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Biotechnologia w ogdlnym
szarysie i jej historia

1. Co to jest biotechnologia?

Biotechnologia to §wiadczenie dobr i ustug z zastosowaniem metod bio-
logicznych. Biotechnologia integruje nauki przyrodnicze 1 inzynieryjne
w celu osiggnigcia zastosowan organizmow, komorek lub ich czesci oraz
molekularnych analogow do pozyskania produktow i ustug (definicja
wedlug Europejskiej Federacji Biotechnologii). U jej podstaw lezy wiele
dziedzin nauki 1 techniki, jednak szczegolne miejsce zajmuje biologia
1 genetyka molekularna.

Cztowiek od zarania dziejow staral si¢ dostosowywaé uprawy roslin
1 hodowle zwierzat do swoich potrzeb, swiadczg o tym liczne wyko-
paliska i dzieta sztuki. Potwierdzajg to rowniez stare zapisy, na przy-
kiad hieroglify odnalezione w piramidach faraonéw czy tez Biblia. Juz
w starozytnosci wykorzystywano procesy fermentacji do produkeji wina
1 piwa oraz pokarmu, mi¢dzy innymi chleba, jogurtu, octu oraz sosu
sojowego. Piwo warzono przed 8000 laty w Egipcie, a 4000 lat temu
w Sumerze znano co najmniej 19 gatunkoéw piwa. Prace z zakresu mo-
dyfikacji roslin i zwierzat trwajg do dzi§ dnia, a ich gwaltowny rozwoj
nastapil w potowie XX wieku, po wykryciu struktury DNA, przyczy-
niajac si¢ do rozwoju biotechnologii 1 powstawania nowych wyzwan dla
biogospodarki, do ktorych nalezy zrownowazone zarzadzanie zasobami
naturalnymi, zrdbwnowazona produkcja roslinna 1 zwierzgca, poprawa
zdrowia publicznego, tagodzenie niekorzystnych skutkow zmian klima-
tycznych oraz wykorzystanie nowych osiggnie¢ naukowych.

2. Co to jest inzynieria genetyczna?
Inzynieria genetyczna jest zestawem technik biologii molekularnej sto-
sowanych w celu modyfikacji genomu. Za pomocg technik inzynierii
genetyczne] mozemy dowiedzie¢ si¢, jakie substancje chemiczne po-

winien wytworzy¢ organizm, by moc funkcjonowac, rosng¢ i rozmnazac
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sie. Inzynieria genetyczna najczescie] polega na przenoszeniu genow
z jednego organizmu do drugiego w celu jego ulepszenia (np. uzyskanie
opornosci roslin na szkodniki) za pomoca technik laboratoryjnych. Dzia-
talnos¢ taka jest okre$lana rowniez mianem nowoczesnej biotechnologii.

Poprzez zmiany DNA organizmu, dzi¢ki technikom rekombinacji
DNA, mozna spowodowaé wytwarzanie wi¢gkszej ilosci podstawowego
biatka lub produkowania jego zmodyfikowanej formy. Znaczace jest to,
ze naukowcy mogg przenies¢ maly fragment DNA z jednego organizmu
do genomu innego, famiac w ten sposob naturalne granice pomi¢dzy ga-
tunkami. Analogicznie moga by¢ wprowadzone geny czlowieka do bak-
terii lub drozdzy, umozliwiajac wytwarzanie ludzkich biatek dla celow
medycznych w kontrolowanych kulturach. Podobne techniki inzynierii
genetycznej stosowane $g zaroOwno przy rozmnazaniu zwierzat 1 roslin,
jak 1 w wigkszosci dziedzin tradycyjnej biotechnologii.

3. Co rozumiemy pod pojeciem organizmow z celowa zmiang geno-

mowego DNAP

Amerykanska Agencja ds. Zywnosci i Lekow (ang. Food and Drug Admi-
mistration, FDA) wprowadzita pojecie organizmow z celowo zmienionym
genomowym DNA czy tez z celowymi zmianami genomu (ang. zuten-
tional genomic alterations, IGA). Pojecie to obejmuje organizmy, glownie
zwierzat uzyskanych z zastosowaniem technologii edycji genomu i in-
zynierii genetycznej.

4. Co to jest edycja genomu?

12

Edycja genomu dotyczy nowych technologii, ktore umozliwiajg precy-
zyjne zmiany w DNA roSlin, zwierzat lub innych zywych organizmow.
Technologie edycji genomu mozna wykorzysta¢ do wprowadzenia,
usuniccia lub zastapienia jednego lub wiekszej liczby okreslonych nu-
kleotydow (liter w kodzie DNA) w okre§lonym miejscu w genomie
organizmu. Edycje genomu mozna przeprowadziC przy uzyciu na przy-
ktad technologii CRISPR/Cas9 (zgrupowane, regularnie rozproszone,
krotkie, powtarzajace si¢ sekwencje palindromowe, ang. Clustered Re-
gularly-Interspaced Short Palindromic Repeats), nukleaz palca cynkowego
(ZFN), nukleaz efektorowych typu aktywatora transkrypcji (TALEN)
1 mutagenezy kierowanej oligonukleotydami (ODM).
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5. Jaka jest roznica miedzy edycja genomu a inzynieriaq genetyczna?

Edycja genomu jest znacznie bardziej precyzyjng metodg wprowadzania
zmian w genomie rosliny, zwierzecia lub innego zywego organizmu niz
metody stosowane wczesniej do dokonywania takich zmian. Pozwala
rowniez na celowe dodanie, podstawienie lub usunigcie okreslonych
nukleotydow (liter w kodzie DNA) w genomie organizmu. Inzynieria
genetyczna pozwala na wprowadzenie nowego DNA (okreslanego jako
rekombinowana konstrukcja DNA lub rDNA) do organizmu w celu
zmiany genomu tego organizmu, ale z reguty bez kontroli miejsca w ge-
nomie, w ktorym nastgpiloby wstawienie konstrukcji rDNA. Dzigki
edycji genomu badacze 1 tworcy produktow mogg kierowaé zmiany,
ktore chcg wprowadzi¢, do okreslonych lokalizacji.

6. Co to jest biotechnologia tradycyjna?

Mianem tym okresla si¢ wszystkie metody technicznego stosowania
biologii z wyjatkiem najnowszych, ktore pojawialy si¢ poczynajac od
polowy lat siedemdziesigtych XX wieku dzieki rozwojowi inzynierii
genetycznej, biologii molekularnej, embriologii 1 hodowli tkankowych
(Reiss 1 Straughan, 1997). Tradycyjna biotechnologia si¢ga zamierz-
chlych czaséw. Na przyktad okoto 8000 lat temu w Egipcie rozpoczeto
warzenie piwo, a 4000 lat pozZniej Sumerowie wytwarzali juz co najmniej
19 gatunkow piwa.

7. Jaka jest roznica pomiedzy tradycyjng a nowoczesna biotechno-
logia?

W ,nowoczesnej” biotechnologii utozsamianej i zawezanej do inzy-
nierii genetycznej, stosowane procedury polegaja przede wszystkim
na przenoszeniu lub modyfikacji (w sposob aseksualny) okreslonych,
zdefiniowanych gendéw pomiedzy roznymi osobnikami, najczeSciej po-
mi¢dzy roznymi gatunkami, za pomocg technik laboratoryjnych.

W ,klasycznej” hodowli rowniez ma miejsce przenoszenie genow,
na przykiad podczas dokonywanych krzyzowek; jednak nie wiadomo,
jakie geny czy zespoly genowe zostaly przeniesione. Ta ,nowoczesna”
biotechnologia Scisle wigze si¢ z ,klasyczng”, a zatem taki podzial jest
sztuczny, wreez niewlaSciwy. Mozna natomiast wyrdznié inzynieri¢ ge-
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netyczng, czyli zespot metod stosowanych dla modyfikacji genomu,
a zatem w celu zmian wlasciwosci organizmu.

Coraz wigksza mozliwo$¢ kontrolowania podstawowych procesow
biologicznych przez badaczy wywolata bardzo duze zainteresowanie
w ciggu ostatnich dwudziestu lat. W tradycyjnych procesach biotech-
nologicznych, takich jak warzelnictwo, silosowanie, produkcja nabiatow
1 inne, czlowiek zawsze wykorzystywal 1 przystosowywal zywe organi-
zmy. Rosliny uprawne i zwierzeta domowe byly wybierane przez far-
merow ze wzgledu na ich podstawowe cechy — na przyktad wydajnos¢
plondw, wytrzymalos¢, opornosé na choroby. Obecny poziom zrozumie-
nia podstaw molekularnych biologii umozliwia naukowcom znacznie
precyzyjniejsze wprowadzanie nowych (lepszych) cech do organizmow.

8. Co to jest mikroorganizm?

W duzym uproszczeniu to bardzo maty organizm. Do mikroorganizmoéow
zalicza si¢ bakterie, wirusy, drozdze, jednokomorkowe glony i pierwot-
niaki, na przyklad amebe. Sg niewidoczne golym okiem. Opis ten nie
jest w pelni zgodny z definicjg biologiczna, ale odpowiada praktyce
biotechnologiczne;.

9. Czym roznig si¢ nowoczesne biotechnologie mikroorganizmow od

14

klasycznych biotechnologii?

Technologie opracowane w latach czterdziestych XX wieku, czyli
sklasyczne biotechnologie”, byly wynikiem wydzielania ze srodowiska
naturalnego wcze$niej nieznanych mikroorganizméw 1 zastosowania
w produkcji przemystowej (na duzg skale) nowych szczepow mikro-
organizmow. Ten etap rozwoju biotechnologii, zwigzany ze stosowa-
niem naturalnych mikroorganizmoéw, rozwinal si¢ w logiczny sposob
do etapu modyfikacji dostepnego materiatu biologicznego technika-
mi rekombinowanego DNA (rDNA). Technologia rDNA prowadzi do
zmiany podstawowej informacji genetycznej Zywego organizmu poprzez
wprowadzenie, modyfikacje lub usuniecie fragmentu(-6w) DNA, sta-
nowigcego instrukcje genetyczng organizmu. Pierwsze zastosowania
tej techniki siegajg 1973 r. Intensywny rozwoj technologii dotyczyt
przede wszystkim mikroorganizmow w zwigzku z relatywng prostotg
ich struktury biologicznej. Obecnie w wielu procesach przemystowych



www.czasopisma.pan.pl P N www.journals.pan.pl
> T . - PR N .
ﬁ 2@% echnologia w ogdlnym zarysie i jej historia

stosuje si¢ zmodyfikowane mikroorganizmy do otrzymywania waznych
1 cennych preparatow hormonalnych i enzymatycznych (np. insulina,
hormon wzrostu, amylazy, lipazy).

10. Jak przedstawia si¢ historia rozwoju nowoczesnej biotechnologii?

Poczatek rozwoju nowoczesnej biotechnologii siega potowy XIX wieku,
nieckiedy natomiast wskazuje si¢ poczatek nowoczesnej biotechnologii
dopiero na rok 1945. Rozwoj ten trwa, a dzi¢ki tendencjom rozwojo-
wym poznajemy bardziej samego czlowieka oraz znajdujemy sposoby
na leczenie tzw. nieuleczalnych chorob. W tabeli zostaly przedstawione
wybrane przykiady osiagni¢¢ biotechnologii.

Data Odkryweca lub realizator Opis
1 2 3
1854-1864 | Ludwik Pasteur Udowodnienie, ze proces fermentacji

powodujg mikroorganizmy

1865 Gregor Mendel Opublikowanie wynikow doswiadczen
wykazujacych zasady dziedziczenia

1869 Friedrich Mischer W spermie tososi wykryto substancje,
ktorg nazwano kwasem nukleinowym,
substancja ta zostala wykryta w jadrze
(Yac. nucleus)

1928 Alexander Fleming Odkrycie pierwszego antybiotyku —
penicyliny
1944 Erwin Schrodinger Opublikowanie ksiazki Czym jest gycie —

naukowe podwazenie teorii witalizmu
i proba ttumaczenia istoty zycia
poprzez mechanike kwantowa

1953 James Dewey Watson Opracowanie modelu struktury DNA
Francis Harry Compton Crick | (/¢/isa) i zaproponowanie mechanizmu
powielania informacji genetycznej (na
podstawie badan krystalograficznych
wykonanych przez Rosalind Franklin

i Maurice’a Wilkinsa)
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1 2 3
1957 Arthur Kornberg Odkrycie polimerazy DNA
1956 Trofim Denisowicz bLysenko | Zaniechanie w bylym ZSRR
administracyjnego przyjmowania
teorii autorstwa Lysenki ,stadialnego
rozwoju roslin”, ktora negowata
molekularny mechanizm dziedziczenia
1957 Mahlon Bush Hoagland Wydzielenie czgsteczki transferowego
Paul Charles Zamecnik (t)RNA
Mary L. Stephenson
1958 Francis Harry Compton Crick | Prezentacja podstawowego dogmatu
biologii molekularnej: ,DNA
syntetyzuje RNA, a RNA syntetyzuje
biatka”
1961-1965 | Marshall Warren Nirenberg | Rozszyfrowanie kodu genetycznego:
Har Gobind Khorana trzy nukleotydy DNA tworzg
Severo Ochoa de Albornoz kodon, ktory odpowiada jednemu
aminokwasowi
1970 Har Gobind Khorana Pierwsza chemiczna synteza genu
1972 Paul Berg Potaczenie DNA wirusa i DNA bakterii
1973 Stanley Norman Cohen Transfer genu z ropuchy do bakterii
Herbert Wayne “Herb” Boyer
1975 Asilomar, USA Konferencja najwybitniejszych
naukowcow w celu opracowania
norm regulujacych prace w zakresie
inzynierii genetycznej
1979 David Lane Odkrycie genu p53 odgrywajacego
Arnold J. Levine zasadniczg role w procesach
kancerogenezy
1982 Wiele firm i autorow, w tym | Komercjalizacja insuliny czlowieka
Adam Kraszewski produkowanej w bakteriach (fumulina,
gensulina)
1982 Firma E. Lilly oraz Opracowanie rDNA insuliny cztowieka.

