3), ktera
je pouzitelna jak u prokaryotickych, tak
u eukaryotickych organismi. Je zaloZena
na zjisténi, Ze pre-mRNA je obtiZzné modi-
fikovatelnd na mRNA a ta je nevhodna
jako ptfedloha pro syntézu proteinu, po-
kud vytvaii s anti-sens RNA dvojitou $rou-
bovici. Navic se u eukaryotickych bunék
mohou objevit efekty odpovidajici RNA-
interferenci. Vneseni umélého genu pro
vhodnou anti-sens RNA do buiiky tedy
miuze specificky zabranit projevu zvolené-
ho genu. Dalsf metoda pro cilené ,,umlco-
vani“ gentu (,knock down®) je zaloZena
pouze na principu RNA interference. RNA
interference je pochod, ktery reguluje na
posttranskripéni drovni projev gent ve
vét§iné eukaryotickych bunék. Regulac-
nim agens je dvoufetézcova RNA, ktera je
homologni s dostateéné dlouhou ¢&asti
genu. Na regulaci se podili dvé skupiny
proteint, jejichZ seskupeni se oznacuji
jako DICER, resp. RISC. V pribéhu pocho-

1 Zjednodu$ené schéma postupu s vy-
uzitim technologie rekombinantni DNA
(priklad). Vektor plazmidového typu (V),
restrikéni endonukledza (napt. BamHI),
upraveny modifikaéni gen (M), ligaza,
rekombinantni DNA (MV), buiiky nové-
ho hostitele (napt. bakterie Escherichia
coli — E), genové modifikované buiky
(EM) obsahujici rekombinantni DNA.

2 Princip technologie ,.knock out”
(priklad). Delece genu (,.knock out®)
vymeénou za gen pro rezistenci k antibio-
tiku kanamycinu (KAN-R). Vektor

s genem KAN-R poslouzi pro namnozeni
KAN-R pomoci polymerazové fetézové
reakce (PCR). Pouzijeme-li primery

s dostatec¢né dlouhymi nastavci N1 a N2
homolognimi ke krajim genu k likvidaci
(GKL), vzniknou nastavené kopie, které
poslouzi pro homologné rekombinaéni
vyménu. Uvolnény GKL zanikne a buii-
ka, v niz probéhla vymeéna, je rezistentni
vuci kanamycinu a geneticinu, ktery méa
s kanamycinem sdruZenou rezistenci.
Napt. u kvasinek geneticin slouz{ pro
selekci , knock out” bunék, které ztratily
vybrany GKL, protoZe kanamycin do
jejich bunék nevstupuje.
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du se pavodni RNA nejprve §tépi na kratsi
useky (siRNA), potom se jeden Fetézec RNA
degraduje a nakonec se indukuje obvykle
pretrZeni uvnitf homologniho transkrip-
tu, po kterém nasleduje jeho postupna de-
gradace. Tim je exprese genu ,,uml¢ena“.
V nékterych pfipadech dochazi k ,,umlce-
ni“ aZ na transla¢ni drovni. Pro umléeni
umeélé se vétsinou pouzivé jako siRNA
vldsenkova RNA — shRNA. Vnési se napft.
umeély gen pro vhodnou siRNA vytvétejici
vlasenku, jejiz ,,stonek” je homologni s vy-
branou ¢asti genu, kterd v soucinnosti
s buné¢nym systémem pro realizaci RNA
interference zabrani projevu vybraného
genu na posttranskripén{ trovni (A. Z. Fire
a kol. 1998 — objev RNA interference, P. Pad-
dison a kol. 2002 — uplatnéni malé vlasen-
kové RNA; obr. 4). Jeji nevyhodou vsak
byva nékdy netplnost potlaceni projevu
vybraného genu.

Béhem celého vyvoje strategii modifika-
ci se navic vyuzivd poznatkd o promoto-
rech a dalsich pfirozenych regulétorech
genové exprese. Na jejich zakladé 1ze za-
jistit projev genu ve vsech ¢i pfednostné
pouze v uré¢itych organech modifikované-
ho mnohobunééného organismu (napf.
pouze v organech pohlavnich), anebo lze
projev genu povzbudit ¢i potlacit zvnéjsku
(napt. pfidanim nizkomolekularntho regu-
latoru, jenz specificky ovliviiuje frekvenci
iniciace (zahajeni) transkripce na genu
pod kontrolou uré¢itého promotoru). Zvlas-
té vyznamnou moznost pfedstavuje regu-
lovani iniciace transkripce napf. pomoci
raznych nizkomolekularnich latek, kterd
je vyuzitelna u prokaryot i eukaryot.

