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WSTEP

W polowie lat siedemdziesigtych naszego stulecia teoria sterowania
podlozem dziedzicznym zrobita zawrotng kariere. W prasie codziennej
i w licznych doniesieniach naukowych na calym $wiecie pisano o wy-
prowadzeniu genu z organizmu. Zachwycano sie nad wielkg perspekty-
w3 usuwania genéw niepozadanych dla zycia i rozwoju cziowieka. Snuto
obiecujgce perspektywy nad wprowadzaniem nowych genéw do orga-
nizméw roslinnych i zwierzecych dla dobra populacji ludzkiej i calej
bioplanety.

Inzynieria genetyczna, zwana rowniez chirurgia genowa, polega na
genialnym nasladownictwie mechanizméw biosysteméw oraz na stoso-
waniu narzedzi wymyS$lonych przez ewolucje ukiadow ozywionych. Dzie-
ki metodom biotechnicznym czlowiek zdoby! mozliwosé ingerencji w naj-
skrytsze tajniki zycia biosiery.

Wspanialto$¢ tych osiggnie¢ naklada na czlowieka duzg odpowiedzial-
nos¢ za zycie calej rodziny ludzkiej i za przyszly ksztalt ewolucji Swiata
roslin i zwierzgt. Poczucie odpowiedzialnosci jest zawarte w antropo-
centrycznych zalozeniach inzynierii genetycznej. Proba wykrycia i sfor-
mulowania tych milczgcych zalozen jest celem niniejszych rozwazan.
Przyjetg droga analitycznego postepowania jest szlak najnowszych osigg-
nie¢ w dziedzinie biochemicznych mechanizméw dziedziczenia i biomo-
lekularnej teorii genu w aspekcie praktycznych problemow inzynierii
genetycznej czyli w aspekcie sztucznej rekombinacji DNA (kwas dezo-
ksyrybonukleinowy).

Rekombinacja DNA in vitro nie jest nowa dyscypling naukowy. Jest
to tylko dziedzina metod inzynieryjnych zastosowanych w procesie ba-
dania struktury, funkeji i rozwoju mechanizméw dziedziczenia na po-
ziomie biomolekularnym.
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I. INZYNIERIA W BIOLOGII MOLEKULARNEJ GENU

Techniki inzynierii genetycznej opierajg sie przede wszystkim na
eksperymencie manipulacyjnym. Eksperyment jest to ingerencja bada-
cza w uklad materialny wzglednie odizolowany od calosci przyrody w
celu przeprowadzenia obserwacji, podyktowanej przez zadania poznaw-
cze nauk empiriologicznych. Ingerencja ta ma charakter manipulacyjny
i sklada sie z r6znych krok6w postepowania; takich jak: a) jesli urzeczy-
wistnisz zjawisko X, moze zaobserwujesz zjawisko Y; b) jesli przeszko-
dzisz urzeczywistnieniu sie zjawiska X, moze nie dopuscisz do pojawie-
nia sie zjawiska Y; c) jesli zmodyfikujesz zjawisko X, moze zauwazysz
zmiane w natezeniu zjawiska Y. Kroki postepowania eksperymentalnego
niejednokrotnie uzupelniajg sie wzajemnie ze wzgledu na bardzo zlozong
i wieloptaszczyznowa dziedzine badan, jaksg jest biologia molekularna
genu.

1. BIOCHEMICZNE PODSTAWY DZIEDZICZENIA

W latach dwudziestych naszego stulecia wykryto zjawisko transfor-
macji. Odkrycia tego dokonal F. J. Griffthl. Zajmowal sie on jednym
z gatunkéw pneumokokéw (Diplococcus pneumoniae), wywolujacym u
ssakow zapalenie ptuc. Doswiadczenie Griffitha polegalo na tym, ze za-
kazal on jedng grupe myszy bakteriami szorstkimi (zjadliwe) zabitymi
podwyzszong temperatura, drugg grupe bakteriami gladkimi (niezjadli-
wymi), trzecia natomiast — zabitymi bakteriami szorstkimi i zywymi
bakteriami gladkimi. Okazalo sie, ze tylko myszy trzeciej grupy wygi-
nety. Griffith wyciagnal wniosek, ze bakterie szorstkie, ktére zostaly
zabite, przekazaly ceche zjadliwosci bakteriom gladkim (zywym w tym
do$wiadczeniu). Zjawisko to nazwal transformacja.

W latach czterdziestych O. T. Avery, C. M. Mac Leod i M. Carty?
wykazali, ze transformacja wystepuje jedynie przy uzyciu elementéow
komorki bakteryjnej zawierajacej kwas dezoksyrybonukleinowy. Wynik
doswiadczenia byl jednoznaczny, a mianowicie, ze materialem dziedzicz-
nym u bakterii jest DNA. Powstal zatem nowy problem, a mianowicie;
jaka jest struktura DNA? Rozwiazanie tego zagadnienia przypadio w
udziale J. D. Watsonowi i F. H. C. Crickowi3. Autorzy ci w 1953 r. przed-
stawili model DNA i jego replikacje. Model swo6j oparli przede wszyst-

1 Zob. D. M. Goldfarb, Wstep do genetyki bakterii, ttum, A. Piekarowicz,
Warszawa 1971, s. 80—113.

2 Zob. J. D. Watson, Biologia molekularna genu, ttum. J. Z. B. i in,, War-
szawa 1975, s. 192—198.

3 A structure for deoxyribose nucleic acid. Natura, Lond. (1953), s. 171, 737.
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kim na wynikach rentgenograficznych M. Wilkinsa i wspoipracownikow*.
Wedlug tego modelu DNA sklada sie z trzech elementéw; a) zasady azo-
towej, b) cukru dezoksyrybozy i c) reszty kwasu fosforowego. Nukleo-
tydy (jednostki DNA) réznig sie miedzy sobg zasadami azotowymi. Jest
ich cztery: adenina, tymina, guanina i cytozyna. Dwa lancuchy nukleo-
tyodowe sa okrecone wokél siebie na wzor drabiny skreconej, tworzac
podwdjna spirale — $cisle podwdjng heliseS. Nukleotydowe lancuchy
utrzymywane sg razem dzieki wigzaniom wodorowym pomiedzy zasada-
mi, lezacymi na przeciwko siebie na wzoér szczebli drabiny. Regulg bu-
dowy czasteczki DNA jest pewna prawidlowosé¢, a mianowicie, ze guanina
jednego lancucha moze laczy¢ sie w pare z cytozyng drugiego tancucha,
natomiast adenina moze lgczyé¢ sie z tyming. Czgsteczka DNA ma zdol-
nos¢ samoodtwarzania sie, czyli replikacji. Zjawisko replikacji przebiega
w ten sposob, ze nukleotydowe lancuchy czasteczki DNA rozkrecaja sie,
a nastepnie kaidy z nich dobudowuje sobie lancuch komplementarny.
Dzieki replikacji substancja dziedziczna ma zapewniong zdolnos¢ do sa-
mopowielania sie.

Material genetyczny nie tylko winien mie¢ zdolno$¢ samoodtwarza-
nia sig, ale powinien rowniez kierowaé¢ procesami fizjologicznymi or-
ganizmu i determinowaé¢ jego cechy strukturalne. Otéz DNA pelni takg
role dzieki procesowi produkcji roznego rodzaju bialek, ktére buduja
organizm. Proces biosyntezy bialka zostal juz dokladnie poznany. Prze-
biega on w dwadch zasadniczych fazach. Pierwsza faza nazywa sie trans-
krypcja druga zas translacjg. Transkrypcja polega na tym, ze podwéjna
helisa DNA na pewnym odcinku rozkreca sie i wzdluz jednego lancucha
dolaczaja sie nukleotydy przy udziale enzymu (polimeraza RNA), two-
rzgc tym samym lancuch mRNA (informacyjny RNA). Proces dolgcza-
nia przebiega w mysl regul laczenia sie zasad azotowych w pary, tzn.
w punkcie, w ktorym DNA posiada np. guanine a RNA zawiera cytozyne.
Adenina w DNA odpowiada uracylowi w RNA. Jest tak dlatego, ze za-
sada ta wystepuje w RNA zamiast tyminy. Molekula mRNA wedruje do
cytoplazmy jako wzorzec do syntezy molekuly bialka. Faze te nazywa-
my translacja. W tej fazie zaangazowane s3 jeszcze inne rodzaje RNA
takie jak: przeno$nikowy i rybosomowy oraz szereg enzyméw. U orga-
nizméw prokariotycznych (bez wyodrebnionego jgdra komoérkowego) pro-
cesy transkrypcji i translacji zachodza prawie rownoczesnie.