Genentech
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1 2 3

1982 Los Alamos, USA Zalozenie GenBank w Los Alamos
(USA). Bank ten zbiera w formie
elektronicznej wszystkie poznane
sekwencje kwasow nukleinowych

1984 Alec John Jeffreys Opracowanie technologii ,DNA
fingerprinting”, czyli odcisku
genetycznego

1985 Boehringer Ingelheim Opracowanie DNA interferonu alfa

1986 Plant Genetic System, Belgia | Otrzymanie transgenicznych

pomidor6w i tytoniu zawierajacych gen
Br odpowiedzialny za syntez¢ biatka Bt
odstraszajacego owady

1986 USA Opracowanie ro$lin (soja, kukurydza,
bawelna, rzepak) transgenicznych,
opornych na szkodliwe owady i1 na
pewne herbicydy

1987 Calgene, USA Opracowanie pomidora FlavrSavr®,
ktory dzigki zastosowanej technologii
antysensowej zachowuje diuzej jedrng
skorke (nie migknie)

1988 Harvard University, USA Opatentowanie, po raz pierwszy

w historii ssaka, myszy

z wszczepionym genem powodujacym
nowotwor (oncomouse)

1990 USA Rozpoczecie projektu poznania
genomu czfowieka, ktorego celem
byto poznanie petnej sekwencji
nukleotydowej genomu cztowieka
(HGP)

1990 Wspolnota Europejska Uchwalenie Dyrektyw Rady 90/219/EWG
1 90/220/EWG z 23 kwietnia 1990 r.
regulujacych zasady zamknigtego
uzycia 1 wprowadzania GMO do
srodowiska
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1990

Genetech, Calgene, USA

Proby polowe z transgenicznymi
pomidorami FlavrSavr®
o przedtuzonym okresie skladowania

1990

Wspolnota Europejska

Pierwsze europejskie patenty na
rosliny transgeniczne (ziemniak 1 tyton
oporne na herbicydy)

1991

UNEP (Program
Srodowiskowy Organizacji
Narodow Zjednoczonych)

Uchwalenie Konwencyi o roznorodnosci
biologiczne; w Rio de Janeiro w ramach
tzw. ,Szczytu Ziemi”

1994

Genetech, Calgene, USA

Pierwsza na Swiecie komercjalizacja
ro$lin transgenicznych pomidorow
FlavrSavr®

1995

William French Anderson

Pierwsza skuteczna terapia genowa
(w tym samym roku National
Institutes of Health opublikowaty
raport podwazajacy efektywnosé

i celowoSc¢ terapii genowej)

1997

Ian Wilmut

W szkockim Roslin Institute dokonano
klonowania owcy (owieczka Dolly)
z komorki somatycznej

1998

Uniwersytet na Hawajach,
USA

Klonowanie transgenicznych myszy

1999

Faczny areal uprawny na $wiecie roslin
transgenicznych wynosi blisko 40 mln ha

1999

Program HGP (Human Genome
Project), USA

Poznanie pelnej sekwencji
chromosomu nr 22; jest to najmniejszy
chromosom czlowieka, ale zawiera 33
miliony nukleotydow (z 3 miliardow
genomu czlowieka)

1999

Harry E Noller i inni

Ustalenie struktury bakteryjnego
rybosomu za pomocg technik
krystalograficznych
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3

24.05.2000

UNEP (Program
Srodowiskowy Organizacji
Narodow Zjednoczonych)

Podpisanie w Montrealu ,,Protokotu
biobezpieczenstwa” (Biosafety Protocol),
czyli pierwszego miedzynarodowego,

o globalnym znaczeniu, traktatu
dotyczgcego inzynierii genetycznej
(,Protokot biobezpieczenstwa” jest
aktem wykonawczym konwencji z Rio
de Janeiro, 1991)

2000

Odczytanie genomu Arabidopsis
(rzodkiewnik)

15.02.2001

Celera 1 HGP

Prezentacja pelnej sekwencji genomu
cztowieka

12.03.2001

Unia Europejska

Dyrektywa Parlamentu Europejskiego
1 Rady 2001/18/WE z 12 marca

2001 r. zastepujaca dyrektywe

nr 90/220/EWG z 1990 r. w sprawie
uwolnienia do $rodowiska genetycznie
zmodyfikowanych organizméow

10.07.2001

Polska

Podpisanie przez prezydenta
Ustawy z dnia 22 czerwca 2001 r.
o organizmach genetycznie
zmodyfikowanych

2001

Unia Europejska i Ameryka
Potnocna

Liczne kontrowersje w zakresie
mozliwoSci 1 ewentualnej realizacji
klonowania cztowieka oraz komorek
macierzystych w celu produkeji
cennych lekow do zwalczania takich
chorob jak Alzheimera i Parkinsona

2001

Agencja ds. Zywnoéci
i Lekow, FDA, USA

Zatwierdzenie pierwszego leku dla
pacjentow z przewlekly biataczka
szpikowg Gleevec® (imatinib)

2002

Advanced Cell Technology

Sklonowanie pierwszego bantenga,
gatunku zagrozonego wyginigciem

2003

Shenzhen SiBiono Gen'Tech,
Chiny

Zatwierdzenie pierwszego produktu
do terapii genowej Gendicine, ktory
dostarcza gen p53 do terapii raka
pfaskonablonkowego glowy i szyi
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2003

Tajwan

Komercjalizacja pierwszych
genetycznie modyfikowanych zwierzat
domowych TK-1 (GloFish)

2004

Organizacja Narodow
Zjednoczonych ds.
Wyzywienia i Rolnictwa

Wskazanie, ze uprawy
biotechnologiczne uzupelniajg
tradycyjne metody rolnictwa, pomagajac
ubogim rolnikom i konsumentom

w krajach rozwijajacych si¢

2006

European Medicines Agency

Zatwierdzenie pierwszego leku ATryn
uzyskanego w mleku transgenicznych
koz. W USA lek zatwierdzono dopiero
w 2009 r.

2007

University of Wisconsin,
Madison, USA

Reprogramowanie/przeksztalcenie
komorek skory czlowieka w zarodkowe
komorki macierzyste

2008

Japonia

Pierwsza czasteczka DNA uzyskana
prawie w calosci ze sztucznych
fragmentow

2008

Sekwencjonowanie indywidualnego
genomu czlowieka

2009

F.aczny areal uprawny na Swiecie
ro$lin transgenicznych wynosi blisko
134 miIn ha

2010

Craig Venter

Uzyskanie syntetycznego genomu

2010

Michael Riehle, University of
Arizona, USA

Naukowcy stworzyli oporne na malari¢
komary

2010

Konferencja Stron Konwencji
o roznorodnosci biologicznej
(CBD COP10)

Przyjecie Protokotu z Nagoi

do Konwencji o réznorodnosci
biologicznej dotyczacej dostepu do
zasobow genetycznych oraz uczciwego
i sprawiedliwego podziatu korzysci
wynikajacych z ich wykorzystania

2011

Drukowanie przestrzenne — druk 3D
tkanki
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1 2 3
2012 Vitor Pinheiro Utworzenie polimeru XNA jako
Philipp Holliger alternatywy do kwasow nukleinowych
(DNA i RNA)
2012 University of Washington, Sekwencjonowanie DNA ptodu
USA z wolnych krazacych komorek we krwi
matki
2013 Emmanuelle Charpentier Nowa, szybka i precyzyjna metoda
Jennifer Doudna edycji fragmentow kodu genetycznego
Feng Zhang — system CRISPR wykorzystujacy
strategi¢ obronng bakterii
2013 The Foundation for AIDS Wyleczenie pierwszego dziecka
Research urodzonego z HIV
2014 Cleveland Clinic, USA Narodziny pierwszego dziecka po
przeszczepieniu macicy
2014 Jef Boeke Zrekonstruowanie przez
mi¢dzynarodowy zespo! naukowcow
syntetycznego i w pelni
funkcjonalnego chromosomu drozdzy
Saccharomyces cerevisiae
2014 Wskazanie, ze epidemia Ebola byta
zwigzana z pojedynczym kontaktem
zwierzecia z czlowiekiem
2015 Odkrycie nowego antybiotyku
tejksobaktyny
2015 US National Institutes of Mapa epigenomu czlowieka
Health
2015 Odtworzenie strun glosowych
cztowieka z komorek
2016 Chiny Zastosowanie technologii CRISPR
do leczenia ludzi
2017 Zmodyfikowane genetycznie

limfocyty T (CAR-T cells),

z chimerowym receptorem
antygenowym, rozpoznajace i niszczgce
komdrki nowotworowe
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1 2 3

2017 Duke University, USA Uzyskanie komorek mig$ni

z pluripotentnych komérek
macierzystych

2017 Rice University, USA Wykorzystanie wirusé6w zwigzanych

z adenowirusami do dostarczania
lekow nanopeptydowych do komorki

2018 Trybunal Sprawiedliwosci Rosliny uzyskane za pomocg

Unii Europejskiej (TSUE) precyzyjnych technik hodowlanych,
takich jak CRISPR, s3 organizmami
zmodyfikowanymi genetycznie (GMO)

2019 "Tel Aviv University, Izrael Wydrukowanie bijgcego serca

7 zastosowaniem komorek
w technologii 3D

2019 Eric Lander Wezwanie do wprowadzenia przepisow
Francoise Baylis kontrolujgcych edycje genomu
Feng Zhang w odniesieniu do linii zarodkowych
Emmanuelle Charpentier czlowieka

Paul Berg i inni

11. Czy biotechnologia jest skomercjalizowana?

22

Tak. Biotechnologia znajduje dzi$ zastosowanie na skale przemystowa
w takich dziedzinach jak: rolnictwo, medycyna, przemyst chemiczny,
produkcja zywnosci, przemyst farmaceutyczny, ochrona §rodowiska.
W niektorych krajach Ameryki Potnocnej 1 Potudniowej produkuje si¢
rosliny genetycznie zmodyfikowane na skale przemystowsa. Dominujg
Stany Zjednoczone, Brazylia, Argentyna, Kanada i Indie, ktore obej-
mujg razem 91% upraw. Rowniez w Europie érodkowej 1 Wschodniej
w 1999 r. po raz pierwszy skomercjalizowano uprawy biotechnologicz-
nie ulepszonych ziemniakow, soi 1 kukurydzy. W medycynie zdobycze
biotechnologii wykorzystuje si¢ do opracowywania diagnostyki chor6b
genetycznie uwarunkowanych, do leczenia nowotwordw, produke;ji le-
kow 1 do poprawy jakoSci zycia za pomocg terapii komorkowych.
Platforma Grand View Research, Inc.! wskazata w 2020 r. kilka
istotnych kierunkéw rozwoju komercyjnego zastosowan biotechnolo-

U hteps://www.grandviewresearch.com/
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gicznych. Raporty méwig o rozwoju rynku specjalistycznych enzymow
w stuzbie zdrowia (weglowodany, proteazy), w odniesieniu do chordob
metabolicznych. Wzro$nie zainteresowanie wykorzystaniem hydrozeli
1 rusztowan opartych na nanowioknach na potrzebach medycyny regene-
racyjnej i transplantacyjnej. Rozwija si¢ sekwencjonowanie DNA w on-
kologii, typowaniu HLA czy w badaniach klinicznych, w tym réwniez
sekwencjonowania nowej generacji. Wzrasta zapotrzebowanie na enzy-
my, odczynniki i zestawy biologii molekularnej, w tym takze na potrzeby
oceny mechanizméw programowanej $Smierci komorek do diagnostyki
chorob przewlektych. Nastepuje silny rozwdj technologii rekombinacji
1 proteomiki z wykorzystaniem elektroporacji i wektoro6w adenowiruso-
wych. Zwraca si¢ uwage na wzrost liczby zawieranych kontraktow bio-
logicznych, szczegolnie w onkologii 1 zaburzeniach immunologicznych.
Nie nalezy zapominac o rynku ustug w zakresie badan bioanalitycznych
duzych czgsteczek dla potrzeb badan przedklinicznych i klinicznych.

W zwigzku z wykorzystaniem organoidow 1 sferoidow jako modeli
wnikania wirusa SARS-CoV-2 do komoérek, wyceniono wzrost tej czesci
rynku nawet o 22,5% rocznie w latach 2020-2027, przy wycenie 405,3
mln USD w 2019 r. Z biotechnologig wiaze si¢ globalny rynek chro-
matografii preparatywnej i procesowej; przewiduje si¢ wzrost sektora
obejmujacego testy i badania przesiewowe w hemoglobinopatiach.