Vyvoj bezpec¢nostnich opatfeni

Ta tam je doba, kdy vefejnost o moznos-
tech genovych modifikaci nic nevédéla
a kdy védci-zakladatelé nového védecko-
technického zaméfeni prozivali trauma
z moznych neblahych nésledkt svého po-
¢indni pouze uvniti védecké komunity.
Ta tam je i doba, kdy ¢ast vefejnosti, pod-
porovana nékterymi odborniky a hlavné
sdélovacimi prosttedky, kategoricky z&-
dala uplny zdkaz genovych modifikaci,
i kdyz byl genové modifikovany organis-
mus (GMO) pouzivan tieba jen v uzaviené
laboratofi. JiZ dlouho se také masové ne-
demonstrovalo proti primyslovym apli-
kacim GMO v uzavienych provozech.
Ukézalo se totiz, Ze riziko iniku GMO
z uzavienych prostort je pfi volbé sprav-

Ziva 3/2010

nych postupt konstrukce GMO, pti néle-
zitém vybaveni manipula¢niho prostoru
a dostate¢né zodpovédnosti obsluhy zane-
dbatelné. Zd4 se, Ze vétsina lidi jiz dnes
v tuto zkuSenost véfi. Kromé toho, tato
¢ast aktivit je pfiméfené osetfena zakony,
které proveéfil ¢as. Lidé vétsinou také véri,
ze lze ohlidat produkci krmiv a potravin
vyrdbénych z GMO provéfovanim napf.
toxickych nebo alergennich vlastnosti vy-
robk, které jsou navic znaceny, takze se
kazdy zakaznik mtize rozhodnout, zda si
je koupi.

S prelomenm tisicileti se hlavnim disku-
tovanym problémem stdva uvoliiovani
genové modifikovanych plodin (GMP) do
vefejného prostoru. Sklizern prvnich GMP
v USA (1996) probéhla bez vaznych pro-
blém1i, zato v Evropé byl vyvoj dramati¢-
t&jsi. Doslo i k plenéni pokusnych poli.
Napf. v r. 2003 byla narusena asi polovina
zapocatych polnich pokust ve Francii.
V soucasnosti se viak zd4, Ze spory mezi
piiznivci a odpirci pozvolna pfechazeji
do kultivovaneéjsi verbalni podoby.

Nejzavaznéjsi soucasné namitky proti
uvoliiovani GMP jsou tyto:

e U pohlavné se rozmnozujicich rostlin je
nebezpeci kontaminace krajiny spojeno
s pfirozenym pienosem gent (napt. pro
odolnost viadi riznym herbicidtim nebo in-
sekticiddm na pyry a jiné rostliny) pylem,
pficemz moznost mezidruhového pfenosu
je sice relativné vzacnd, ale ponékud béz-
néjsi nez u jinych taxonu. Tyto pfenosy by
mohly vyvolat neZadouci a nevratné zmé-
ny v Zivotnim prostiedi (napf. zapleveleni
vysoce odolnymi pyry).

e Vypadavani semen a ¢asti rostlin pfi
dopravé a jinych manipulacich s GMP
muize zpusobit ztratu kontroly nad jejich
§ffenim po krajiné.

e Pfenos genti na nemodifikované rostliny
stejného druhu miize ohrozit napf. doto-
vané tzv. organické (,,ekologické”) zemé-
délstvi a pochopitelné i svobodu téch,
kte¥i péstuji geneticky nemodifikované
plodiny pro svou potiebu, protoze GMP
napi. z osobnich dtvodt odmitaji.

Pfi modifikaci bakterii byla vyzkou$ena
a osvédcila se pomérné jednoducha opa-
tfeni, kterd zabrariuji iniku rekombinant-
ni DNA, resp. rekombinantniho organis-
mu. Pokud se zajisti, Ze pouzity vektor
bude mit poskozeny gen nezbytny pro
reprodukci rekombinantni DNA, a to napf.
pomoci mutace vedouci k vzniku ,,pfed-
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3  Princip ,,anti-sens“ technologie.
Nasednutim RNA-polymerazy (velkd $ip-
ka) na promotor je ur¢en smér transkrip-
ce a vybér fetézce DNA pro kopirovani
podle zdkona komplementarity (dvojita
gipka). Vznikla mRNA 1 pofadim bazi
odpovidé teckovanému fetézci DNA.
Kdyz na izolovaném genu vystfihneme
kédujici tsek, obratime jej a vlozime
zpét za promotor, smér transkripce zusta-
ne nezménén, ale mRNA 2 bude odpovi-
dat Fetézci bez tecek, ktery mé obrdcené
pofadi bazi vzhledem k pivodnimu
stavu. Je-li mRNA 1 a mRNA 2 produko-
vana ve stejné butice, spoji se na zakladé
komplementarity. Spojené fetézce se
nehodi pro dalsi kroky projevu genu

a gen je tak ,,umlcen”.