4 Zob. J. N. Davidson, Biochemia kwasow nukleinowych, ttum. Z. Walczak,
Warszawa 1963, s. 74, 71.

5 W piSmiennictwie polskim przyjeto poczatkowo tlumaczenie angielskiego sto-
wa ,helix” jako ,spirala” Nie jest to termin Scisty, a to dlatego, Ze spirala jest
krzywa o coraz mniejszym promieniu wodzacym. Natomiast strukture geometryczng
DNA winno si¢ opisywaé za pomoca krzywej biegnacej woko6l walca o jednakowym
promieniu. Taka strukture winno sie nazywaé helisa.
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Proces transkrypcji rzadzi sie regulami kodu genetycznego®. Prawa
kodu odnosza sie do struktur molekularnych, utozonych w lancuchy
o charakterze sekwencyjnym. Przestrzenne nastepstwo struktur }ancu-
chow DNA tworza nukleotydy. Natomiast przestrzenne nastepstwo struk-
tur lancuchéw bialkowych tworza aminokwasy. Ttumaczenie zasad na
sekwencje aminokwaséw odbywa sie w ten sposdb, ze jeden aminokwas
przyporzadkowuje sie trzem zasadom. Tréjkowy charakter kodu wyka-
zano na drodze dzialania akredynami na DNA. Jest to mutageniczna
grupa zwigzkéw chemicznych, ktérych wptyw na DNA polega na usuwaniu
lub wstawianiu pojedynczych nukleotydéw. Do§wiadczenia wykazalty, ze
usuniecie lub wstawienie jednego z nukleotydéw sprawilo pod kontrolg
DNA catkowitg zmiane w strukturze biatka. Podobny skutek nastepowal
przy wypadnieciu lub wstawieniu dwdéch nukleotydéw. Natomiast przy
ubytku lub wstawieniu trzech nukleotydéw nie zaobserwowano tak dras-
tycznych zmian. Co wiecej, je$li po usunieciu jednego nuklotydu to
miejsce wypelnil sgsiedni, biatko przyjmowalo strukture normalng. Dane
te przemawiajg za tréjkowym i kierunkowym zapisem informacji. Zapis
ten jest rowniez bezprzecinkowy, tzn. trojki nukleotydéw odpowiedzialne
za ulozenie poszczegdélnych amonokwaséw danego biatka nie sa odgro-
dzone od siebie zadnymi przecinkami w postaci np. pojedynczych nu-
kleotydow.

Bialka mozna syntetyzowa¢ in vitro, o ile uzyje si¢ wszystkich sklad-
nikéw systemu syntetyzujgcego, takich jak: rybosomy, RNA przenos-
nikowy, ATP i odpowiednie enzymy, wzorzec w postaci informacyjnego
RNA, ktory moze byé pochodzenia sztucznego. W pierwszych do$wiad-
czeniach Nirenberg? uzyl w charakterze wzorca RNA, zbudowanego wy-
lacznie z nukleotydéw zawierajgcych zasade uracyl. Otrzymane biatko
skladalo sie z aminokwaséw jednego rodzaju, a mianowicie fenyloalani-
ny. Stalo sie jasne, ze tryplet UUU tworzy zapis dla fenyloalaniny.
W nastepnych doswiadczeniach prowadzonych przez Nirenberga i sze-
reg innych badaczy, w ktorych uzywano réznych nukleotydéw pocho-
dzenia sztucznego o znanym skladzie zasad, ustalono sens wszystkich
trypletéw zwanych kodonami.

W pewnych odstepach w lancuchu nukleotydowym pojawiajg sie troj-
ki, nieoznaczajgce zadnego aminokwasu, sg to tryplety nonsensowne, kt6-
re w genetycznym kodzie pelnig role znakow przystankowych, infor-
mujac o zakonczeniu zapisu jednego bialka i o rozpoczeciu zapisu dru-
kiego. Sposob zapisu ma charakter powszechny, ponadtaksonomiczny,
tzn., ze od wirusow poczgwszy a na czlowieku skonczywszy, te same
tryplety koduja te same aminockwasy.

8 Zob. J. D. Watson, dz. cyt, s. 337 n.
? Tamze, 342 nn.
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2. BIOMOLEKULARNA ANALIZA GENU

Mendlowska analiza8, oparta na wynikach krzyzowania organizméw,
doprowadzita do sformulowania teorii genéw przypominajacej teorie ato-
mistyozng. Wedtug tej analizy gen byl jednostka: dziedzicznosci, rekom-
binacji, mutacji i funkcji. W $wietle badan na poziomie molekularnym
gen jest odcinkiem DNA, w ktorym zakodowana jest informacja o okre-
slonym biatku. Przecietnej wielko$ci molekula biatka sklada sie z kil-
kaset jednostek, zwanych aminokwasami. Przyjmujac, ze jeden amino-
kwas jest determinowany przez jeden tryplet, nalezy uznaé, ze odcinek
DNA jako jeden gen jest lancuchem zbudowanym z kilkuset do kilku
tysiecy nukleotydéw. W lancuchu tym moga zachodzi¢ mutacje® i re-
kombinacje!o,

Metoda indukcyjng, polegajacg na wywolywaniu dziedzicznych zmian
W sposOb sztuczny, mozna otrzymaé¢ wiele réznych mutantéw danego
szozepu, ktére posiadajg zmutowany ten sam gen. Swiadczg o tym ba-
dania J. Pritharda!! nad mutantami grzyba Aspergillus nidulans, ktére
wymagaja do wzrostu adeniny. Po skrzyzowaniu ze soba dwdéch mutan-
tow tego gatunku w potomstwie pojawily sie organizmy typu dzikiego,
ktore nie wymagajy adeniny do swego wzrostu. Mozna bylo zalozy¢, ze
pojawila sie mutacja genu (ad) w kierunku genu typu dzikiego (mutacja
powrotna) oznaczona symbolem (--ad). Obserwacje, za pomocs technik
pomiarowych, wykazaly, ze dla obu krzyzowanych mutantéow czestosc
wystepowania mutacji powrotnych byla jednak nizsza niz czestos¢ po-
jawiania sie organizmow typu dzikiego w krzyzoéwce. Ten fakt nasunagl
przypuszczenie, ze wewnatrz genu zachodzi rekombinacja. Wkrotce oka-
zalo sie, ze rekombinacja wewngtrzgenowa jest regulg i zaczeto sporza-
dza¢ mapy genetyczne dla wielu genéw roéznych osobnikéow. Przykladem
tego rodzaju badan sg molekularne analizy struktury genu S. Benzera!2
nad fagiem T4, namnazajgcym sie w bakterii Escherichia coli (w skrocie
E. coli). Namnazanie tego wirusa w tej bakterii powoduje jej lize czyli
zniszczenie; potomstwo T4 wydostaje sie na zewnatrz i atakuje sasiednie
osobniki E. coli. Jezeli E. coli wysiewa sie gesto, to powstaje na po-
wierzchni pozywki zwarty kozuch, a obecnos¢ T4 rozpoznaje sie na pod-
stawie pojawienia sie tzw. lysinek, czyli miejsc wolnych od E. coli. Ba-
kteriofagi typu dzikiego tworzg lysinki mate i koliste. Natomiast mu-

8J. G. Mendel, Versuche iiber Pflanzenhybriden, Brinn 1865,

® Termin ,,mutacja” pochodzi od H. de Vriesa (Die Mutationstheorie, Bd. I.
Leipzig 1901 i oznacza dziedziczng zmiange materialu genetycznego, ktéra nie jest
nastepstwem segregacji ani rekombinacji genetycznej.