Mowigc o nowych technikach, nie mozna zapomina¢ o rynku opar-
tym na technologii CRISPR/Cas9. W badaniach i vitro 1 badaniach
klinicznych bedzie wzrastal udziat badan z wykorzystaniem genow re-
porterowych (lucyferaza, beta-galaktozydaza) na potrzeby wysokoprze-
pustowych badan przesiewowych. Rozwija si¢ rowniez rynek oferujgcy
narz¢dzia dla szeroko pojetych nauk przyrodniczych, w tym biologii
komorkowej, genomiki, cytometrii przeptywowej, technologii separa-
cji. Nie mozna zapomnie¢ rowniez o obrazowaniu danych biologicznych
przez sekwencjonowanie, MRI, mikroskopi¢, analiz¢ biomarkerow, wol-
nych krazacych komoérek nowotworowych, terapie genowg, analizy sta-
bilnosci biatka i pojedynczych komorek oraz terapie komorkows. Wska-
zane jest takze znaczenie personalizowanego odzywiania, wykorzystanie
wektorow wirusowych i produkeji plazmidowego DNA, a takze wielko$¢
rynku komorek macierzystych. Coraz silniej rozwija si¢ usluga badan
toksykologicznych 2 vitro oraz izolacji 1 oczyszczania kwasu nukleino-
wego czy wielko§¢ rynku kultury komorkowej 3D. Czes¢ biatkowa obej-
muje oczyszczanie 1 izolacje biatek, rynek przeciwcial monoklonalnych
1 poliklonalnych.

23



www.czasopisma.pan.pl &N www.journals.pan.pl
. . L Y
Biotechnologia 2020. O co najezgsciej pytamy? "

Przewidywany jest rowniez wzrost biotechnologii rolniczej opartej na
wykorzystaniu szczepionek, hodowli kwiatow, biopaliw czy uzyskiwaniu
genetycznie modyfikowanych roslin, zwierzat 1 drobnoustrojow. Narze-
dzi biotechnologicznych uzywa si¢ w hodowlach tkankowych 1 mikroro-
zmnazaniu, selekcji wspomaganej markerami lub hodowlg molekularnag,
uprawach zmodyfikowanych genetycznie i inzynierii genetycznej, tech-
nologiach diagnostyki molekularnej 1 konwencjonalnej hodowli roslin.
Przyjmuje si¢, ze rozwdj szczepionek bedzie najbardziej perspektywicz-
nym sektorem biotechnologii rolniczej.

Polski rynek biotechnologiczny dopiero zaczyna si¢ rozwijac. Ko-
nieczne jest inne spojrzenie na biotechnologi¢ z punktu widzenia biz-
nesu, a nie nauki. Przez pandemi¢ sektor zdrowia stal si¢ dla inwesto-
row na catlym Swiecie znacznie wazniejszy, przy czym przyjmuje sie,
ze polskie firmy majg realng szans¢ na wspolprace z duzymi firmami
farmaceutycznymi ze wzgledu na swoj olbrzymi potencjal i innowacyjne
rozwigzania prowadzace czesto do produktow przewyzszajacych produk-
ty Swiatowych gigantow (Andrzejewska-Gorecka 1 in., 2020).

12. Czy mozna zarobi¢ na biotechnologii?
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Tak. Wsrod najprezniej rozwijajacych si¢ firm biotechnologicznych,
glownie w Stanach Zjednoczonych, wyr6znié nalezy firm¢ Merck, ktora
rozwinela szczepionke przeciw wirusowi Ebola. Firma Sage Therapeu-
tics opracowala metode leczenia depresji poporodowej. Lek Trikafta
firmy Vertex Pharmaceuticals poprawia oddychanie pacjentéw z mu-
kowiscydoza, a przeno$ne elektroniczne urzadzenie stymulujgce firmy
Theranica Bioelectronics Nerivio leczy bol migrenowy. Firma Gelesis
opracowata hydrozelowg kapsutke, ktora stymuluje uczucie sytosci do
kontrolowania utraty wagi, firma Avita Medical — spray na komorki skory
zmniejszajacy zapotrzebowanie na przeszczepy przez ofiary oparzen
0 35%. Firma Syqge Inhaler zaprojektowala pierwsze programowalne
urzadzenie do inhalacji umozliwiajace kontrolowane dostarczanie lekow,
na przyklad z konopi. Firma Intermountain Healthcare zainicjowata
najwicksze badania genomiki pojedynczej populacji. Firma Pivot Bio
wprowadzita na rynek pierwszy produkt mikrobiologiczny wytwarza-
jacy azot do odzywiania kukurydzy. Firma AbCellera skupia si¢ na od-
krywaniu przeciwcial terapeutycznych, wykorzystujac naturalny uktad
odpornosciowy organizmu do potencjalnej walki z rakiem, zapaleniem
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stawow, bolem 1 innymi chorobami; podejmuje takze dziatania zapo-
biegajace epidemii koronawirusa.

Wsrod 20 najlepiej rozwijajgeych sie firm biotechnologicznych w Eu-
ropie wymieni¢ nalezy firm¢ AC Immune z Lozanny (Szwajcaria), kto-
ra opracowuje metody leczenia chorob neurodegeneracyjnych, takich
jak choroba Alzheimera. Londynska firma Adaptate Biotherapeutics
zajmuje si¢ rozwijaniem terapii przeciwcialami, opartymi na kontroli
aktywnosci cytotoksycznych limfocytow T gamma delta. Firma Ada-
ptimmune z Abingdon (Wielka Brytania) zajmuje si¢ opracowywaniem
terapii limfocytami T w leczeniu raka. Firma Avantium z Amsterdamu
(Holandia, spotka wydzielona z Shell) opracowuje odnawialne biotwo-
rzywa pochodzenia ro$linnego, ktore stanowia alternatywe dla Zrodet
petrochemicznych. Firma BioN'Tech z Moguncji (Niemcy) zajmuje si¢
terapiami immunoonkologicznymi z wykorzystaniem roéznych techno-
logii. Firma Carbios z St-Beauzire (Francja) opracowuje technologic
enzymatyczng, ktora umozliwia pelng degradacje 1 recykling tworzyw
sztucznych. Firma Celyad z Mont-Saint-Guibert (Belgia) zajmuje si¢
opracowaniem nowej generacji terapii komorkami CAR-T, ktorg mozna
uzyskac¢ od dawcow, a nie wytwarza¢ indywidualnie dla kazdego pacjen-
ta. Firma CRISPR Therapeutics z Zug (Szwajcaria) opracowuje metody
leczenia opartego na edycji genow CRISPR/Cas9. Firma F2G z Man-
chesteru (Wielka Brytania) przygotowuje leki przeciwgrzybicze nowe;j
generacji. Firma Follicum z Lund (Szwecja) opracowuje leki peptydowe
do leczenia wypadania wlosow i cukrzycy. Firma Genfit z Loos (Francja)
opracowuje metody leczenia chorob metabolicznych 1 chorob watroby.
Firma GenSight Biologics z Paryza (Francja) zajmuje si¢ terapiami ge-
nowymi do leczenia genetycznych form Slepoty. Firma Hookipa Bio-
tech z Wiednia (Austria) opracowuje immunoterapie chorob zakaznych
1 raka. Kolejna firma — MaaT' Pharma z Lyonu (Francja) opracowuje
terapie z zywych bakterii, ktore majg na celu poprawe wynikow leczenia
raka poprzez zapobieganie niszczeniu mikrobiomu jelitowego. Firma
Meatable z Delft (Holandia) zajmuje si¢ zwickszaniem skali produkcji
mi¢sa hodowanego w laboratorium. Firma Orphazyme z Kopenhagi (Da-
nia) opracowuje terapie chordb rzadkich, ktore uposledzajg prawidto-
we sktadanie biatek. Firma Oryzon Genomics z Barcelony (Hiszpania)
przygotowuje leki epigenetyczne do leczenia raka i choréb neurodege-
neracyjnych. Firma Promethera z Mont-Saint-Guibert (Belgia) zajmuje
si¢ terapiami komorkowymi opartymi na komorkach watroby czlowie-
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ka. Firma Targedys z Paryza (Francja) przygotowuje terapie modulujace
apetyt przez oddzialywanie na mikrobiom jelitowy. Z kolei firma Ynsect,
rowniez z Paryza, zajmuje si¢ opracowaniem produkcji zywnoSci 1 paszy
z owadow.

W Polsce mozna wyroznic z kolei 10 firm biotechnologicznych, gtow-
nie farmaceutycznych, cieszacych si¢ uznaniem mig¢dzynarodowym. Fir-
ma Selvita z Krakowa zajmuje si¢ odkrywaniem lekéw, gloéwnie prze-
ciwnowotworowych, opracowuje terapic w ostrej biataczce szpikowe;.
Firma Mabion z Konstantynowa t.6dzkiego opracowuje leki na bazie
przeciwciatl, miedzy innymi lek biopodobny do rytuksymabu firmy Ro-
che, przeciwciala stosowanego w leczeniu raka krwi i zapalenia stawow.
Zarowno Selvita, jak i Mabion zaangazowaly si¢ w produkcje szczepion-
ki przeciwko SARS-CoV-2. Firma Pure Biologics z Wroctawia opracowu-
je leki na bazie przeciwcial, a takze aptamery DNA - czgsteczki DNA,
ktore podobnie jak przeciwciata wigza si¢ z okreslonym celem. Naj-
bardziej zaawansowanym programem firmy jest opracowanie aptameru
przeznaczonego do leczenia choroby Devica, choroby autoimmunolo-
gicznej powodujacej epizody utraty wzroku i paralizu. Firma OncoAren-
di Therapeutics z Warszawy opracowuje leki drobnoczgsteczkowe opar-
te na inhibitorach chitynaz i arginaz przeznaczone do leczenia astmy,
innych chordb ptuc czy nowotworow. Firma Proteon Pharmaceuticals
z Lodzi produkuje dodatki paszowe oparte na bakteriofagach, ktore
moga zapobiegac 1 eliminowac infekcje bakteryjne u zwierzat gospodar-
skich. Firma Captor Therapeutics z Wroctawia opracowuje leki, ktore
prowadzg do rozpadu biatek wywotujgcych choroby, koncentrujac si¢ na
nowotworach i chorobach autoimmunologicznych. Firma Celon Phar-
ma z Kietpina kolo L.omianek rozwija leki biologiczne, w szczegolnosci
leki biopodobne. Firma Bowil Biotech z Wiadystawowa wykorzystuje
fermentacje bakteryjng do produkcji na skale przemystowa biocelulozy
stuzacej do przygotowywania opatrunkéw na rany i masek na twarz.
Firma Bioavlee z Wroctawia wprowadza metode szybkiej identyfikacji
mikroorganizmow bez koniecznosci sekwencjonowania ich DNA, a fir-
ma NanoVelos z Warszawy opracowuje nanoczasteczki do dostarczania
lekéw przeciwnowotworowych.



www.czasopisma.pan.pl P N www.journals.pan.pl
> T . - PR N .
ﬁ 2@% echnologia w ogdlnym zarysie i jej historia

13. Czym jest odpornos¢, a czym opornosc?

Terminy odpornos¢ i opornos$¢ sg bardzo cz¢sto uzywane w biotech-
nologii 1 bardzo czesto mylone. Juz przed wojng szkota Iwowskich
biochemikow sugerowala, ze odpornosc to zestaw wszystkich mecha-
nizmow bioracych udzial w wytworzeniu odpowiedzi odpornosciowe;.
W znaczeniu bardziej ogdlnym oznacza to zdolnos$¢ do czynnej 1 biernej
ochrony organizmu przed patogenami. Badaniem odpornosci zajmuje
si¢ immunologia. Wytwarzanie i wzmacnianie odpornosci uzyskuje si¢
sztucznie, stosujgc szczepienia profilaktyczne lub surowice odporno-
sciowe. By organizm moglt zachowywac¢ odpornosé, nalezy co pewien
czas powtdrzy¢ wymienione zabiegi medyczne.

Opornos¢ to niepoddawanie si¢ dziataniu czynnikow zewnetrznych.
Opornos¢ wykazuja na przyktad szczepy bakterii na antybiotyki. Jest to
niebezpieczne, gdyz to wlasnie antybiotyki powinny zwalczac bakterie.
Jednak bakterie sg w stanie wytworzy¢ takie mechanizmy obronne, kto-
re sprawiajg, ze antybiotyki przestajg by¢ skuteczne. Mozna tutaj mowic
o oporno$ci pierwotnej i nabytej. Opornos¢ pierwotna na antybiotyki
jest cechg naturalng bakterii, niektore z nich sg po prostu oporne na
niektore antybiotyki. Natomiast oporno$¢ nabyta pojawia si¢ w chwili,
kiedy bakteria w wyniku spontanicznej mutacji lub kontaktu z innymi
bakteriami wytwarza oporno$¢ na antybiotyk, ktory jeszcze do niedawna
byl skuteczny w walce z nia.

Oporno$¢ mikrobiologiczna polega na tym, ze niektore szczepy bak-
terii moga przezy¢ wicksze stezenie antybiotyku niz takie same lub
pokrewne mikroorganizmy.

Opornosc¢ farmakologiczna charakteryzuje si¢ tym, ze szczepy bakte-
rit mogg przezyC wicksze dawki antybiotyku niz standardowo stosowane
w procesie leczenia.

Oporno$¢ kliniczna to opornos¢ na antybiotyk przy jednoczesnym
braku wystepowania innych rodzajow opornosci. Moze zaleze¢ od osob-
niczej wrazliwos$ci na lekarstwo lub by¢ powigzana z innymi zazywanymi
lekami.