4 Princip ,,uml¢ovani“ projevu genu na
zakladé RNA interference (zjednodusené
schéma). Pro uml¢eni vybraného genu
1ze pouzit napf. tzv. siRNA (vlasenkova
RNA, jejiz stonek je dvoutetézcovy

a homologni s isekem genu k uml&eni —
GKU), které je kédovana umélym genem
vnesenym do organismu na vhodném
vektoru. K ,,umléeni® dochézi v tomto
piipadé mechanismem obdobnym jako

u RNA interference, tj. na posttranskrip¢-
ni drovni.

¢asného” terminaéniho kodé6nu, potom se
muZe vektor a rekombinantn{ DNA repro-
dukovat jen v organismu, ktery nese dalsi
mutaci, napf. v néjakém genu pro tRNA,
diky které vznikne mutantni tRNA schop-
né zafadit vhodnou aminokyselinu v mfis-
té terminac¢niho kodénu. Pokud bude mo-
difikovany organismus mnohondsobnym
mutantem, jenZ ma poskozené geny pro
rist nezavisly na dodavéani nékolika hoto-
vych substrati (napi. polyauxotroficky
mutant), nema modifikovany organismus
nadé&ji prezit bez pomoci experimentétora
a obstat v konkurenci s divokymi organis-
my v ptipadé dniku z laboratote. Navic,
napf. mutant citlivy na UV-zafeni mutize
byt snadnéji nez divoké kmeny odstranén
z vhodné upravenych prostort ozafenim
po ukonceni experimentu. Mutant s posko-
zenymi komponentami rekombinac¢nich
systémt nebude obméiiovat pfenesenou
rekombinantni DNA. Mutant poskozeny
v nejdilezitéjsich genech pro endonukle-
4zy nebude nicit cizorodou DNA, ktera
byla vnesena do bunky, coz znamen4, Ze
bude vykazovat zvysenou frekvenci
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tGspésné transformace cizorodou DNA.
Jinymi slovy: pro bezpec¢nost je vyhodné
pracovat s kmeny, které jsou udrzovany
pfi Zivoté jen s pfispénim experimenta-
tora, které se snadno usmrti, je-li to zapo-
tfebi, snadno se transformuji (kmeny béz-
né v piirodé se transformuji vétsinou velmi
obtiZzné) a s vektory, které se reprodukuji
pouze v upravenych kmenech.
Bezpecnostni ipravy na této drovni na-
vic podporuje predpisové chovani lidské
obsluhy v pfedpisové vybavené laboratoii
pii dodrzovani etickych a zdkonem prede-
psanych pravidel. U nékterych jednodus-
$ich eukaryotickych organismi lze zajistit
alesponi nékteré z vyse uvedenych opatie-
ni (kromé& plnéni viech nadstavbovych pra-
videl) pro naklddani s GMO v uzavifenych
prostorach, takZze bezpecnostni opatfeni
jsou nékolikastupniové, i kdyZ jediny stu-
peti staci a ostatni piedstavuji pojistku.
U mnohobunéénych organismt a zejmé-
na u rostlin uvoliiovanych do otevieného
prostoru v8ak jsou molekularné-biologicka
opatfeni vétsinou tézko realizovatelna.
Pfesto se v posledni dobé podaftilo vyvi-
nout nékolik metod zabranujicich nekon-
trolovanému $ifeni GMP. Na ptikladu
odridy modifikovanych brambor 'Am-
flora’, ktera byla v letosnim roce schvale-
na Evropskou komisi pro péstovani a pri-
myslovou vyrobu $krobu se sniZenym
obsahem amylézy (viz také ¢lanek na str.
XLVII kuléru), 1ze ukazat, Ze u organismd,
které se mnoz{ pouze vegetativné, je kon-