10 Rekombinacja genetyczna jest_ to proces, ktéry prowadzi do pojawienia sie
potomstwa o odmiennym zestawie jednostek genetycznych w stosunku do rodzi-

cobw.
1t Zob. J. D. Watson, dz. cyt,, s. 201 nn.

12 The fine structure of the gene. Sci. Am,, January 1962, s. 70—84.
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tanty tworzg lysinki duze i rozlane, charakteryzujac sie ponadto tym, ze
wykazujg zdolnosé do namnazania sie¢ w E. coli szczepu B, bez wlasci-
wosci namnazania sie w E. coli szczepu K. Tego typu mutanty nosza
znak (rIl). Fagi typu dzikiego rozwijajg sie rownie dobrze na obu szcze-
pach E. coli.

Metodg krzyzowania réznych mutantéow rII Benzer ulokowal na ma-
pie genowej ponad 2000 punktéw mutujgcych. ‘Doswiadczenia Benzera
wykazuja jasno, ze gen nie jest ani jednostka mutacji, ani jednostka re-
kombinacji. Mutacja moze zachodzi¢ w wielu réznych miejscach genu,
ktore z kolei mogg ulega¢ zjawisku crossing-over.

Ch. Yanofskyl? opracowal mape genu odpowiedzialnego za synteze
tryptofanows tj. za powstanie enzymatycznego biatka E. coli, potwier-
dzajac tym samym zasade kolinearnosci genu i bialka. Ustalil ponadto
sekwencje aminokwasé6w w tym bialku tak w szczepie dzikim, jak i zmu-
towanym. Bialko osobnikéw zmutowanych roznito sie od biatka szczepu
dzikiego zamiang jednego z aminokwasow. Zmiana taka wystarcza, by
dane bialtko zmienilo lub utracilo swg aktywnos$¢ biologiczng. Wiele
przykladéw mutacji pochodzgcych z zamiany tylko jednego aminokwasu
w biatku dostarczyly badania nad hemoglobinami czlowieka, w ktorych
to sklad wchodzg cztery lancuchy biatkowe (dwa lancuchy alfa i dwa
beta), kontrolowanych przez dwa geny. Lancuch alfa liczy 141, a lan-
cuch beta 146 aminokwasow. Sg ludzie, ktorzy majg hemoglobine nie-
normalng, przybierajgcg ksztalt sierpu. Doswiadczenia wykazaly, ze he-
moglobina ludzi chorych rézni sie od normalnej jedynie zmiang jednego
aminokwasu w lancuchu alfa. W hemoglobinie normalnej na sidédmej
pozycji znajduje sie kwas glutaminowy, a w hemoglobinie nienormalnej
to miejsce zajmuje walina.

Kwas glutaminowy kodujg trojki DNA: ,cytozyna-tymina-tymina”
oraz ,cytozyna-tymina-cytozyna”, natomiast waline koduje ,,cytozyna-
-adenina-adenina”, ,,cytozyna-adenina-guanina”, ,cytozyna-adenina-tymi-
na’ oraz ,cytozyna-adenina-guanina” Przyjmuje sie, ze mutacja prowa-
dzaca do powstania hemoglobiny sierpowatej polega na tym, ze druga
zasada w trojce, tj. adenina, zostaje zamieniona przez tymine.

Najmniejsze takie odcinkil* sekwencji DNA sa bardzo specyficzne w
kontrolowaniu syntezy bialka. Nic tez dziwnego, ze z punktu widzenia
biologii molekularnej zmienil sie ostatnio obraz genu. Obecnie nazwe
»gen” przypisuje sie pescyficznej liniowej sekwencji nukletydéw w DNA.

D

18 Gene structure and protein structure. In: R. H Haynes, P. C. Hana-
walt, (ed): The Molecular Basis of Life, San Francisco 1968, s. 224 —229.

BWF H C. Crick zaproponowalt hipoteze kodonu, wedlug ktérej aminokwas
otrzymuje swoje miejsce w lancuchu polipeptydowym ze wzgledu na trzy sasia-
dujace nukleotydy lancucha DNA. (The recent excitement in the coding problem,
Progr. Nucleic Acid Res. 1963, 1, 163).
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Gen dziala jako funkcjonalna jednostka, determinujgca kolejnos¢ amino-
kwaséw w okreslonym polipeptydzie oraz pelnigca role sygnaléw regu-
lujacych i przystankowych.

Odcinki liniowej sekwencji nukleotydéow w DNA moga w komérce
ulegaé procesowi rekombinacji. W przypadku rekombinacji u wirusow
mechanizm wymiany odcinkéw polega na dzialaniu specyficznych nu-
kleaz. Oprécz rekombinacji znane sg naturalne procesy wtlaczania sie do
chromosomu obcego DNA. Wiekszos¢ jednak obcego DNA po wtargnieciu
do komoérki gospodarza jest od razu niszczona. W przypadku organizmoéow
bakteryjnych role niszczycielskg wzgledem obcego DNA pelnig nukleazy
restrykcyjne. Jest to powazny problem dla chirurgii genowej, nazywanej
tez sztuczng rekombinacja lub manipulacjg materialem genetycznym.

3. PRAKTYCZNE PROBLEMY INZYNIERII GENETYCZNEJ

Najogolniej rzecz biorgc inzynieria genetyczna polega na lgczeniu
in vitro fragmentow DNA (etap rekombinowania) a nastepnie na wpro-
wadzaniu ich do komorki gospodarza, w ktérej nowo powstala kombi-
nacja DNA moze ulec namnazaniu (etap klonowania) i determinowa¢
synteze odpowiednich bialek. W sztucznej rekombinacji moga bra¢ udzial
fragmenty DNA dowolnych organizméw, uzyskujac zupelnie nowe kom-
binacje genowe poczawszy od bakterii a skonczywszy na czlowieku.
Przenoszenie gendw z wyzszych organizméw do bakterii jest dos¢ skom-
plikowane. W preparatach chemicznych izoluje sie DNA wyzszego or-
ganizmu a nastepnie poddaje sie go fragmentowaniu na matle odcinki.
Zabieg fragmentowania dokonuje sie mechanicznie i biochemicznie za
pomoca enzymu restrykcyjnego. Enzymy restrykcyjne nalezg do grupy
endonukleaz i s3 otrzymywane z bakterii i sinic. Selektywnie podchodzg
do kilku nukleotydowych sekwencji w DNA na wzér rozpoznawczych
mechanizméw i przecinajg molekule DNA w obrebie rozpoznawanych
sekwencji. Miejsca przeciecia dwoch lancuchow w obrebie rozpoznanej
sekwencji nie lezg dokladnie na przeciw siebie, dzieli ich bowiem réznica
odlegtosci o kilka nukleotydéw.

Na skutek trawienia DNA enzymem restrykcyjnym EcoRI (otrzymy-
wany z bakterii E. coli) uzyskuje sie fragmenty dwularicuchowych cza-
steczek. Otrzymane fragmenty DNA mozna latwo laczyé ze sobg, gdyz
posiadaja one takie same jednolancuchowe zakonczenia. Zakonczenia te
nazywaja sie lepkimi konicami i posujg do siebie w wyniku komplemen-
tarnych procesow powstawania lancuchéw nukleotydowych. Wystapienie
wodorowych wigzan pomiedzy zasadami w obszarze lepkich koncéw nie
mozna oczywiScie utozsamia¢ z powstawaniem kowalencyjnych wigzan
pomiedzy sasiadujacymi nukleotydami w jednym lancuchu. Do wytwo-
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rzenia tych wigzan stosuje sie enzym zwany ligazy DNA. Ligaza katali-
zuje wigzania fosfodwuestrowe.