14. Czy nowoczesna biotechnologia jest bezpieczna dla zdrowia ludzi?
Biotechnologia jest w tym samym stopniu zar6wno bezpieczna, jak

1 niebezpieczna, co kazda technologia. O ,wspoiczynniku bezpieczen-
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stwa” nie decydujg stosowane technologie, lecz cel, w ktorym sg uzyt-
kowane. Dlatego tak sformulowane pytanie jest biedne.

15. Jaki wplyw ma nowoczesna biotechnologia na ochrone srodowi-

ska?

Dzicki zastosowaniu metod biologicznych nastepuje oczyszczanie
srodowiska, czyli tzw. bioremediacja. Mikroorganizmy sg wykorzysty-
wane w oczyszczalniach Sciekow, gdzie usuwaja najczeSciej wystepu-
jace zanieczyszczenia przed odprowadzeniem Sciekow komunalnych
1 przemystowych do rzek i jezior. Dzicki mikroorganizmom zostaly
ulepszone biofiltry stuzace do oczyszczania powietrza, wody i1 gazu.
Do oczyszczania gleby stosuje si¢ metody wykorzystujace zmodyfiko-
wane bakterie zdolne do rozktadu wielu zanieczyszczen, na przyktad
ropy naftowej, detergentow, herbicydow itp. Ponadto biotechnologia
ma duzy wplyw na tworzenie nowoczesnych technologii w przemysle,
na przyktad skorzanym, chemicznym przez stosowanie metod enzyma-
tycznych zamiast chemicznych.

16. Jakie sg kierunki prac biotechnologicznych?

28

Wyr6zniamy nastepujace, podstawowe kierunki prac biotechnologicz-
nych w zakresie:

zdrowia — terapie lecznicze w chorobach genetycznych lub neurode-
generacyjnych, terapie zwigzane ze starzeniem spoleczenstwa, terapie
regeneracyjne, wytwarzanie produktow i1 ustug opartych na zaawan-
sowanych technikach analizy danych na potrzeby ochrony zdrowia
(sztuczna inteligencja Artificial Intelligence, Al i uczenie maszynowe
Machine Learning, M1.)

wyzywienia — wykorzystanie biotechnologii rolniczej w produkeji zyw-
nosci 1 innych procesach rolniczych

przemystu — wytwarzanie produktow uzytecznych takich jak surowce,
materialy i chemikalia

ochrony $rodowiska — wykorzystanie enzymow, mikroorganizmow 1 ho-
dowli komorkowych do przetwarzania odpadow, biomasy; wykorzysta-
nie i doskonalenie technik biotechnologii stosowanych do oczyszczania
sciekow, gazow, unieszkodliwiania odpadow, uzdatniania wody, reme-
diacji gruntow z zanieczyszczen
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* energetyki — wytwarzanie produktow uzytecznych, na przykiad energii
spotecznych aspektow biotechnologii — kapital ludzki, miejsca pracy,
rozwoj biotechnologii.

Wspolczesna nauka, a konkretnie okreslone dziedziny biotechnolo-
gil stwarzajg szans¢ zasadnicze] poprawy zdrowotnego i ekonomiczne-
go bytu dla wielu milionow ludzi. Postep badan naukowych, a przede
wszystkim realizacja prac wdrozeniowych wymagaja akceptacji spote-
czenstwa. Poniewaz wiele kwestii praktycznych zastosowan inzynierii
genetyczne] dotyczy naszego codziennego zycia, konieczne jest, aby
spoleczenstwo rozumialo stosowane technologie, dlatego tez niezbedna
jest ciagla edukacja (Andrzejewska-Gorecka 1 in., 2020).

17. W jakim stopniu Komisja Europejska uczestniczy w pracach w za-
kresie biotechnologii?

Biotechnologia 1 nauki przyrodnicze przyczyniajg si¢ do modernizacji
przemystu europejskiego. Znajdujg zastosowanie w roznych sektorach
przemystu, takich jak: opieka zdrowotna 1 farmacja, zdrowie zwierzat,
tekstylia, chemikalia, tworzywa sztuczne, papier, paliwa, zywnos¢
1 przetworstwo pasz. Wykorzystanie biotechnologii pomaga w rozwoju
gospodarki UE 1 zapewnia nowe miejsca pracy, wspierajac jednocze-
snie zrownowazony rozwoj, zdrowie publiczne i ochron¢ Srodowiska.
W zastosowaniach medycznych i1 farmaceutycznych biotechnologia
doprowadzita do odkrycia 1 rozwoju zaawansowanych lekow, terapii,
diagnostyki 1 szczepionek. Na przyktad dzigki przetomom biotechno-
logicznym powstaly nowe leki dla pacjentow cierpigcych na zaburzenia
wzrostu, choroby metaboliczne, stwardnienie rozsiane (SM), reumato-
idalne zapalenie stawdw, raka i chorob¢ Alzheimera.

W rolnictwie, hodowli zwierzat, produktach weterynaryjnych 1 akwa-
kulturze biotechnologia ulepszyta pasze dla zwierzat, przyczynita sie
do wyprodukowania szczepionki dla zwierzat gospodarskich i poprawita
diagnostyke wykrywania chordb takich jak gabczasta encefalopatia by-
dfa (BSE), pryszczyca i salmonelloza. Umozliwila rowniez zastosowanie
enzymow do wydajniejszego przetwarzania zywnosci i usprawnita ho-
dowle roslin w celu uzyskania pozadanych cech.

W procesach przemystowych 1 produkeji biotechnologia doprowadzi-
ta do wykorzystania enzymoéw w produkeji detergentow, masy celulo-
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zowe] 1 papieru, tekstyliow i biomasy. Dzicki zastosowaniu fermentacji
1 biokatalizy enzymatycznej zamiast tradycyjnej syntezy chemiczne]
mozna uzyska¢ wyzsza wydajnos$¢ procesu przy mniejszym zuzyciu ener-
gii 1 wody. Prowadzi to do zmniejszenia iloSci toksycznych odpadow.

Komisja Europejska wdrozyta strategi¢ i plan dziatania na rzecz roz-
woju nauk o zyciu i produktow opartych na biotechnologii w latach
2002-2010. Zostaly ustalone priorytety w zakresie lepszego dostepu
do finansowania i transferu technologii w dziedzinie biotechnologii
w latach 2007-2010. Nauki o zyciu i biotechnologia staly si¢ cze¢Scia
strategii ,Europa 2020 i programu ,,Unia innowacji”. Obecnie bardzo
duze fundusze przeznaczone sg na finansowanie projektow w ramach
Programu ramowego UE w zakresie badan naukowych 1 innowacji ,,Ho-
ryzont 20207, a budzet przeznaczony do potrzeb przeciwdziatania epi-
demii COVID-19 jest zwickszany.

18. Czy Polska posiada potencjal rozwoju biotechnologii na poziomie
Swiatowym?

Wedtug ostatniego opracowania Polskiego Instytutu Ekonomicznego
Biotechnologiczny skok w przyszlosc czy dryf? Polska potrzebuje strategii rozwoju
biotechnologii (Andrzejewska-Gorecka 1 in., 2020) biotechnologia jest
bardzo silnie rozwijajagcym si¢ sektorem gospodarki na potrzeby rozwo-
ju w medycynie, przemysle i rolnictwie, oferujac skuteczniejsze pro-
dukty lecznicze lub leki i terapie, bardziej zrbwnowazong gospodarke
zasobami, przeciwdzialanie zmianom klimatycznym 1 konsekwencjom
klesk naturalnych. Niestety, naktady na badania i rozw6j w biotechno-
logii, prywatne i panstwowe, sg istotnie nizsze niz w innych panstwach
OECD. Polska nie opracowata rowniez wlasnej strategii rozwoju bio-
technologii. Autorzy publikacji sugeruja projektowanie nowatorskich
produktow i1 ustug uzupetniajgcych dostepny asortyment na rynkach
medycznym, przemystowym 1 rolniczym lub stworzenie zupetnie nowe-
go obszaru. Na uwage zastuguje mozliwo$¢ wykorzystania dostepnego
kapitatu ludzkiego w rozwoju nowych produktow i ustug w zakresie
bioinformatyki 1 biostatystyki.

19. Jakie osiggniecia majg polscy biotechnolodzy?

Biotechnologia uwazana jest za jeden z najbardziej innowacyjnych sek-
torow gospodarki na $wiecie, ktory osiggnie warto$¢ 727,1 mld dolarow
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do 2025 r., wedtug raportu Grand View Research. Rowniez w Polsce
obserwuje si¢ dos¢ intensywny wzrost liczby przedsigbiorstw prowa-
dzacych dziatalno$¢ w dziedzinie biotechnologii. W 2011 r. bylo 91
firm, aw 2016 r. ich liczba wzrosta dwukrotnie 1 wyniosta 184. Naktady
wewnetrzne poniesione w 2016 r. przez przedsi¢biorstwa na dzialalnos¢
biotechnologiczng osiggnety 761,1 mln zt. Najwiecej firm biotechno-
logicznych bylto zlokalizowanych w wojewddztwie mazowieckim (ok.
21,1%), nastepnie w dolnoslaskim (ok. 13,6%) oraz w wielkopolskim
(ok. 13%), po jednej firmie w wojewodztwie podlaskim i zachodnio-
pomorskim, natomiast w wojewodztwie Swictokrzyskim nie dziatata
zadna firma biotechnologiczna. Ten stan rzeczy Scisle wigze si¢ z liczbg
jednostek naukowych, a takze szkot wyzszych zlokalizowanych w kaz-
dym wojewodztwie. Zdaniem badaczy gtéwnym kierunkiem rozwoju
biotechnologii jest obecnie opracowanie nowych metod terapeutycz-
nych lub diagnostycznych w chorobach zwigzanych z uktadem nerwo-
wym, chorobach nowotworowych, a takze chorobach cywilizacyjnych.
Najistotniejszym utrudnieniem dla rozwoju branzy jest ograniczony
dostep do srodkow finansowych. Warunki do prowadzenia dziatalno$ci
gospodarczej ocenia si¢ jako umiarkowane 1 dobre z mozliwoscig po-
prawy w kolejnych latach.

20. Jakie mamy osiagniecia w zakresie biotechnologii mikroorgani-
zmoOw 1 biotechnologii przemyslowej?

Produkcje insuliny przez bakterie prowadzi firma Bioton w Macierzyszu
pod Warszawg — jeden z najnowoczesniejszych zaktadéw biotechnolo-
gicznych na $wiecie. To w niej powstaje insulina — zard6wno substancja
czynna, jak 1 gotowe formy leku. Bioton produkuje insuling wysokiej
jakosci na skale komercyjna, zapewniajac pacjentom bezpieczne 1 sku-
teczne leczenie cukrzycy. Posiada dwa zakiady produkcyjne: Zaktad
Produkcyjny zajmujacy si¢ produkcja form gotowych oraz Zaktad Bio-
technologii — wytwarzajacy substancje aktywnag.

Mozliwosci produkceyjne to 1500 kg substancji aktywnej, 95 mln
wktadow, 10 mln fiolek. Podstawowym celem strategicznym 1 priory-
tetem jest bezpieczenstwo pacjentow zapewnione dzigki wytwarzaniu
substancji czynnej (rekombinowanej insuliny ludzkiej) o wysokiej ja-
koSci oraz skutecznych, bezpiecznych 1 trwalych produktow leczni-
czych. Wszystkie produkty powstang zgodnie z przepisami prawa oraz
wymaganiami Dobrej Praktyki Wytwarzania (GMP). Spetnienie tych
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wymagan jest potwierdzane stale utrzymywanymi certyfikatami GMP
wydanymi przez Gtownego Inspektora Farmaceutycznego, a takze agen-
cje z innych krajow. Certyfikacjg objete sg wszystkie linie produkeyjne,
kontrola jakoSci 1 magazyny. Produkty sg wytwarzane 1 kontrolowane
zgodnie ze specyfikacjami 1 dokumentacjg bedacg podstawa wydania
pozwolen na dopuszczenie do obrotu produktow leczniczych. Wysoka
jako$¢ produktoéw gwarantuje wdrozony i stale doskonalony system za-
pewnienia jakoSci.