trola nad spontdnnim $ifenim GMP po-
mérné snadné. Prvni opatfeni, které se
tudiZ u rostlin nabizi, je vyuziti sterilnich
odrid. Odptirci vak protestuji proti zavis-
losti uzivatelt na komerénim dodavani
osiva firmou. Proto se mi jako jeden z nej-
zajimavéjsich bezpecnostnich zasaht jevi
konstrukce odrtidy za pouZiti specidlnich
kazet obsahujicich mezi dvéma okrajovy-
mi sekvencemi kromé modifika¢niho genu
a pfipadné selekénfho genu jesté gen eli-
minacni. Ten se automaticky zapind v buii-
kach pohlavnich organti, ve kterych se pak
vystfihne a zni¢i obsah celé vloZené kaze-
ty. Elimina¢ni gen totiz k6duje mistné
specifickou rekombindzu, jejimz substra-
tem jsou okrajové sekvence kazety. Tento
gen muze byt v pfipadé potfeby umléen
pusobenim chemikalif pfidanych zvngjsku.
Chemikalie indukuje projev regula¢niho
genu, syntézu siRNA, kterd ,,umléi“ pro-
jev eliminaéniho genu (Kemin Luo a kol.
2007; obr. 5). V tomto p¥ipadé je mozno
v uzavieném sklenfkovém prostiedi ziskat
modifikované osivo pro dalsi sezonu.
Z pole lze ziskat semena pro kultivaci
nemodifikovanych rostlin, pokud zems-
délec jiz nechce pokracovat s modifiko-
vanou odrtidou. Atraktivnost tohoto postu-
pu, ktery je ve stadiu provéfovani, spociva
i v tom, Ze princip metody by mohl byt
dale rozvijen pro tzv. ,modifikace nane-
¢isto“, a to nejen v souvislosti s uvolio-
vanim GMP na pole, ale i pfi havarijnich
tnicich GMO z uzavienych prostort, pfi
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5 Princip technologie eliminovatelné
kazety. Mezi dvéma okrajovymi sekven-
cemi (O) je kromé& modifika¢niho genu
(M) a pfipadné selekéniho genu jesté gen
eliminacni (E), ktery se automaticky
zapina v buiikdch pohlavnich organt,

v nichz se pak vystfihne a zni¢i obsah
celé vloZené kazety. Elimina¢ni gen
kéduje mistné specifickou rekombinazu,
jejimz substratem jsou okrajové sekvence
kazety. V p¥ipadé potieby mutZe byt tento
gen umlcen ptsobenim chemikalif (I)
pfidanych zvnéjsku. Chemikalie
indukuje projev regula¢niho genu (R),
syntézu siRNA, ktera ,,umléi“ projev E.
Svisla sipka znaci, Ze se gen projevuje,
o znaci neprojevujici se gen, ostatni
$ipky vyznacuji vzajemna ovlivnéni
(napf. vyjmuti kazety rekombinézou,
produktem E). BliZe v textu.

Vsechny orig. V. Vondrejse

genovych terapiich a pfi modifikacich
gent u zivoticht. MoZnost zdsaht nane-
Cisto (tzn. pokud se zamyslend modifikace
nepodaii, anebo se jedinec vymkne z kon-
troly, lze v8echny vnesené geny snadno
odstranit zdsahem zvenc¢i chemicky nebo
fyzikalné) by mohla pomoci pfekonat i né-
které etické problémy. Napf. novorozenec
se nemuze pravoplatné rozhodnout pro
genovou terapii. Rozhodnut{ lezi na jeho
rodi¢ich. P¥i pouZiti terapie nanecisto by
mohl takovy jedinec dodate¢né v dospé-
losti potvrdit rozhodnuti rodi¢d, anebo
pozéadat o zru$eni modifikace. To je ale
zatim spiSe sci-fi nez redlnd moznost. Sou-
Gasnd genova terapie se, bohuZel, spise po-
tykd s do¢asnosti dosazenych zlepseni.

Podrobnéjsi informace o tématu ¢tenar
najde v knize Otazniky kolem genového
inZenyrstvi, ktera v blizké dobé vyjde v Na-
kladatelstvi Academia. Jsou v ni ve vétsi
§i¥i diskutovény problémy, které kolem
aplikaci genového inZenyrstvi vznikaly
a stale vznikaji. Byla napséna nejen pro
odborniky, ale i pro Sirokou vefejnost se
zajmem o tuto problematiku. Byl bych rad,
kdyby tato pomiicka poslouzila také tém
odpurciim genového inZenyrstvi, ktefi
nejsou prozatim v této oblasti dostatecné
vzdélani. Jejich argumentace by po pfe-
¢teni knizky mohla byt zasvécenéjsi a tim
také G¢inné&jsi. Pouze poucend a angazo-
vand diskuze tviirct se zastanci a odpirci
muZe byt zarukou dal$tho zdarného a bez-
pecného rozvoje genovych modifikaci. Ne-
urcité strachy charakteristické pro anga-
zovanou, ale nepoucenou ¢ast vefejnosti
nejsou piinosné. Lze je pouze chépat, re-
spektovat a vysvétlovanim opfenym o prak-
tické zkuSenosti postupné prekonavat.
Nepoucend vefejnost také velmi snadno
podléha nepodloZzenym tlakiim motivo-
vanym skupinovymi zajmy, které nemaji
s poctivou a vécnou argumentaci nic spo-
le¢ného.

Ziva 3/2010