Proces laboratoryjnego fragmentowania DNA za pomocg restrykeyj-
nych enzyméw oraz réznego rodzaju proby laczenia tych fragmenow przez
zadzialanie ligaza daja w wyniku molekuly mieszancowe DNA, w kto-
rych sgsiadujg ze sobg odcinki DNA, zawierajgce geny lub zespoly genow
z réinych organizméw. Aby zapewni¢ zdolno§¢ samopowielania sie, nie
tworzy sie kombinacji pomiedzy dowolnymi fragmentami substancji dzie-
dzicznej, lecz lgczy sie fragmenty DNA z czgsteczkami DNA, ktoére spel-
niajag role przeno$nikéw, czyli wektoréw. Nazwe ,,wektor” odnosimy do
kréotkiego tanicucha DNA, majgcego zdolnos¢ samodzielnej replikacji.
W eksperymentalnym zabiegu wprowadzania obcych genéw do komorki
bakterii role wektor6w!® mogg spelniaé wirusy bakteryjne lub plazmidy.
Dobrym wektorem wirusowym jest fag gama. Wektor o charakterze plaz-
midu jest malg kolistg czgsteczkg DNA, ktéra wystepuje w kilku ko-
piach w organizmie bakterii. Grupa naukowcow ze Stanfordul® znalazla
dobry plazmid pSC 101, w ktérym znajduje sie cecha opornosci na tetra-
cykline. Plazmid ten wyizolowano z duzego plazmidu E. coli. Wyizolo-
wany plazmid z latwoscig wprowadza sie do E. coli po uprzednim roz-
luZznieniu blony bakteryjnej przez zadzialanie roztworem chlorku wapnia.
Obecnos¢ genu kodujgcego oporno$¢ na tetracykling w plazmidzie poz-
wala na identyfikacje jego obecnosci u E. coli, pochodzgcych ze szczepu
pozbawionego opornosci przeciwko temu antybiotykowi.

Pierwsze doswiadczenial? z zakresu chirurgii genetycznej odbywaly
si¢ na szczepach bakterii E. coli. Dawcg nowego genu byl plazmid, po-
chodzacy z E. coli, przenoszacy ceche opornoSci na antybiotyk kanamy-
cyne, ale pozbawiony zdolnosci do samoreplikacji w organizmie bakterii.
Polgczone ze soba czgsteczki plazmidu pSC 101 z plazmidem przenosza-
cym oporno$s¢é na kanamycyne poddane zostaly dzialaniu restryktazy
EcoRI, a nastepnie ligazy DNA. Otrzymang czgsteczke DNA wprowa-
dzono do komodrek E. coli przynaleznych do szczepu nie wykazujgcego
opornosSci ani na tetracykline, ani na kanamycyne. Wérod bakterii po-
tomnych znaleziono jednak i takie organizmy, ktére byly oporne na oby-
dwa antybiotyki.

Nastepne doswiadczenial® dotyczyly wprowadzenia genu ze Staphy-
lococcus aureus do E. coli. Mieszanina plazmidu pSC 101 z E. coli i plaz-
midu pI258 z S. aureus, poddana kolejno enzymatycznemu dzialaniu

18 Magdalena Fikus, Rekombinacja DNA in vitro, w: ,Biologia mole-
kularna, Warszawa 1980, s. 438 n.

18 Tamze, s. 440.

1” Magdalena Fikus, Insynierowie zywych komdrek, Warszawa 1982,
s. 77 nn.

18 Tamze, s. 93 nn.
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restryktazy Eco RI i ligazy DNA a nastepnie wprowadzana do bakterii
E. coli wrazliwych na penicyline i tetracykline, wydawala bakterie na-
mnazajgce sie swobodnie w obecno$ci obydwu antybiotykow. Metody
sztucznej rekombinacji przelamaly bariery miedzygatunkowe. Geny ob-
cego gatunku realizujg sie i replikujg w komodrce gospodarza tak, jak
jego rodzime geny. Nowsze do$wiadczenia sg jeszcze bardziej obiecujace,
a to dlatego, ze wprowadza sie na szerokg skale geny zwierzecego po-
chodzenia do E. coli. Ot6z do organizmu E. coli wprowadzono za pomocs
wektora pSC 101 wyizolowany z zaby Xenopus laevis gen determinu-
jacy rybosomalny RNA. Zabi DNA podlaczony do plazmidu replikowal
sie w organizmie bakteryjnym i wraz z nim przechodzil do organizmow
potomnych. Co wiecej, w obrebie materialow genetycznych mieszanco-
wych organizméw E. coli zauwazono rybosomalny RNA syntetyzowany
przez zabe Xenopus laevis.

Ewolucyjna odlegto$¢ miedzy dawcg genu a jego biorca nie jest prze-
szkodg w rekombinacji in vitro!9. Kazdy dowolny gen moze by¢ dopro-
wadzony do materialu genetycznego bakterii ze skutkiem pomy$lnym
pod warunkiem, ze jego obecno$é nie zakléci przemiany materii gospo-
darza. Poszczegélne etapy manipulacji genami zachodza z maly wydaj-
noscig. W mieszaninie plazmidu pSC 101 i obcego DNA, poddanej wply-
wom restryktazy i ligazy, trzy czwarte czynnych biologicznie czaste-
czek to zrekonstruowany plazmid, nie polgczony z DNA. Na milion bak-
terii E. coli tylko jedna przyjmuje czasteczke zmodyfikowanego plaz-
midu. Fakt ten utrudnia proces wykrywania zmodyfikowanych bakterii.
Wektorowy plazmid winien mie¢ ceche latwo wykrywalng. Takg wlas-
noscig jest oporno$¢ na antybiotyk. Pozwala on w bardzo prosty sposob
usungé¢ bakterie, do ktérych wnetrza nie dotarla czgsteczka DNA po-
chodzenia plazmidowego. W przypadku mniej uchwytnych cech, niesio-
nych przez DNA, stosuje sie bardziej zawile metody. Do tych metod
nalezy: elektroforetyczna analiza DNA, analiza DNA przez wirowanie
w gradiencie gestosci soli cezowych oraz analiza DNA metodg hybrydy-
zacji. Rozwoj metod wykrywania zmodyfikowanych czasteczek (chimer)
przyczyni sie walnie do rozwoju genetyki inzynieryjnej, ktéra niesie
ze sobg nowe perspektywy teoretyczne i praktyczne dla rozwoju kul-
tury i cywilizacji. Chirurgia genowa niesie ze sobg rowniez i pewne kon-
sekwencje, ktéorych nie mozna pomingé w refleksji nad postepem badan
w zakresie technik manipulacyjnych w genetyce molekularnej.

1 Tamze, s. 147 nn.
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II. PERSPEKTYWY I KONSEKWENCJE REKOMBINACJI DNA
in vitro

Rekombinacja DNA in vitro przelamala naturalne bariery pomiedzy
cksperymentatorem a badanym fragmentem przyrody ozywionej. W dzie-
jach poznania biologicznego uczeni badali swo6j przedmiot na réinych
poziomach biosfery, ale nigdy nie konstruowali przedmiotow swego poz-
nania. W ostatnich bowiem czasach rekonstruuje sie nowe wilasnosci
dziedziczne i to o charakterze miedzygatunkowym. Chirurgiczna manipu-
lacja genami daje szanse na wprowadzenie do wnetrza genomu zywego
organizmu dowolnie wybranego fragmentu DNA w taki sposob, ze gos-
podarz uznaje ten odcinek molekularnej substancji dziedzicznej za wilas-
ng strukture. Fakt ten fascynuje uczonych calego Swiata ze wzgledu na
wielkie perspektywy jakie rysuja sie na horyzoncie rozwoju naszej cy-
wilizacji.

1. PERSPEKTYWY INZYNIERII GENETYCZNEJ

Problem manipulacji podlozem dziedzicznym in vitro wyrésl na bazie
informacji, dostarczonej z badan nad strukturg i funkcjg materiatu ge-
netycznego pochodzenia wirusowego i bakteryjnego.