Przyktadem przedsigwzigcia z zakresu przemystu jest projekt POIG
01.01.02-00-074/09, akronim: Zielona Chemia ,Biotechnologiczna kon-
wersja glicerolu do polioli 1 kwasow dikarboksylowych”, realizowany
w latach 2010-2014 przez Konsorcjum obejmujace Uniwersytet Przy-
rodniczy w Poznaniu — Katedre Biotechnologii 1 Mikrobiologii Zywnoéci
(lider projektu UPP, prof. Wiodzimierz Grajek, kierownik projektu),
Katedre Biochemii 1 Biotechnologii, Katedre Chemii; Politechnike Po-
znanska, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, Uniwersytet Przy-
rodniczy w Lublinie, Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny
w Szczecinie. Celem projektu byto opracowanie technologii mikrobiolo-
giczne] konwersji odpadowego glicerolu powstajacego przy produkeji es-
trow metylowych (tzw. biodiesla), do 1,3-propanodiolu, erytrytolu oraz
kwasu bursztynowego 1 fumarowego. Wymienione zwigzki chemiczne
zostaly wyizolowane z podioza hodowlanego 1 oczyszczone. W kolejnym
etapie badan opracowano technologi¢ wykorzystania 1,3-propanodiolu
do syntezy poliuretanow i nienasyconych poliestrow. Uzycie glicerolu do
produkeji poliolu pozwala na rezygnacje ze stosowania w tej dziedzinie
surowcow ropopochodnych. Innym atrakcyjnym produktem przerobu
odpadowego glicerolu jest erytrytol. Poliol ten z uwagi na stodki smak
1 niskg kalorycznos¢ moze by¢ stosowany przez przemyst spozywcezy jako
substancja stodzaca w miejsce sacharozy. Kolejnymi produktami ofero-
wanymi w projekcie sg kwas bursztynowy i1 kwas fumarowy. Kwas fu-
marowy w przemysle chemicznym stuzy do produkeji zywic alkilowych,
farb 1 lakierow oraz jako kopolimer. Substancje wykorzystuje si¢ takze
w przemysle spozywczym jako naturalny Srodek zakwaszajacy 1 konser-
wujacy. Kwas bursztynowy jest stosowany jako surowiec do produkcji
sztucznych tworzyw oraz w przemysle spozywczym i farmaceutycznym.
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E.coli BL21 (konstrukcje z Citrobacter freundii)
Kolonia nr 1527
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Ryc. 1. Wytwarzanie 1,3-propanodiolu z odpadowego glicerolu przez bakterie
E.coli BL21 z przeniesionym szlakiem metabolicznym z patogennych bakterii
Citrobacter freundii. Z pracy doktorskiej Hanny Przystatowskiej. Projekt PO
1G 01.01.02-00-074/09 pt. ,Biotechnologiczna konwersja glicerolu do polioli
i kwasow dikarboksylowych” o akronimie ,ZIELONA CHEMIA” reali-
zowany byl w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka,
2007 - 2013, Os Priorytetowa 1: Badania i rozw0j nowoczesnych technologii.
Dziatania: 1.1. Wsparcie badan naukowych dla budowy gospodarki opartej na
wiedzy. Poddziatania 1.1.2. Strategiczne programy badan naukowych i prac
rozwojowych, w zakresie ,nowe materialy i technologie”, ,,biotechnologia
i bioinzynieria”, a takze ,rolnictwo i srodowisko”

Projekt otworzyl droge do rozwoju w Polsce innowacyjnej ,,zielone;j
chemii” opartej na surowcach odnawialnych i jest powigzany z produk-
cja biopaliw silnikowych. Zadania realizowane w projekcie mialy przy-
czyni¢ si¢ do: wprowadzenia do praktyki gospodarczej technologii o wy-
sokim tadunku innowacyjnosci polegajacej na wykorzystaniu surowcow
odpadowych pochodzenia roslinnego w miejsce surowcow kopalnianych,
glownie ropopochodnych, 1 tym samym przyczyniajacych si¢ do zmniej-
szenia emisji gazow cieplarnianych, racjonalnego zagospodarowania od-
padow z produkeji biopaliw 1 rozwoju nowoczesnej, proekologiczne;j
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produkcji chemicznej, opracowania nowych technologii produkeji waz-
nych surowcow chemicznych, wzrostu poziomu wiedzy i umiejetnosci
1 ich praktycznego wykorzystania w priorytetowej dziedzinie konwersji
odnawialnych Zrédet surowcowych do waznych gospodarczo produktow
przemystowych, wzrostu roli nauki w rozwoju gospodarczym naszego
kraju. Duzym osiggni¢ciem bylo przygotowanie zmodyfikowanych bak-
terii K.coli wytwarzajacych z glicerolu 1,3-propanodiol, ktory moze by¢
wykorzystany w przemysle wiokienniczym (ryc. 1).

Oferowane technologie dotyczg: wytwarzania kwasu bursztynowego
metodg mikrobiologiczng z glicerolu w warunkach semi-aerobowych,
wytwarzania kwasu bursztynowego metoda mikrobiologiczng z sub-
stratow mieszanych i jego oczyszczanie, produkeji syropu erytrylowego
z glicerolu dla celow spozywczych, otrzymywania mikrokapsutek do
immobilizacji mikroorganizmoéw stosowanych w procesach biotechnolo-
gicznych, technologii mikrobiologicznej syntezy 1,3-propanodiolu z gli-
cerolu, technologii wydzielania 1 oczyszczania 1,3-propanodiolu z cieczy
pofermentacyjnych.

21. Jakie sa krajowe osiggniecia w biotechnologii sSrodowiskowe;j?

34

Biotechnologia srodowiskowa jest preznie rozwijajacym si¢ kierunkiem,
ktorego technologie sg wykorzystywane w wielu dziedzinach, miedzy
innymi w ochronie srodowiska. Warto wspomnie¢, ze procesy biotechno-
logiczne zachodzg naturalnie w §wiecie, jednak zadanie biotechnologii
polega na ich przyspieszeniu, zwickszeniu wydajnosci 1 prowadzeniu
na szerokg skale. Ciekawa 1 bardzo wazng metodg jest bioremediacja.

Przyczyna skazen gruntdw, czesto przekraczajacych dopuszcezalne
normy, jest wnikanie do nich toksycznych substancji z odpadow, ale
1 ze zrodet pierwotnych. Powoduje to destabilizacje parametrow gleby,
skazenie wod oraz wymieranie flory i fauny. Szczegolnie czesto widac
to w okolicach stacji benzynowych, lotnisk, rafinerii, miejsc eksploatacji
cystern 1 stacji obstugi maszyn.

W ostatnich latach w Polsce rozwingt si¢ 1 w dalszym ciggu trwa
proceder sprowadzania $mieci. Pomimo wielu pozaréw 1 afer zwigzanych
z nielegalnym importem $mieci oszuSci dalej probujg wprowadza¢ do
kraju nielegalne odpady. W kontenerach, ktore przyplynety do Polski,
odnaleziono ponad milion kilogramdéw nielegalnych odpadéw komu-
nalnych pochodzacych z Europy Zachodniej. Uruchomiono procedu-
r¢ zwrotu odpadow. Nadawcom grozg bardzo surowe kary finansowe,
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a nawet kara wi¢zienia. Trujace resztki spalonych §mieci miesigcami
zalegajg na pogorzeliskach. Za ich uprzatni¢cie ostatecznie i1 tak zapta-
cg samorzady lub panstwo. W sumie moga to by¢ dziesigtki milionow
ztotych! Czyli po prostu — zaptacimy za to my! My wszyscy!

Bioremediacja jest procesem naprawczym, w ktorym wykorzystuje
si¢ bakterie, drozdze czy grzyby strzepkowe. Mikroorganizmy te maja
za zadanie obnizenie stezenia zanieczyszczen do bezpiecznego pozio-
mu, przeksztatcenie weglowodorow naftowych do zwigzkow nietoksycz-
nych lub przeprowadzenie mineralizacji do dwutlenku wegla i wody.
Najczescie) stosuje si¢ bakterie, poniewaz charakteryzujg si¢ duzg li-
czebnoscig populacji, szybkim wzrostem, a co wiecej — produkty ich me-
tabolizmu rozktadaja zanieczyszczenia. W bioremediacji mozliwe jest
wykorzystanie drobnoustrojow, dla ktorych substancje ropopochodne
stanowig jedyne zrodlo wegla 1 energii. Wszystkie organizmy uzywane
do usuwania zanieczyszczen izolowane sg sposrod mikroflory naturalne;j
wystepujacej na danym terenie lub otrzymywane sg w wyniku inzynie-
rii genetycznej. Poniewaz poszczegdlne gatunki nie mogg przyswajac
wszystkich weglowodorow, a jedynie konkretne zwigzki o okreslone;j
strukturze chemicznej, w praktyce czesto stosuje si¢ specjalne zesta-
wy, czyli konsorcja mikroorganizmow degradujace grupe weglowodorow.
Aby wspomoc biodegradacje zanieczyszczen, oprocz zywych, aktywnych
mikroorganizmow mozna wprowadzié¢ do gleby takze sorbent. Stanowi
on barier¢ przed toksycznymi zwigzkami, a takze zatrzymuje w sobie
substancje odzywcze takie jak sole biogenne i witaminy.

Bioremediacja moze by¢ prowadzona na dwa sposoby — ex sizu 1 in situ.
Ten pierwszy polega na zastosowaniu specjalnych urzgdzen — bioreak-
tor6w lub filerow zraszanych do usuwania zanieczyszczen cieklych, a do
odpadow statych zaleca kompostowanie. Drugi sposob (i situ) pozwa-
la na oczyszczanie w miejscu skazenia, bez koniecznosci przenoszenia
gruntu i dzieli si¢ na trzy istotne procesy, a mianowicie: bioremediacje
podstawowa, obejmujaca monitoring naturalnego procesu biodegradacji;
biostymulacje — modyfikacje Srodowiska polegajacg na wprowadzaniu
dodatkowych substancji odzywczych, tj. pozywek dla mikroorgani-
zmoOw oraz dodatkowe napowietrzanie terenu poddawanego procesowi
bioremediacji; bioaugmentacje, tzw. szczepienie gleby, czyli sztuczne
wprowadzanie szczepow do Srodowiska glebowego w celu zainicjowania
procesow rozktadu.

Jednak kazde z rozwigzan, jakie oferuje biotechnologia, ma rowniez
swoje wady 1 przeszkody, ktore nalezy ominag¢. Na przebieg bioreme-
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diacji wptywaja: 1los¢ dostepnego tlenu, wody, pH, obecnos¢ pozywek
1 temperatura. Nie bez znaczenia jest takze rodzaj gruntu, na ktorym
prowadzi si¢ proces, i rodzaj substancji ropopochodnych. Tak wi¢c ogra-
niczac jg beda skrajnie wysokie stezenie zanieczyszczen, niekorzystne
pH, niedobor substancji odzywczych dla mikroorganizmow albo zbyt
niska wilgotno$¢. Biotechnolodzy jednak potrafig sobie z tym poradzic,
prowadzgc natlenianie 1 dodawanie pozywek. Pamietac nalezy takze, ze
proces bioremediacji wymaga cigglego monitoringu stanu srodowiska,
w ktorym prowadzony jest proces.

Przyktadem polskiej firmy zajmujacej si¢ bioremediacja, intensy-
fikujacg 1 stymulujaca procesy zachodzace naturalnie, jest JARS S.A.,
ktora od powstania w 2002 roku $wiadczy w szerokim zakresie wyspe-
cjalizowane ustugi. Zajmuje wiodacg pozycje 1 dysponuje unikatowym
na rynku fnow-how w zakresie badan laboratoryjnych, posiada sie¢ 7
nowoczesnych laboratoriow. Obstuguje najwicksze firmy z Polski oraz
rynkow Unii Europejskiej. Doradza w obszarach bezpieczefistwa zyw-
nosci, kosmetykow i ochrony Srodowiska. Bada produkty najwickszych
firm z catej Europy; kazdego dnia bada ponad 1500 probek.

22. Jakie sa polskie osiagniecia w biotechnologii medycznej?

36

Firmy biotechnologiczne coraz czesSciej inwestujg w opracowywanie
nowych lekow biologicznych — to trend obecny w ostatnich latach na
calym $wiecie. We wspotczesnym rozumieniu leki biologiczne definio-
wane sg jako substancje pozyskiwane od zywych organizmoéw (ludzi,
zwierzat, roslin, mikroorganizmow), ktore mozna stosowac¢ w leczeniu
chor6b u ludzi. Leki biologiczne wytwarza si¢ w hodowlach komdrek
zwierzecych, roslinnych, z wykorzystaniem bakterii, wirusow czy droz-
dzy. Sg one zdolne do nasladowania funkcji prawidtowych biatek czto-
wieka, mogg takze wptywac na interakcje migdzy r6znymi biologicznie
czynnymi czgsteczkami. Do gtownych grup lekow biologicznych zalicza
sic¢ rekombinowane biatka ludzkie, bialka fuzyjne, a takze przeciwciata
monoklonalne.

Leki biologiczne dosy¢ znacznie roznig sie¢ od konwencjonalnych
chemicznych farmaceutykow — inny jest sposob ich wytwarzania, bu-
dowa, farmakokinetyka. Leki biologiczne podlegajg o wiele bardziej za-
ostrzonej kontroli na etapie produkeji, gdyz sa produkowane przez zywe
komorki. Ze wzgledu na wicksza skutecznos¢ terapii w r6znych choro-
bach, szybsze dzialanie czy tez wygode stosowania terapie biologicz-
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ne sg uznawane przez niektorych ekspertow za rewolucje w leczeniu
licznych przypadkow cigzkich chorob — reumatycznych, onkologicznych
badz innych.

Dostepnosc¢ terapii biologicznych jest w Polsce ograniczona — wedlug
danych z 2015 roku wsrod wszystkich osob cierpigeych na choroby reu-
matyczne, zaledwie okolo 1% pacjentow miato dostep do leczenia z za-
stosowaniem lekow biologicznych. Biorge pod uwage odsetek pacjentow
kwalifikujacych si¢ do tego rodzaju terapii, Polska jest zdecydowanie
w tyle za takimi krajami jak Czechy, Hiszpania, Szwecja, Anglia czy
Niemcy.