Komorka bakteryjna jest bardzo szczesliwym przypadkiem dla badan
biologicznych ze wzgledu na prostg budowe aparatu genetycznego i latwg
obserwacje w procesie ustalania zmian mutacyjnych. Ustalona zaleznos¢
pomiedzy zmianami w strukturze DNA a zmianami w metabolizmie ko-
morki bakteryjnej jest najbardziej efektowng podstawg dla metod ge-
netyki molekularnej. Podstawa ta mniejszg role odgrywa w metodach
badawczych nad eukariontami, a to dlatego, ze organizmy jadrowe po-
siadajg bardzo skomplikowany genom i w zwigzku z tym utrudnione s3
techniki izolowania i badania mutantéw. Natomiast rewelacyjne efekty
w tej dziedzinie niesie manipulacyjna technika klonowania DNA w plaz-
midach bakteryjnych lub bakteriofagach. Wybrane, w sposéb zupelnie
dowolny, odcinki jgdrowego DNA mozna wprowadza¢ za pomoca prze-
nosnikowych plazmidéw lub fagéw do réznych mutantéw bakteryjnych
i obserwowa¢ efekty tego zabiegu. Jezeli 6w fragment zniesie efekt mu-
tacji, to znaczy, ze wni6st on taksg informacje, ktorg utracila komoérka
gospodarza. Jest to najprostsza metoda postugiwania sie mutantami pro-
kariotycznymi do badania substancji dziedzicznej eukariontéw.

Kolejna wartos¢ tej dziedziny badan to eksperymentalne obserwacje
wyizolowanych fragmentow jgdrowych DNA, ktére determinujg bardzo
ztozone struktury i funkcje w procesie réznicowania sie i integracji or-
ganizmow wyzszych.
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Nowe metody, nazwane inzynierig genetyczng, doprowadzily do od-
krycia bardzo ciekawych zjawisk z zakresu struktury genu. Tytulem
przykiadu wypada wspomnieé o tzw. zjawisku genow podzielonych. Oka-
zato si¢ bowiem, ze gen nie jest cigglg nicia DNA, ktora koduje ciaggis
ni¢ biatka, ale wiele genow zwierzecych jest podzielonych na wodecinki
kodujace (egzony) i nie kodujgce (introny). Przykladem gendéw zlozonych
z egzonow i intronéw sg geny globin osocza krwi ssakéw, ktére wraz
z hemem tworzg hemoglobine, skladnik erytrocytéw konieczny w zja-
wisku utleniania krwi. Przyczyny wystepowania podzielonych genow
oraz rola introndéw sg przedmiotem licznych kontrowersji i hipotez. Ge-
netyka rozporzgdza danymi, ktére swiadczg, ze introny mogg wptywaé
na ekspresje tego genu, w ktérym sie znajduja. Mogg réwniez zmieniaé
ekspresje innych gendéw. Nie jest réwniez wykluczona mysl, ze introny
sg szczatkowym odpadem ewolucyjnych przemian.

Istniejg odcinki lancuchéw genomowych, ktére nie ulegajg transkrypcji
ani translacji. Odcinkom tym przypisuje sie role regulatywng i noszg
nazwe ,operonéw’”’ Po licznych badaniach operonu laktozy ustalono se-
kwencje nukleotydéw operatora. Okazalo sie, ze odcinek operatora do
oddzialywan z represorem sklada sie z 21 nukleotydow, podczas gdy caty
operon jest zbudowany z kilku tysiecy nukleotydéw.

Z czysto praktycznych wzgledow nie sposéb pomingé sprawe badan
nad produkcjg insuliny. Dokonano syntezy genu insuliny ludzkiej. Sa
to geny, ktére kodujg niezalezne dwa polipeptydy: lancuch A (21 ami-
nokwaséow) i tancuch B (30 aminokwaséw). Geny polaczono osobno
z wektorem plazmidowym i transformowano bakterie, z ktérych jeden
byl identyczny z tancuchem A insuliny ludzkiej, a drugi z tancuchem B.
Polgczenie lancucha A i B umozliwia utrwalenie sie struktury prze-
strzennej insuliny, jako warunku aktywnosSci biologicznej tego zwigzku.

Metody inzynieryjne w genetyce doprowadzily rowniez do wykrycia
enzymu reduktazy dihydrofolianowej myszy, ktory jest szczegélnie ko-
nieczny do szybkiego podzialu komérek nowotworowych. Enzym ten spe-
cyficznie hamuje dzialanie hormonu zwanego ametopteryng. Zwiekszona
dawka hormonu warunkuje wzrost enzymu reduktazy. Podjeto synteze
genu przez uzycie reduktazy odwrotng transkryptaza. Uzywajgc tego
genu zauwazono, ze w chromosomie komoérek opornych na ametopteryne
gen reduktazy ulegl zwielokrotnieniu rzedu kilkuset kopii.

Opisano réwniez klonowanie DNA wirusa zoltaczki zakaznej w bak-
teriach. Uwaza sie, ze bialka tego rodzaju moga by¢ uzyte do produkcji
profilaktycznej szczepionki.

W ramach badan manipulacyjnych zauwazono, Ze nie spotyka sie
przypadkow jednoczesnego pojawienia si¢ dwu choréb wirusowych u jed-
nego pacjenta. Dzieje sie¢ tak dlatego, ze zakazajacy wirus warunkuje
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wydzielanie sie bialka, zwanego interferonem, ktéry uodparnia organizm
przeciw innym wirusom. W procesie klonowania genu interferonu sto-
suje sie metody odwrotnej transkrypcji, tzn. rozpoczyna si¢ prace od
mRNA interferonu, a nie od wydzielania odcinka DNA z genem interfe-
ronu. Geny te zostang wykorzystane do produkeji poszczegélnych prepa-
ratow interferonu. Przypuszcza sieg, ze niektore z nich okazg sig¢ szczegol-
nie skuteczne w walce w wirusami lub nowotworami20.

Perspektywy te odnoszg sie rowniez do rozwoju rolnictwa i przemy-
stu. W tej bowiem dziedzinie mozna odnotowaé¢ mozliwos¢ rozbudowy
teorii zmiany genotypu roslin uprawnych na uzytek przemystu spozyw-
czego. Rysuje sie mozliwos¢ przeniesienia genu z roslin motylkowych
do zboz, ktory umozliwia przyswajanie azotu z powietrza bakteriom
korzeniowym na zasadzie wigzania z tkankg ro$linng. Fakt ten pociagnie
za sobg likwidacje kosztownych zakladéw przemysiu azotowego. Prze-
mys! spozywczy i farmaceutyczny moze zwielokrotni¢ swa produkcje.
Jest to tylko sprawa doboru odpowiednich genéw ze wzgledu na odpo-
wiednie zapotrzebowanie okreslonych galezi przemyslu. Zrekonstruowa-
nie odpowiednich genoméw okreslonych bakterii ze wzgledu na oczysz-
czanie Sciekéw kanalizacyjnych daloby wielkie ustugi w zakresie ochro-
ny srodowiska naturalnego czlowieka.

Szeroko zakrojona perspektywa rozwoju technik manipulacyjnych,
z racji dotychczasowych wielkich osiggnie¢, kryje jednak w sobie szereg
probleméw w pelni nie rozwigzanych. Do nich nalezy miedzy innymi
sprawa klonowania obcego DNA w genomie eukariontow. Jedna z pierw-
szych mozliwosci, jaka sig bierze pod uwage podczas rozwigzywania tego
zagadnienia, to stosowanie wektora wirusowego. Musi byé jednak przy
tym spetniony warunek, a mianowicie, ze po dolgczeniu do niego genu
obcego DNA zachowa on zdolno$¢ do infekcji. Jest to sprawa dosé nie-
bezpieczna.

Inna ewentualnos¢ to wykorzystanie pozajgdrowego DNA eukarion-
tow, ktory wystepuje w mitochondriach i chloroplastach. Problem polega
jednak na tym, ze dobrze nie wiadomo jak wprowadzi¢ DNA pozajadro-
we do komoérki eukariotycznej, nie majacej bakteryjnej wiasciwosci do
transformacji.