Oprocz oryginalnych lekow biologicznych rozwija si¢ rowniez bran-
za lekow biopodobnych (ang. biosimilars) — produktow, ktore budowa
1 dzialaniem nasladujg leki oryginalne, natomiast do ich wytworzenia
stosuje si¢ nowe procesy technologiczne i inne linie komérkowe. Wpro-
wadzenie takich lekow na rynek mozliwe jest po wygasnieciu ochrony
patentowej dla oryginalnych czgstek biologicznych.

Jednym z najwazniejszych graczy na rynku jest gdanska firma farma-
ceutyczna Polpharma, ktora sukces odniosta dzigki opracowaniu, pro-
dukeji 1 sprzedazy lekow generycznych. W 2011 r. Polpharma otworzyta
nowy dzial zajmujacy si¢ glownie opracowaniem lekow biopodobnych
— Polpharma Biologics. Leki biopodobne powstajg w jednym z najno-
woczesniejszych osrodkow biotechnologicznych w Europie. Catkowi-
ta inwestycja firmy w dzialalno$¢ biotechnologiczng ma do 2023 roku
przekroczyC 2 mld zl, a pierwszy produkt komercyjny ma si¢ pojawié
na rynku amerykanskim w roku 2020.

Bardzo duzy wkiad w rozwoj polskiego rynku lekéw biopodobnych
wnidst Mabion — utworzona w 2007 r., obecna na gietdzie spotka bio-
technologiczna. Mabion rozwija preparat pod nazwag MabionCD20 - lek
biopodobny do Mabthera (rituximab), przeciwcialo monoklonalne, kto-
re ma znalez¢ zastosowanie w leczeniu chioniaka, przewleklej biataczki
limfocytowej czy tez reumatoidalnego zapalenia stawdw. MabionCD20
byl juz podawany pacjentom w ramach trzeciej fazy badan klinicznych.
W 2018 roku Mabion zlozyl wniosek rejestracyjny dla tej czasteczki
w Europejskiej Agencji Lekow (EMA); spotka zainicjowata rowniez pro-
ces jej rejestracji w Brazylii. Poza MabionCD20 firma w ramach swo-
jego portfolio rozwija az 5 roznych zwigzkéw biopodobnych. Oprocz
Mabionu 1 Polpharmy prace nad lekami biologicznymi 1 biopodobnymi
prowadzg rowniez Celon Pharma (akcjonariusz Mabionu), Selvita czy
tez OncoArendi Therapeutics.
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Duzym osiggnieciem biotechnologicznym sa prowadzone od 1992 r.
prace prof. Andrzeja Mackiewicza nad szczepionkg terapeutyczng na
czerniaka. Od tamtego czasu opracowano juz kilka generacji szczepio-
nek. Caly proces jest bardzo skomplikowany, gdyz obecnie w Polsce
obowigzuja przepisy Unii Europejskiej, a wymagania stawiane osrodkom
akademickim i szpitalnym sg identyczne z tymi, ktore obowigzuja wiel-
kie koncerny farmaceutyczne. Szczepionka lub lek musi by¢ wytwarza-
ny zgodnie z zasadami tzw. Dobrej Praktyki Wytwarzania (Good Manu-
Jacturing Practice, GMP) 1 mie¢ zezwolenie Giownego Inspektora Farma-
ceutycznego na jej wytwarzanie. Udato si¢ stworzy¢ lini¢ produkceyjng
szczepionki, ktora zostata zlokalizowana w Pilotowe] Stacji Biotechno-
logii na Uniwersytecie Przyrodniczym w Poznaniu. Przez wszystkie lata
lacznie do badan klinicznych, ktore obejmowaly faz¢ I 1 II, zakwali-
fikowano okoto 450 chorych z zaawansowanym czerniakiem. Mediana
przezycia chorych z tak zaawansowang chorobg wynosi okoto 7 miesigcy.
W badaniach ponad 130 chorych nadal zyje i1 jest leczonych, a okres ich
przezycia wynosi od 5 do 13 lat. Badania sg nadal kontynuowane, gdyz
szczepionka musi by¢ podawana bez przerwy do konca zycia.

23. Jakie sa krajowe osiagniecia w biotechnologii roslin?
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Mineto ponad 20 lat od komercjalizacji transgenicznych roslin okre-
slanych w literaturze przedmiotu jako uprawy biotechnologiczne (ang.
biotech crop) lub genetycznie modyfikowane GM lub GMO. W tym okre-
sie stalo si¢ jasne, ze mimo wielu kontrowersji w roznych krajach areat
upraw tych ro$lin wzrasta z roku na rok, sprawiajac, ze rozwoj) GMO
znalazt si¢ na pierwszym miejscu wsrod glownych innowacji rolniczych.
Na rycinie 2 przedstawiono areal §wiatowych upraw roslin GMO, przy
czym warto wskazaé, ze glowne uprawy dotyczg zaledwie czterech
gatunkow — soi, kukurydzy, bawetny i1 rzepaku, wsrdd ktorych zdecy-
dowanie przewaza transgeniczna soja (95,9 mln ha, 78% wszystkich
upraw), kukurydza (58,9 mln ha, 30% wszystkich upraw), bawetna (24,9
mln ha, 76% wszystkich upraw), rzepak (10,1 mln ha, 29% wszystkich
upraw). To co dawniej wydawalo si¢ malo realne — ro$liny oporne na
herbicydy i1 szkodniki sg juz uprawiane zardbwno w krajach rozwinigtych,
jak 1 rozwijajgcych sie. W 2018 roku areal upraw roslin transgenicznych
osiggnal rekordowg powierzchni¢ — 191,7 mln hektarow w 26 krajach.
Szacuje si¢, ze uprawa roslin GMO przyniosta dochod przewyzszajacy
133 mld dolarow (ISAAA 2018).
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Ryc. 2. W 2018 r. uprawy biotechnologiczne prowadzono w 26 krajach, w tym
w 21 krajach rozwijajacych sie i S krajach uprzemystowionych. Obsiano
191,7 min hektarow upraw. Y.acznie w 70 krajach uprawiano/importowano
rosliny transgeniczne wedlug Global Status of Commercialized Biotech /
GM Crops opublikowanym przez ISAAA?. Ciagle prowadzenie upraw bio-
technologicznych przez rolnikow na calym $wiecie wskazuje, ze uprawy
biotechnologiczne nadal pomagaja sprosta¢ globalnemu wyzwaniu obejmu-
jacego glod, niedozywienie i zmiany klimatu

Omowienie osiagnicc z zakresu biotechnologii roslin w naszym kraju
jest stosunkowo trudne, poniewaz Polska opowiedziala si¢ jako kraj wol-
ny od GMO 1 wlasciwie uprawy roslin transgenicznych nie sa w Polsce
prowadzone. Stad obraz biotechnologii roslin w Polsce w duzej mierze
nie dotyczy biotechnologii 1 wiele opracowan obejmuje raczej biologi¢
komorki, biochemie czy tez fizjologic. Przyktadami osiggnie¢ moga by¢
jednak prace z zakresu mikropropagacji roslin 1 utrzymywania biordz-
norodnosci.

Najstynniejsze dgby w Polsce — Lech, Czech 1 Rus — rosng w parku
otaczajacym patac w Rogalinie. Najlepiej zachowanym drzewem jest
Rus, ktéry ma ponad 9 metrow w obwodzie. I wtasnie ten dab naukow-
com z Instytutu Dendrologii Polskiej Akademii Nauk w Korniku udato
si¢ sklonowac! To pierwszy taki odmiodzony dab metodg i vitro. Byto

2 ISAAA Brief 54, https://www.isaaa.org/resources/publications/briefs/54/default.asp
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to mozliwie dzigki prowadzonym w latach 2013-2017 badaniom nad
mikrorozmnazaniem w sterylnych kulturach  vitro wiekowych, histo-
rycznych debow pomnikowych rosngcych w Polsce, liczacych od 500
do 800 lat. Badania finansowane byly przez Generalng Dyrekcje Lasow
Panstwowych.

W 2014 r. w potowie kwietnia zostaly Sci¢te i zabrane do laborato-
rium specjalnie wybrane galtezie najstarszych debow w Polsce. Deby
szypulkowe naleza do najokazalszych drzew wystepujacych naturalnie
na terenie Polski. Sg w stanie osigga¢ obwdd pnia (mierzony na wy-
sokosci 120 ¢cm) nawet do 10 metrow. Sg to czg¢sto pomniki przyrody,
o walorach nie tylko przyrodniczych, lecz takze historycznych i kultu-
rowych.

7 pobranych probek debow Bartek, Lech, Dziadus, Chrobry oraz
kilku innych debow pomnikowych rosngcych na terenie Polski tylko Rus
dat si¢ ukorzeni¢. Sklonowany dab Rus zostal posadzony w parku przy
dawnej rezydencji Patacu Raczynskich w Rogalinie.

Innym przykladem jest projekt PBS1/A8/9/2012, akronim SORMI-
SOL ,Opracowanie innowacyjnej technologii produkcji bioetanolu 1T
generacji z biomasy sorgo (Sorghum sp.) 1 miskanta (Miscanthus sp.)”,
realizowany w latach 2012-2016 przez konsorcjum obejmujgce Uniwer-
sytet Przyrodniczy w Poznaniu — Katedre Biochemii i Biotechnologii
(KBiB UP, lider projektu) oraz Katedre Biotechnologii 1 Mikrobiologii
Zywnoéci (KBiMZ UP), Instytut Wiokien Naturalnych i Roslin Zielar-
skich (IWNiRZ), Instytut Genetyki Roslin PAN (IGR PAN) oraz In-
stytut Chemii Bioorganicznej PAN (IChB PAN). Celem projektu bylto
opracowanie technologii produkcji bioetanolu drugiej generacji z bio-
masy sorgo 1 miskanta. W ramach projektu ustalono parametry tech-
nologiczne oraz przeprowadzono selekcje gatunkéw 1 uzyskano nowe
szczepy drobnoustrojow do fermentacji alkoholowej z wykorzystaniem
biomasy roslinnej sorgo i miskanta. Zwigkszono potencjal plonotworczy
1 okreslono parametry biochemiczne miskanta jako surowca do produk-
cji bioetanolu. Przeprowadzono modyfikacje roslin sorgo dla zwicksze-
nia wydajnosci produkeji bioetanolu, a takze opracowano i scharakte-
ryzowano konstrukcje genowe dla podwyzszenia zawartoSci sacharozy
1 modyfikacji skfadu Sciany komorkowej sorgo i miskanta.

Biotechnolodzy z Uniwersytetu Wroctawskiego pod kierunkiem prof.
Jana Szopy-Skorkowskiego juz kilka lat temu stworzyli len modyfiko-
wany genetycznie, z ktorego powstaly opatrunki na trudno gojace si¢
rany. Len jest rosling, w ktorej obecno$¢ najwazniejszych szlakow me-
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tabolizmu stwarza rzadko spotykang mozliwo$¢ przystosowania surow-
cow z niego pochodzacych do wielu produktow, takich jak tekstylia
o konkurencyjnej jakosci, materialy opatrunkowe, widokna kompozytowe
1 kompozyty wiokien z polimerowg matrycg. Wedtug badaczy len to ,,in-
teligentna roslina” o szerokim zastosowaniu, jednak podatna na choro-
by. Zeby zwickszy¢ opornos¢é tej rosliny, wykorzystano metody inzynierii
genetycznej 1 utworzono rosliny transgeniczne, oporne na infekcje oraz
o zwickszone] zawartosci zwigzkow o wlasciwosciach antyoksydacyj-
nych. Dzigki tym modyfikacjom otrzymano len, ktorego parametry po-
zwolily na stworzenie opatrunkéw leczacych owrzodzenia, zespot stopy
cukrzycowej, ropne zgorzelinowe zapalenia skory i odlezyny.

Wkrotce okazalo sie, ze restrykeyjne przepisy i rozporzgdzenia Unii
Europejskiej uniemozliwily wykorzystanie surowcow Inianych pozyska-
nych z roslin modyfikowanych genetycznie w przemysle. Obecnie jest
mozliwo$¢ tworzenia organizmdé4w modyfikowanych i ich badania, jednak
wylacznie po to, by poznac strukture 1 funkcje danego biatka, ale nie
mozna takich organizmoéw wykorzystac jako Zrodta surowcowe. Boimy
si¢ roslin GMO?

24. Jakie osiagniecia ma polska biotechnologia zwierzat?

Biotechnologia rozwija si¢ niezwykle dynamicznie, a praktyczne moz-
liwosci zwigzane z biotechnologia zwierzat wykraczajg daleko poza ho-
dowle 1 produkcje zwierzeca. Obejmujg obszary biomedycyny i1 farmacji,
dostarczajg narzedzi do zachowania bior6znorodnosci oraz ratowania
ginacych gatunkow. Jako przykiad osiggniecia z zakresu biotechnologii
zwierzat mozna wskazac klonowanie i transgeneze¢ zwierzat dla potrzeb
biomedycznych. Jednym z ostatnich projektow zrealizowanych z po-
wodzeniem jest uzyskanie transgenicznych $win i wykorzystanie ich
skory, zastawek serca i naczyn w medycynie. Marszalek Wojewodztwa
Wielkopolskiego przyznat nagrode Innowacyjna Wielkopolska badaczom
z Katedry Biochemii i Biotechnologii Uniwersytetu Przyrodniczego
w Poznaniu. W realizacji badan braty udziat zespoty badawcze z Katedry
Biochemii 1 Biotechnologii Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu,
Instytutu Genetyki Czlowieka PAN w Poznaniu pod kierunkiem prof.
Ryszarda Stomskiego, Instytutu Zootechniki — Pafistwowego Instytutu
Badawczego pod kierunkiem prof. Zdzistawa Smoraga, a odbiorcami
wynikow byly Centrum Leczenia Oparzen w Siemianowicach élqskich
w osobach dr. Kazimierza Cieslika i1 dr Agnieszki Klamy-Baryly oraz
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Fundacja Rozwoju Kardiochirurgii im. prof. Zbigniewa Religi w Zabrzu
pod kierunkiem dr. Piotra Wilczka.

Transplantacja stala si¢ obecnie rutynowym zabiegiem chirurgicz-
nym 1 w wielu wypadkach najlepszg lub jedyng metoda umozliwiajaca
ratowanie zycia ludziom cierpigcym z powodu schytkowej niewydolno-
sci narzgdow. Utrzymujacey si¢ od lat krytyczny niedobor potencjalnych
organdw 1 tkanek do przeszczepdow spowodowal duze zainteresowanie
badaniami ukierunkowanymi na poszukiwanie alternatywnych Zrodet
organow. Wykorzystanie do przeszczepow u ludzi organéw pochodza-
cych od innych ssakow (ksenotransplantacja) stalo si¢ oczywistg stra-
tegig rozwigzania problemu i szansg na ratowanie zycia tysigcom ludzi.
Wezesniejsze proby skazane byly na niepowodzenie, dopiero wspolcze-
sna biotechnologia pozwolifa na wprowadzanie modyfikacji genetycz-
nych do zwierzat przewidzianych jako dawcy narzadow w taki sposob,
by ich organy nie byly rozpoznawane przez uktad odpornosciowy biorcy,
a procesy prowadzace do odrzucenia ksenoprzeszczepu ulegaly zaha-
mowaniu.

Glownym osiagni¢ciem bylo uzyskanie drogg inzynierii genetycznej
modyfikowanych §win, ktorych tkanki i1 narzady mogtyby by¢ wykorzy-
stane do przeszczepow u ludzi. Zaprojektowano modyfikacje swin i uzy-
skano pi¢¢ linii transgenicznych swin, scharakteryzowano je na pozio-
mie molekularnym 1 funkcjonalnym 1 przekazano do eksperymentalnego
leczenia. Uzyskanie transgenicznych oraz podwojnie transgenicznych
$win na podstawie zasobow poznanskiego i wspodtpracujgcych osrodkow
jest osiagnieciem liczagcym si¢ w skali Swiatowej. Juz obecnie skore
zwierzat wykorzystuje si¢ do leczenia cigzkich oparzen, zastosowano jg
w czterech bardzo ci¢zkich przypadkach, zakonczonych uratowaniem
zycia, w dwoch przypadkach powierzchnia oparzen wynosita 80-90%
calkowitej powierzchni ciata. Rowniez zastawki serca sg intensywnie
badane pod katem ich wykorzystania do przeszczepow u ludzi.

Kolejny projekt INNOMED/I/17/NCBR/2014, akronim: MEDPIG
,Opracowanie innowacyjnej technologii wykorzystania tkanek trans-
genicznych swin dla celow biomedycznych”, realizowany w latach
2014-2017, stanowit kontynuacje tematyki ksenotransplantacji. Kon-
sorcjum obejmowato Instytut Zootechniki — PIB (IZ-PIB); Uniwer-
sytet Przyrodniczy w Poznaniu — Katedre Biochemii i Biotechnologii
(lider projektu, KBiB UP); Instytut Genetyki Czlowieka PAN (IGC
PAN); Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu
(UMP); Fundacje¢ Rozwoju Kardiochirurgii im. Zbigniewa Religi w Za-
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brzu (FRK); Centrum Leczenia Oparzen w Siemianowicach élqskich
(CLO) 1 Laboratorium Genetyki Molekularnej (LGM). Celem pro-
jektu bylo opracowanie technologii wykorzystania tkanek transgenicz-
nych $win dla potrzeb biomedycznych. Projekt stanowit alternatywe
w stosunku do badan z zastosowaniem komorek macierzystych i prac
ukierunkowanych na uzyskanie sztucznych narzadéw. Mimo uptywu
czasu 1 zaangazowania znaczgcych srodkéw nie obserwuje si¢ przetomu
technologicznego w pracach na komoérkach macierzystych i prototypach
sztucznych narzgdow, natomiast konsorcjanci przekazali juz do banku
tkanek preparaty skory Swin, ktore wielokrotnie zastosowano do le-
czenia oparzen. Dla realizacji projektu zaplanowano siedem giownych
zadan: 1 — opracowanie systemu hodowli oraz pozyskiwanie skory, za-
stawek 1 naczyn krwiono$nych od transgenicznych $win do wykorzy-
stania w biomedycynie; 2 — zwickszenie potencjatu uzyskiwania $win
politransgenicznych metodami biotechnologii rozrodu; 3 — opracowanie
1 charakterystyka konstrukeji genowych zapobiegajgcych odrzuceniu
ksenoprzeszczepu; 4 — wieloparametryczng charakterystyke transge-
nicznych zwierzgt z uwzglednieniem genomiki, cytogenetyki, prote-
omiki 1 testow funkcjonalnych; 5 — opracowanie mozliwosci leczenia
chorob naczyn czlowieka oparte na naczyniach transgenicznych swin;
6 — opracowanie technologii wytwarzania innowacyjnych bioprotez za-
stawek serca z wykorzystaniem technik inzynierii tkankowej 1 metod
biologii molekularnej; 7 — przygotowanie dwoch wariantéw opatrunku
biologicznego ze skory transgenicznych §win przeznaczonych do wy-
korzystania klinicznego u chorych z ranami oparzeniowymi i przewle-
klymi, z zastosowaniem technik inzynierii tkankowej i komorkowej;
8 — kontrole spojnosci jakoSciowej realizowanych zadan i stabilnoS$ci
transgenezy. Tkanki transgenicznych zwierzat — skora, zastawki, na-
czynia — mogg by¢ stosowane do leczenia pacjentow onkologicznych.
Niedobor organéw i tkanek od zmartych dawcow, niezbednych dla
celow transplantacyjnych, jest wspotczesnie znaczgcym problemem.
Wydtuzajaca si¢ Srednia diugos¢ zycia ludzi doprowadzita do wzrostu
liczby pacjentow cierpiacych na choroby przewlekie oraz schytkowsg
niewydolnos¢ narzadow. Zapotrzebowanie na organy, tkanki 1 komor-
ki do transplantacji (np. serce, nerki, komorki L.angerhansa) znacznie
przewyzsza liczbe dostgpnych dawcow. Rozziew pomiedzy liczbg do-
stepnych organow a liczbg oczekujacych na przeszczep rosnie z roku
na rok. Mimo postepu w biologii komérek macierzystych i inzynierii
tkankowej kliniczne zastosowanie technik z zakresu powyzszych dzie-
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dzin to daleka przysztos¢. Latwo dostepne Zrodio narzadow, tkanek
1 komorek pochodzenia zwierzecego (transplantacja miedzy gatunkami,
ksenotransplantacja) rozwigzaloby istniejacy problem. Najodpowied-
niejszym dawcg organéw w dziedzinie ksenotransplantacji wydaje si¢
by¢ genetycznie modyfikowana swinia domowa, ktora ze wzgledu na fi-
zjologiczne podobienstwo jest najodpowiedniejszym donorem organow.

25. Jakich korzysci dostarcza nowoczesna biotechnologia?
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Biotechnologia nalezy do trzech — obok informatyki i telekomunika-
cji — najbardziej perspektywicznych dziedzin przemystu w XXI wie-
ku. Przyjmuje si¢, ze biotechnologia jest szerokg dyscypling, w ktore;j
procesy biologiczne, organizmy, komorki lub sktadniki komorkowe sg
wykorzystywane do opracowywania nowych technologii. Nowe narze-
dzia 1 produkty opracowane przez biotechnologdow sg wykorzystywane
w badaniach naukowych, rolnictwie, przemysle 1 klinikach.

Biotechnologia to wykorzystanie systemow biologicznych 1 organi-
zmow zywych do wytwarzania lub modyfikowania produktow badz pro-
cesow do okreslonych celow. Rolnictwo, produkeja zywnoSci 1 medycyna
stanowig najpowszechniejsze obszary zastosowania biotechnologii, obok
innych dziedzin interdyscyplinarnych takich jak genomika, immunologia
stosowana oraz rozwoj terapil farmaceutycznych 1 testow diagnostycz-
nych. Wedltug danych przedstawionych przez Conora Stewarta na plat-
formie Statista w raporcie Biotechnology in Europe — Statistics & Facts
z 28 lutego 2020 r.* sektor ten jest uwazany za strategiczny dla gospodarki
europejskiej, przynosi okoto 25 mld dolarow przychodow i zatrudnia 72
tysigce pracownikow. W ciggu ostatnich kilku lat sektor biotechnologicz-
ny stal si¢ jedng z najbardziej innowacyjnych gatezi przemystu w Unii
Europejskiej, z prawie 80 tysigcami zgloszen patentowych zarejestrowa-
nych w 2014 roku. Niezwykle wysokie koszty badan i rozwoju wymuszaja
wspolprace europejskich firm biotechnologicznych z wiekszymi firmami,
aby zakonczy¢ rozwo6j swoich produktow i1 patentow.

Wykorzystanie biotechnologii w rolnictwie, produkcji zywnosci 1 me-
dycynie jest rowniez szeroko dyskutowanym tematem ze wzgledu na
wplyw na srodowisko i zdrowie ludzi. Niektore z najbardziej palacych
problemoéw etycznych w tej branzy to na przyktad wykorzystanie ludzi
w badaniach klinicznych, uprawy genetycznie modyfikowanych roslin,

* https://www.statista.com/topics/3399/biotechnology-in-europe/
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Inzynieria genetyczna, testy na zwierz¢tach, bioterroryzm 1 badaniach
nad komorkami macierzystymi.

Jako przykiady zastosowan biotechnologii w zyciu codziennym wy-
mieni¢ nalezy miedzy innymi: 1 — pozyskiwanie dodatkéw 1 czynnikow
wspomagajacych produkcje zywnosci (zamiast czynnikow chemicznych)
determinujacych parametry technologiczne produktow spozywcezych; 2
— obnizanie kosztow przetworstwa; 3 — podwyzszanie jakoSci produk-
tow; 4 — dostarczanie szybkich i tanich metod analitycznych zar6wno
w medycynie, jak 1 w procesach przemystowych czy w ochronie srodo-
wiska; 5 — przedtuzanie trwatosci produktow; 6 — obnizanie kosztow
obrobki odpadow, na przyktad przez stosowanie biodegradowalnych
materialow do pakowania produktow; jak rowniez 7 — otrzymywanie
cennych terapeutykow, na przykiad hormonow.

26. Do czego stluza nowe techniki hodowli (NBT)?

Nazwa NBT' (ang. new breeding techniques) odnosi sie¢ do nadanego przez
Uni¢ Europejskg Wspolnotowemu Centrum Badawczemu (ang. Joint
Research Centre, JCR) obowigzku zajecia si¢ technikami NBT 1 utworze-
nia Grupy Roboczej ds. Nowych Technik (ang. New Techniques Working
Group). Do technik NBT zaliczana jest: mutageneza ukierunkowana
nukleazami (ang. site-directed nuclease technology, SDN); mutageneza ukie-
runkowana oligonukleotydami (ang. o/igonucleotide directed mutagenesis,
ODM); cisgeneza i intrageneza (ang. cisgenesis and intragenesis); metylacja
DNA zalezna od RNA (ang. RNA-dependent DNA methylation, RADM);
szczepienia na transgeniczne] podktadce (ang. grafting on GM rootstock);
odwrocona hodowla (ang. reverse breeding); agroinfiltracja (ang. agro-in-
Sfiltration, agro-moculation, floral dip); syntetyczna genomika (ang. synthetic
genomics), technologia CRISPR/Cas (ang. Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats).

Technologie NBT mozna uzna¢ za napedzajace dzialanie malych
i srednich przedsiebiorstw unijnych, gdyz sa stosunkowo proste 1 w przy-
spieszony sposob mogg dostarcza¢ nowych odmian ro$lin, w tym rowniez
owocowych 1 warzywnych. Zwolennicy tej technologii uwazaja, ze kra-
je unijne powinny uwzgledni¢ je jako nie prowadzace do powstawania
GMO, co wplynie na rozwdj firm hodowlanych, ozywienie catego sektora
1 wzrost ekonomiczny. Moze tez prowadzi¢ do poprawy konkurencyjnosci.

Niektorzy badacze uwazaja, ze do tych technik nalezy rowniez trans-
geneza, dzigki ktorej uzyskano szereg odmian roslin opornych na herbi-
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cydy 1 pestycydy. Ich areat upraw ciagle wzrasta 1 dzieli $wiat na kraje
zezwalajace na uprawy transgeniczne i takie, ktore upraw transgenicz-
nych nie akceptuja.

27.Jak mozna wykorzysta¢ ukierunkowane nukleazy (ang. site-di-
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rected nuclease technology, SDN) w technologii NBT?