2. WIELOASPEKTOWE KONSEKWENCJE MANIPULACJI GENAMI

Biofizyczne i biomolekularne techniki manipulacji genami budzg wiel-
ki niepokéj w spotecznosci uczonych?! od momentu zastosowania ich do
badan teoretycznych i praktycznych w obrebie poznania przyrody ozy-

20 Tamze, s. 180 nn.
#HF Fikus, dz. cyt., s. 198
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wionej. Niektorzy uczeni uwazaja, ze rozprzestrzenianie sie laboratoriow
inzynijerii genetycznej na naszej planecie jest rownie niebezpieczne, a na-
wet bardziej grozne niz rozbudowa doswiadczen broni atomowej. Inni
natomiast zdradzajg sklonnosé¢ do minimalizowania tego niebezpieczen-
stwa. Warto zatem rozwazy¢ argumenty jednych i drugich, by tym
samym stworzy¢ podstawe do analizy etycznej eksperymentu manipu-
lacyjnego w relacji do zasady antropocentrycznej. Zasada ta glosi, ze
cala przyroda ozywiona i nieozywiona winna shluzyé¢ czlowiekowi ze
wzgledu na jego rozwoj materialny i duchowy. Cziowiek za§ winien po-
zostawa¢ w stosunku do przyrody w roli kréla stworzenia a nie w roli
tyrana, ktory egocentryzm przeksztalca w egoizm i tym samym zmierza
ku samozagladzie. Zobaczmy zatem jak ten wielki problem przedstawia
sie¢ w przypadku rekombinacji DNA in vitro.

Istotne niebezpieczenstwo eksperymentéw manipulacyjnych w gene-
tyce polega na tym, ze nie potrafimy w tej chwili uswiadomi¢ sobie skut-
kow ingerencji czlowieka w obreb genomu. Manipulacyjne techniki nie
sg skomplikowane, ale struktury molekularne oraz relacje dynamiczne,
wigzgce ilos¢ zasad azotowych oraz ich sekwencje w DNA ze wzgledu
na okreslong posta¢ fenotypowa danego organizmu, sg bardzo zlozone
i wielopoziomowe. Organizmy pod tym wzgledem, sg jeszcze bardzo malo
poznane. Sztuczny proces rekombinacji opiera si¢ na eksperymentach,
w ktorych przypadkowo wybiera sie odcinki tancucha DNA z komorki
dawcy. Rozpoznawanie ich przez restryktazy nie jest na tyle specyficzne,
by mozna bylo tym procesem kierowa¢ w sposéb jednoznaczny. Podobnie
specyficznos¢ transkrypcji jest wielce problematyczna. Okazuje sie bo-
wiem, ze przeszczepiany odcinek DNA traci subtelne mechanizmy regu-
lacyjne.

Sztuczna rekombinacja przelamuje naturalne bariery genetyczne
miedzy gatunkami, ktore rodzily sie w ciggu milionéw i setek milionoéw
lat w procesie specjacji. Nalezy sie mocno zastanowi¢ nad réznymi na-
stepstwami, jakie mogg pojawi¢ sie w zwigzku z eksperymentami ma-
nipulacyjnymi na poziomie struktur genetycznych. Cala bowiem biosfera
jest systemem zorganizowanym na zasadzie hierarchicznych poziomow,
ktore z kolei zbudowane sg z poszczegdlnych ukladéow ozywionych w as-
pekcie struktury, funkcji i rozwoju. W biologicznej literaturze rozpow-
szechniony jest poglad, ze ukladem najnizszego rzedu jest komorka a naj-
wyzszego — biosfera jako calosé??. Bioplaneta jako calos¢ jest zdetermi-
nowana przez podloze genetyczne na poziomie komoérki, natomiast poziom
komoérkowy jest modyfikowany przez caloksztalt relacji interakcyjnych
pozioméw réznych rzedow, skladajacych sie na calo$é biosfery. Manipu-

2 T Scibor-Rylska, Porzqdek i organizacja w przyrodzie, Warszawa
1974, ss. 84—94.
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lacja podlozem genetycznym na poziomie komoérkowym nie pozostaje
bez wplywu na rozne biopoziomy naszej planety. Ten fakt nie moze ujsé
uwadze uczonych we wszystkich refleksjach nad wartoscia badan opar-
tych na eksperymentach w mys$l zasady ,,na chybit trafil”.

Przestrzenno-czasowy rozwo6j rodziny ludzkiej jest wpleciony w bio-
sfere jako calos¢ poprzez misterng sie¢ zlozonych relacji i réznorodnych
wiezi adaptacyjnych, uwarunkowanych diugotrwalym procesem ewolucji
zycia na ziemi. Dominujgca pozycja czlowieka na ziemi opiera sig¢ wlasnie
na jego adaptacji do istniejgcych na ziemi warunkoéw fizycznych i bio-
tycznych. Naturalnymi wrogami ludzkiej populacji sg mikroorganizmy
ze Swiata bakterii i wiruséw. Zadnemu z nich jednak, jak dotycheczas,
nie udalo sie wygubi¢ populacji ludzkiej. Obecny organizm czlowieka,
efekt trwajgcego miliony lat procesu adaptacji do srodowiska fizyko-che-
micznego oraz przystosowywania sie miedzygatunkowego, rozporzadza
skutecznymi mechanizmami obronnymi przed roéznego rodzaju mikroor-
ganizmami réznych gatunkéw. Tam, gdzie nie mogg poradzi¢ naturalne
mechanizmy obronne, przychodzi z pomoca medycyna, ktoérej dziatalnosé¢
sprowadza sie do przywracania réwnowagi fizjologicznej organizmu. Row-
nowaga fizjologiczna organizmu lezy na linii dziatania mechanizméw obron-
nych, uwarunkowanych genetycznie. Uklad dziedziczenia kontroluje row-
niez rownowage ekologiczng pomiedzy réznymi gatunkami w okreslonych
populacjach danej biocenozy. Roézne jednostki taksonomiczne wirusow
i bakterii oraz eukariontéow, do ktorych nalezy czlowiek, rozwijaja sie
i zyjg od wiele milionéw lat wspdlnie. Ekologicznie znajg sie wzajemnie,
ksztaltowaly je bowiem te same mechanizmy ewolucji.

Sztuczna rekombinacja DNA na ,,chybil trafil” moze latwo doprowa-
dzi¢ do przypadkowego uksztaltowania sie genomu o zupelnie nowych
mozliwosciach, ktore dotychczas nie zostaly jeszcze wyprobowane przez
mechanizmy ewolucji. Rzecznicy nurtu ,,ograniczen’ eksperymentéw ma-
nipulacyjnych w dziedzinie rekombinacji DNA in vitro bardzo czesto
odwoluja sie do wyobrazni na temat takiej bakterii, ktéra na skutek
przeszczepow uzyskuje cechy zjadliwosci dotychczas niespotykanej i ce-
chy opornosci na wszystkie znane antybiotyki oraz takie witasciwoseci bu-
dowy zewnetrznej, ktéra uniemozliwia zwalczanie jej przez ludzkie prze-
ciwciala. Zaléozmy hipotytycznie, ze ta bakterig bedzie E. coli przysto-
wiowy krolik doswiadczalny w badaniach mikrobiologicznych. Bakteria
ta od niepamietnych czasow zadomowila si¢ na stale w jelicie ludzkim.
Nietrudno sobie wyobrazi¢ wszelkiego rodzaju skutki eksperymentéw ma-
nipulacyjnych.

Stan badan nad mechanizmami powstawania i rozwoju nowotworéw
jest jeszcze niewystarczajacy do tego, by mozna bylo pokusi¢ sie na ja-
kieS uogélnienia przydatne do terapii, ale przynajmniej w niektérych
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przypadkach juz ustalono, ze transformacja przecietnej komorki w ko-
morke nowotworowsg zachodzi na skutek wlaczenia DNA wirusowego do
jej genomu. Takim wirusem onkogennym jest np. SV 40. Dotychczas nie
rozwigzano zagadnienia; czy do transformacji nowotworowej wystarczy
samo wlaczenie wirusowego DNA w specyficznym punkcie chromosomu
i spowodowanie tym samym okreslonej zmiany geometrii DNA, czy tez
wymagana jest synteza pewnych bialek wirusowych. Tym niemniej sto-
sunkowo latwo jest wyobrazi¢ sobie fakt, ze manipulujagc fragmentami
DNA pochodzenia wirusowego mozna wyprodukowaé pewng ilosé frag-
mentéow zdolnych do przeprowadzenia nowotworowych transformacji,
a jednocze$nie o cechach infekcyjnych trudnych do zwalczenia.

Obiegowa wiedza biomolekularna jest wystarczajgca do tego by wy-
dhuzyé¢ liste zagrozen. Wystarczy choéby jeszcze wymienié i ten fakt,
ze niebezpieczne eksperymenty fizykéw w kazdej chwili mozna wstrzy-
maé; natomiast zrekonstruowana bakteria E. coli o wlasciwoéciach super-
zjadliwych bedzie sie namnazala sama przez czas nieograniczony nieza-
leznie od podjetych decyzji na temat dalszych badain nad rekonstrukcjg
nowych genomow.

Sg jednak autorzy, ktérzy uwazajg, ze niebezpieczenstwo nie iest az
tak wielkie, by mozna bylo prowadzi¢ dyskusje, konczgce sie ciagle na
,nie” Szereg autoréw?® sadzi, ze nie wolno zaprzepasci¢ cennego nurtu
badan ze wzgledu na widmo cigglych zagrozen, ktére wydajg sie by¢
wielce problematyczne. Wyprodukowanie bowiem superzjadliwego szcze-
pu mikroorganizmalnego jest sprawg bardzo dyskusyjng, a to dlatego,
ze cecha superzjadliwosci jest nastepstwem kompleksu nieprzypadko-
wych rekombinacji genetycznych, powstajagcych w stosunkowo dlugim
czasie i to w obrebie calych populacji. Pojawienie sie bowiem osobnika
o nowym zestawie cech w danej populacji jest malo prawdopodobne. Po-
nad to proces transformacji i transdukcji zachodzi w sposéb naturalny
u prokariontow. Byé moze, ze tego rodzaju wymiana genetyczna wyste-
puje miedzy organizmami odleglych gatunkéw, tylko ze wzgledu na mi-
nimalny efekt, nie zostala jeszcze ujawniona.

3. ANTROPOCENTRYCZNE DYREKTYWY INZYNIERII GENETYCZNEJ

Przy obecnym stanie wiedzy nie mozna z calg pewnoscig stwierdzi¢;
czy racje majg zwolennicy czy przeciwnicy badan nad sztuczng rekom-
binacjg z uzyciem inzynieryjnych technik manipulacji genami. Stopien
ryzyka jest jednak tak znaczny, ze kazdy badacz bierze na siebie etyczng
odpowiedzialno$¢ za ludzi pracujgcych w laboratorium i za cala zbioro-

28 Science, 185 (18974 ss. 41—48).
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wos$é ludzky. To poczucie odpowiedzialnosci wystapilo z calag wyrazistos-
cig u miedzynarodowej spotecznosci uczonych. Dano temu wyraz w czerw-
cu 1973 r. w New Hampton (USA) na konferencji Gordonowskiej, po-
Swieconej kwasom nukleinowym. W rok poézniej dziesigciu amerykan-
skich specjalistow w dziedzinie genetyki biomolekularnej wystosowalo
apel do wszystkich laboratoridw na swiecie o czasowe wstrzymanie naj-
bardziej ryzykownych eksperymentéw manipulacyjnych. Apel ten war-
to przytoczy¢ w obszerniejszym cytacie ze wzgledu na wielki odzew, jaki
wzbudzil wéréd naukowcow Swiata i w szerokich kregach rzesz licznych
spoleczenstw:

,»Nizej podpisani, dzialajgc w imieniu i przy poparciu Zgromadzenia Nauk
Przyrodniczych Narodowej Rady Naukowej Akademii Nauk, proponuja nastepuja-
ce zalecenia:

Po pierwsze — i uwazamy to za najwazniejsze — zanim nie bedziemy zdolni
do dokladniejszej oceny potencjalnego zagrozenia i zanim nie opracuje si¢ odpo-
wiednich metod zabezpieczajacych przed niekontrolowanym rozprzestrzenianiem sie
komoérek ze zrekombinowanym DNA, wzywamy naukowcOéw na calym Swiecie, aby
powstrzymali sie dobrowolnie od nastepujacych doswiadczen.

Typ 1: Konstrukcje nowych, niezaleznych od chromosomu plazmidéw bak-
teryjnych, w ktérych wprowadzono by odporno$é na antybiotyki lub zdolnos$é do
syntezy bakteryjnych jadéw do bakterii, ktéore dotychczas takich cech nie miaty.
Réwniez nie nalezaloby konstruowaé takich szczepéw bakteryjnych, do ktérych
wprowadzono by opornosé na klinicznie stosowane antybiotyki, chyba ze plazmidy
z tym zestawem opornosci istniejg i s3 znane w przyrodzie.

Typ 2: Baczenie fragmentéw lub calych czasteczek DNA wirusé6w onkogen-
nych lub innych wiruséw zwierzecych z autonomicznymi replikonami, takimi jak
plazmidy bakteryjne lub inne wirusowe DNA. Takie zrekombinowane czasteczki
DNA moglyby latwiej rozprzestrzeniaé sie w bakteriach wspélzyjacych z czlowie-
kiem i innymi gatunkami i w ten sposéb np. zwiekszaé¢ czestotliwosé zachorowan
na raka i inne choroby. Po drugie — plany ljczenia fragmentow zwierzecych DNA
z bakteryjnymi plazmidami lub fagami powinny byé oceniane ostroznie, w Swietle
faktu, ze wiele zwierzecych DNA zawiera sekwencje wspodlne z sekwencjami wiru-
sOw onkogennych typu RNA. Poniewaz polgczenie jakiegokolwiek obcego DNA
z replikonem stwarza nowe zrekombinowane czasteczki DNA, ktérych wlasciwosci
biologiczne trudno jest przewidzie¢ z cala pewnoscia, doswiadczenia takie nie po-
winny by¢ podejmowane bez gruntownego ich przemySlenia (...)”24,

Nastepstwem apelu byly miedzynarodowe sympozja w Asilomar i La
Jolla, na ktérych wspdlnie opracowano wytyczne odnosnie sprawy bez-
pieczenstwa granic manipulacyjnych eksperymentéw. Dyrektywy z sym-
pozjow, po wprowadzeniu pewnych poprawek, zostaly opublikowane w
czerwcu 1976 r. przez NIH (Narodowy Instytut Zdrowia) jako wytyczne
regulujgce tryb badan inzynieryjno-genetycznych. U podstaw przepisow
NIH legto przekonanie, ze nalezy kontynuowaé¢ badania nad rekombina-
cja DNA in vitro. Badania te powinny jednak spelnia¢ optymalny sto-
pien bezpieczenstwa oséb, w pracowniach laboratoryjnych i w Srodowis-
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kach ludzkiej egzystencji bez naruszania réwnowagi biosfery, ze szcze-
golnym uwzglednieniem prawa nietykalnosci tych gatunkéw, ktére sa
najblizszymi krewniakami gatunku ludzkiego.

W przypisach NIH zaproponowano cztery stopnie zabezpieczen tech-
nicznych wraz z charakterystyks wyposazenia pracowni:

Pl Znakiem tym oznaczono pracowni¢ mikrobiologiczng o standar-
dowym stopniu wyposazenia zabezpieczajgcego.

P2 Znak ten symbolizuje pracownie standardows, ale ze zwigkszo-
nymi wymaganiami co do kwalifikacji pracownikéow i sposobu bezpie-
czenstwa pracy (dokladna sterylizacja uzywanych naczyn szklanych, apa-
ratury i powierzchni roboczej oraz wzmozona ostrozno$¢ osobista).

P3 Jest to znak, ktory przysiuguje pracowni o wydzielonym pomie-
szczeniu w danym laboratorium z nakiadem wysokich kosztow inwesty-
cyjnych w zakresie technicznym i budowlanym. Personel zas takiej pra-
cowni winien wykazywac wysokie kwalifikacje techniczno-badawcze.

P4 Znak ten oznacza takg pracownie, ktéra spelnia wymogi wymie-
nionych pracowni w najwyzszym stopniu. Z pracowni tego typu nie mo-
ze ,,uciec” zaden zywy organizm laboratoryjny przez drzwi, okmna, prze-
wodami wentylacyjnymi lub kanalizacyjnymi. Praca za§ prowadzona jest
w szczelnych komorach wyposazonych w ,,sztuczne rece’”. CiSnienie po-
wietrza w pracowniach i komorach jest niZzsze niz na zewngtrz pracow-
ni. Cata masa powietrza wychodzgca z pracowni przechodzi przez spe-
cjalne filtry oczyszozajace. Jedyna pracownia na Swiecie typu P4 do
roku 1979 byta pracownia w Fort Detrick (USA) przekazana przez armieg
amerykanskg w roku 1971 na rzecz badan naukowo-spotecznych.

Drugim rodzajem zestawu zalecen NIH sg mikrobiotyczne stopnie
bezpieczenstwa. Zestaw ten dotyczy przede wszystkim wyselekcjonowa-
nych typow E. coli (EK). I tak:

. EK1 oznacza standardowy szczep E. coli o znaku E12, ktory jest
pozbawiony zdolnosci do przebywania w ludzkim jelicie.

EK2 symbolizuje E. coli lub bakteriofagow, ktére sg pozbawione
zdolnosci do przezycia poza laboratorium.

i EK3 jest znakiem E. coli, ktérej przezywalnos¢ dodatkowo spraw-
dza sie w organizmach zwierzecych i roslinnych.

Zestaw réznego rodzaju EK i P daje obraz dazen uczonych do mini-
malizacji zagrozen od strony manipulacyjnych eksperymentéw w mole-
kularnej genetyce. Ten stan rzeczy ilustruje tablica 1.

Przypisy te obowigzujg administracyjnie tylko tych badaczy, ktérych
badania finansowane sg przez NIH. Nie obejmujg np. pracowni przemy-
stowych. Oceniono, ze do roku 1979 firmy przemyslowe zainwestowaty
150 milionéw dolaréw w badania nad sztuczng rekombinacjg DNA. Prze-
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Tab. 1
Zr6édio DNA Wymagane zabezpieczenie
A. Do$wiadczenia z przypadkowymi fragmen-
tami DNA. Gospodarz: E. coli
— Nieembrionalne tkanki naczelnych P3+EKS3 lub P4+EK2
— Embrionalne tkanki naczelnych P3+EK2
— Inne ssaki P3+EK2
— Ptaki P3+EK2
— Nizsze eukarionty P2+ EKI1
— Rosliny P2+ EK1
— Prokarionty, ktére nie wymieniajg ge-
noéw z E. coli w spos6b naturalny
a) niepatogenne P14+ EKI1
b) umiarkowanie patogenne P2+ EK2
¢) wysoce patogenne doswiadczenia zabronione
B. Plazmidy, bakteriofagi i inne wirusy. Gos-
podarz: E. coli
— Wirusy zwierzece P4+EK2 lub P3-+EK3
— Wirusy roslinne P3+EK1 lub P2+ EK2
C. Rézne. Gospodarz. wirusy onkogenne
np. SV40 od P3 do P4
D. Réine, wszczepiany za pomocg wiruséw
roslinnych. Gospodarz: ro§liny od P2 do P3

Zabezpieczenie wymagane w inzynierii genetycznej przy pracach z réinym
materiatem.

pisy NIH sg postulatami wewnatrz amerykanskimi i tym samym nie od-
nosza sie¢ do personelu laboratoriéw zagranicznych. Wazniejsze od prze-
piséw jest jednak poczucie osobistej odpowiedzialno$ci w procesie plano-
wania 1 prowadzenia eksperymentow. Ta odpowiedzialno$¢ staje sie tym
wigksza im bardziej uswiadamiamy sobie stopien zagrozenia czlowieka
badZz to bezposrednio, bgdz to posrednio przez biologiczng interwencje
w otaczajgcg nas biosfere. Nic tez dziwnego, ze to wlasnie czlowiek jest
centralnym punktem odniesienia przy redakcji przepisow NIH. Przepi-
sy bezpieczenstwa NIH majg zatem charakter antropocentryczny. Jest to
szezegblnie widoczne w przypadku ustalenia stopni bezpieczenstwa w
dziedzinie doboru pracowni i E. coli, jak to ilustruje tabela 1. Analiza
tej tabeli oraz tresci apelu P. Berga, jak rowniez refleksja nad strukturg
eksperymentu manipulacyjnego, w obrebie genetyki molekularnej, pro-
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wadzi do szeregu twierdzen dyrektywalnych o charakterze antropocen-
trycznym. Wydaje sie, ze mozna je sformulowaé w sposob nastepujacy:
‘ 1. Pracownie laboratoryjne, w zakresie badan nad rekombinacjs DNA
in vitro, winny spetnia¢ mozliwie wszystkie warunki najwiekszego bez-
pieczenstwa w ramach dostepnych najbardziej nowoczesnych technik bu-
downictwa i aparatury badawczej ze wzgledu na najwyzsze bezpieczen-
stwo personelu naukowego, pomocniczego, administracyjnego i fizycz-
nego oraz catego srodowiska spotecznego.

2. Laboratoria inzynierii genetycznej winny by¢ odizolowane od ota-
czajacych s$rodowisk biotycznych, w oparciu o najbardziej nowoczesne
techniki selektywne w dziedzinie filtrow powietrznych, kanalizacji od-
ptywowych i chemicznej sterylizacji $ciekéw laboratoryjnych, ze wzgle-
du na zachowanie rownowagi biocenotycznej, ktora jest koniecznym wa-
runkiem prawidlowego zycia i rozwoju cztowieka.

3. Program inzynierii genetycznej nie moze zawiera¢ zadnych badan
nad rekonstrukcjg szczepow bakteryjnych o objawach superzjadliwych.
dla celow wojennych.

4. Nalezy bezwzglednie kierowac¢ si¢ zasada wzrastajacej ostroznosci,
w sieganiu po material biotyczny do eksperymentéw manipulacyjnych,
w miare wzrostu pokrewienstwa gatunkoéw w odniesieniu do czlowieka,
rozumianego jako gatunek H. sapiens.

5. Nalezy kierowa¢ sie zasada szczegolnego bezpieczenstwa, na od-
cinku wyboru rodzaju pracowni i doboru calej aparatury badawczej, w
przypadku manipulacyjnych badan nad DNA wirusow i bakterii pato-
gennych bezposrednio groznych dla czlowieka oraz jego Srodowiska bio-
tycznego, skladajacego sie z populacji zwierzecych i zbiorowisk roslin-
nych; w szczegolnosci dotyczy to DNA wirusow onkogennych.

6. Laboratoria inzynierii genetycznej winny by¢ poddane migdzy-
narodowej kontroli ONZ w dziedzinie programu badan oraz w zakresie
uzywanych pracowni wraz z ich wyposazeniem, jak rowniez w ramach
stosowania materiatu biotycznego do eksperymentéw manipulacyjnych
ze wzgledu na bezpieczensiwo ludzkosci i calej biosfery.

ZAKONCZENIE

Opublikowanie przepisow bezpieczenstwa, jak rowniez podejmowanie
prob formulowania dyrektyw, regulujgcych rozwéj badan nad rekombi-
nacjag DNA in ivtro, nie pocigga jeszcze za sobg faktu skrupulatnego
stosowania si¢ do nich. Wazniejszg sprawg od przepisow i egzekwowa-
nych dyrektyw jest sfera osobistej postawy w poczuciu odpowiedzialno-
sci za planowanie i wybor programu badan i sposdéb ich wykonania.
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Dzisiaj nie mozna przewidzie¢, czy wyniki eksperymentu manipulacyj-
nego w chirurgii genowej spelnig pokiadane w nich nadzieje, czy tez
przyniosg o wiele wieksze niebezpieczenstwo dla catej ludzkosci niz sadzi
sie w szerokich kregach spolecznych. Pewne jest, Ze prowadzone prace
nad sztuczng rekombinacjga DNA na ewolucyjnie zréinicowanym mate-
riale biotycznym s jedng z centralnych i najbardziej fascynujacych dzie-
dzin biologii molekularnej na dzis i na jutro.