W grupie ukierunkowanych nukleaz (ang. size-directed nuclease technology,
SDN) mozna wyr6znic¢ trzy giowne technologie okreslane jako SDN-1,
SDN-2 i SDN-3. Terminy alternatywne to: meganukleazy, nukleazy
palca cynkowego (ang. xinc finger nuclease, ZFN technology, ZFN-1, ZFN-
2, ZFN-3) 1 nukleazy efektorowe podobne do aktywatora transkrypcji
(ang. transcription activator like effector nucleases, TALLENs). Technologie
oparte sa na obserwacji, ze czasteczki biologiczne zawierajgce dome-
ny rozpoznajace specyficzne regiony DNA i jednoczesnie wykazujace
aktywnos$¢ nukleolityczng, po dodaniu do komorek roslinnych 1 wnik-
ni¢ciu do ich wnetrza przecinajg DNA (hydroliza DNA). Glownym
celem tej technologii jest wykorzystanie mechanizméw naprawczych
komorki, podczas ktorych moze doj$¢ do wprowadzenia zmian w DNA
w miejscu przerwania nici. Mogg by¢ to zmiany o charakterze ma-
tych delecji (ubytku informacji genetycznej), substytucji (zamianie
informacji genetycznej) lub addycji (dodaniu informacji genetycznej).
W ten sposob mozna uzyskac rosliny o nowej charakterystyce, w tym
o zmianach korzystnych dla hodowcow.

Technologia SDN-1 powoduje powstanie dwuniciowych przerw
w genomowym DNA rosliny, przy czym do komorek nie jest dodawa-
ny obcy DNA (ryc. 3). Podczas naprawy uszkodzen DNA moze dojsé
do zamiany nukleotydu lub jego delecji powodujacych wyciszenie badz
wylaczenie (ang. knock-our) genu w komorce. Technologia SDN-2 rdzni
sic od SDN-1 tym, ze w procesie naprawczym mozna dodaé niewielki
komplementarny odcinek DNA, ktory stuzac jako matryca w naprawie
genomowego DNA, wprowadzi w nim zmiang¢. Zmiany mogg mie¢ trwa-
ty charakter, tzn. zmiany sg przekazywane do potomstwa. Technologia
SDN-3 jest zblizona do SDN-2, przy czym podczas naprawy genomo-
wego DNA wprowadzi¢ mozna cale geny.
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Ryc. 3. Technologia ukierunkowanych nukleaz. Nukleazy rozpoznaja swo-
iste miejsca, a nastepnie hydrolizuja (przecinaja) DNA. W procesie napra-
wy mozna wyr6ézni¢ trzy mozliwosci: SDN-1, delecja lub zmiana zasady
w DNA; SDN-2, zmiana z wykorzystaniem matrycy; SDIN-3, wlaczenie
nowego materialu genetycznego

Osrodki stosujace technologie SDN-1 1 SDN-2 uwazaja, ze nie wpro-
wadzajg rekombinowanego DNA i stagd ich badania nie prowadza do
otrzymania nowych odmian, ktére mozna by uzna¢ za GMO. Z kolei
technologia SDN-3 wprowadzajac dodatkowe fragmenty DNA, podlega
pod definicj¢ GMO. Jednakze o$rodki stosujace t¢ technologie uwazaja,
ze do GMO powinno si¢ zalicza¢ wprowadzanie odcinkow powyzej 20
par zasad (pz). Okazalo si¢ bowiem, ze dtugosc oligonukleotydu sktada-
jacego si¢ z 9 nukleotydow potozonych wokot centralnego nukleotydu
niosgcego mutacje jest optymalna dla niepetnej hybrydyzacji z homo-
logicznym odcinkiem DNA. Peina dtugo$¢ tak przygotowanego oligo-
nukleotydu bedzie wynosita 19 par zasad. Okreslenie dtugosci wprowa-
dzanego do komérek odcinka DNA na powyzej 20 par zasad umozliwi
badaczom szerokie stosowanie technologii, glownie SDN. Technologia
SDN moze prowadzi¢ do uzyskania nowych odmian o ulepszonych ce-
chach, przypomina jednak tradycyjne metody mutagenezy chemiczne;j
lub radiacyjnej, ktore prowadzily do uzyskania roslin o cechach korzyst-
nych lub nieckorzystnych.
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28. Jak mozna wykorzystac¢ technike mutagenezy ukierunkowanej
z zastosowaniem oligonukleotydow (ang. oligonucleotide directed

mutagenesis, ODM)?

Technika mutagenezy ukierunkowanej z zastosowaniem oligonukleoty-
dow (ang. oligonucleotide directed mutagenesis, ODM) umozliwia wprowa-
dzanie do organizmo6w mutacji punktowych. Stosuje si¢ w niej oligonu-
kleotydy (krotkie jednoniciowe odcinki DNA), ktore po wprowadzeniu
do komorki taczg si¢ z homologicznym odcinkiem DNA. Syntetyczne
oligonukleotydy mogg zawiera¢ pojedyncza zmiane w sekwencji DNA
1 po potaczeniu z DNA gospodarza, w procesie naprawy, zmiana ktora
byta zawarta w oligonukleotydzie, moze by¢ wprowadzona na state do
DNA gospodarza. Oligonukleotyd nie zostaje wigczony do DNA ko-
morki roslinnej 1 podlega degradacji, natomiast wprowadzona zmiana
jest przekazywana do potomstwa (ryc. 4).

Ly
\\ 7]
L/, A\

Matryca zawierajgca
niekomplementarna
zasade

Naprawa DNA

Zdegradowana matryca

Ryc. 4. Technika mutagenezy ukierunkowanej z zastosowaniem oligonu-
kleotydow. Podczas naprawy DNA moze dojs¢ do wbudowania niekom-
plementarnej zasady opartej na oligonukleotydzie zawierajacym celowo
wprowadzong zmiane
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Szeroko dyskutowana jest kwestia, czy w wyniku stosowania tech-
nologii ODM powstajg organizmy GMO czy tez nie. Biorac pod uwage
obowigzujace definicje, jest to technologia inzynierii genetycznej, ktorg
mozna uznac za prowadzacg do powstania GMO. Niewatpliwg zaletg tej
technologii jest przyspieszenie procesu uzyskiwania nowych odmian,
jest ona stosunkowo prosta, polega na inkubacji komoérek roslinnych
z oligonukleotydem zawierajagcym zmiang, nastepnie prowadzona jest
standardowa regeneracja roslin. Stosowanie metody ODM dotyczy¢ ma
bardzo waznych cech opornosci na choroby, tolerancji na warunki stre-
sowe, na przykliad susze, i poprawe wartosci odzywczych. Metoda ODM
cho¢ zblizona do metod konwencjonalnych, jest jednak czterokrotnie
szybsza.

29. Jakie jest znaczenie cisgenezy i intragenezy w NBT?

Technologia cisgenezy jest bardzo podobna do konwencjonalnych tech-
nik hodowlanych, jednak umozliwia bardziej specyficzny transfer genow
mi¢dzy blisko spokrewnionymi gatunkami roslin. W tej technologii
mozna przenies¢ okreslong ceche, na przykiad opornosci, na patogen
z tego samego lub blisko spokrewnionego gatunku, pod warunkiem
mozliwosci wykonania krzyzowan, jedynie nieznacznie zmieniajgc ge-
nom. Cisgeneza umozliwia uzyskanie nowych odmian w czasie czte-
rokrotnie szybszym niz metodami tradycyjnymi, przy czym okre$lona
cecha jest wprowadzana w sposob kontrolowany, bez koniecznoS$ci
usuwania cech niepozgdanych (ryc. 5). Roslina donorowa danej cechy,
jak juz zaznaczono, musi krzyzowac si¢ z rosling biorca. Europejski
Urzad ds. Bezpieczefistwa Zywnosci (ang. European Food Safety Authority,
EFSA) uwaza, ze cisgeneza nie odbiega w sensie bezpieczenstwa od
metod tradycyjnych. Przyjmuje si¢, ze cisgeneza moze byc¢ zastosowana
do uzyskiwania oporno$ci na patogeny u warzyw i owocow, glownie
ziemniakow, jabtek 1 bananéw, co spowoduje spadek uzycia pestycydow
1 bedzie miato korzystny wplyw zaréwno na Srodowisko, jak i konsu-
mentow. Cisgeneza wymieniana jest rowniez jako bardzo wazna dla
upraw winoro$li 1 przemystu winiarskiego.

Intrageneza (ang. imntragenesis) z kolei rozni si¢ od cisgenezy wyko-
rzystaniem nowych kombinacji gendw utworzonych przez rearanzacje
funkcjonalnych fragmentéw DNA. Dotyczy rowniez wykorzystania ma-
terialu genetycznego pochodzacego z tego samego gatunku lub gatun-
ku blisko spokrewnionego, zdolnego do krzyzowania. Rosliny uzyskane
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przez cisgenez¢ lub intrageneze, w przeciwienstwie do ro§lin transge-
nicznych, nie zawierajg obcych genow takich jak geny selekcyjne czy
elementy wektora. Obecnie rosliny powstale z zastosowaniem techno-
logii cisgenezy, podobnie jak transgenezy, podlegaja tym samym przepi-
som, a wigc uznawane s3 za GMO. W szeregu krajow toczy si¢ dyskusja,
aby rosliny uzyskane przez cisgenez¢ ze wzgledu na wykorzystanie ta-
kiej samej puli genowej jak w przypadku roslin konwencjonalnych byty
wylaczone spod przepisow dotyczacych GMO (Holme 1 in., 2013).

Hodowla konwencjonalna

(1

PO 000 E

Cisgeneza

T ™

DOO O

00000000

Ryc. 5. Technika cisgenezy. Porownanie konwencjonalnej metody hodowli
i cisgenezy do przeniesienia okreslonej cechy (zaznaczonej zo6ttym kolorem)
miedzy roslinami blisko spokrewnionymi. Cisgeneza umozliwia przeniesienie
w jednym etapie nowej cechy do rosliny biorcy bez utraty jej wlasciwosci.
Wedltug definicji GMO jest to technika, w ktorej powstaja organizmy gene-
tycznie modyfikowane, chociaz wprowadzone zmiany jedynie nieznacznie
modyfikuja genom

Zwolennicy tej technologii uwazaja, ze bedzie ona stanowita warto$¢
dodang do gospodarki Unii Europejskiej. Unijna Komisja Ekspertow
(ang. EU Expert Working Group on New Breeding Techniques) powotana do
zbadania nowych technologii hodowli roslin wskazuje, ze cisgeneza
prowadzi do powstania podobnych odmian jak odmiany uzyskane kon-
wencjonalnymi metodami hodowlanymi lub przez standardowe meto-
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dy reprodukeji. Usankcjonowanie tego statusu przez Uni¢ Europejska
umozliwi rozwoj firm zwigzanych z uzyskiwaniem 1 wykorzystywaniem
nowych odmian roslin i zwigkszy konkurencyjno$¢ rynku europejskiego.

30. Dlaczego metylacja DINA zalezna od RNNA nalezy do grupy tech-
nik NBT?

W technice metylacji DNA zaleznej od RNA (ang. RNA-dependent DNA
methylation, RADM) do komorki roslinnej wprowadza si¢ krotkie dwuni-
ciowe czgsteczki RNA (dsRNA), ktore sg rozpoznawane przez mechani-
zmy obronne rosliny z udziatem enzymu DICER. Enzym ten przecina
dsRNA do mniejszych czgsteczek okreslanych jako drobne interferujace
RNA (siRNA), ktore mogg oddzialywac na roslinny mechanizm obron-
ny i w rezultacie prowadzi¢ do metylacji DNA powodujacej wycisze-
nie genu (ryc. 6). Nie zachodzi wigc zmiana sekwencji nukleotydow
w DNA, lecz ich metylacja, co okresla si¢ jako zmiang¢ epigenetyczng.
Prawdopodobnie za wyciszenie genu odpowiadaja bardziej komplekso-
we zmiany w strukturze chromatyny. Zmiany epigenetyczne mogg by¢
przekazywane do potomstwa. Po wyciszeniu genu poziom jego metylacji
nie zmienia si¢ w nastepnych pokoleniach, jednak czasteczki RNA sg
gubione w trakcie podziatow komorek. Powstawanie drobnych dwuni-
ciowych czasteczek RNA dziatajacych w technice RADM mozna uzy-
ska¢ rowniez innymi sposobami, na przyktad przez infekcje wirusowe
(ang. Virus Induced Gene Silencing, VIGS) lub wprowadzanie do komorek
transgenu. W przypadku infekcji wirusowych typu VIGS dochodzi do
utraty czastki dsRNA podczas mitozy, a w przypadku transgenu ko-
nieczne jest wykonanie krzyzowania z rosling nietransgeniczng.

Zaklada sie, ze technologia RADM mozna ulepszy¢ wiele cech u roz-
nych gatunkow roslin na zasadzie obnizenia ekspresji (ang. down-re-
gulation) endogennych genéw bez zmiany w materiale genetycznym.
Wymieniane sg tutaj tolerancja na susze lub ciepio, opornos¢ na choroby
1 owady, dtuzsza przydatnos¢ do spozycia, poprawa wartosci odzywczych
1 smakowych, jak rowniez zmiana koloru. Technologia moze by¢ stoso-
wana w roznych dziedzinach, na przykiad w ogrodnictwie, produkcji
roslin ozdobnych i leSnictwie.

Zwolennicy RdADM uwazaja, ze uzyskana za jej pomocg nowa od-
miana ro$liny nie jest ro$ling genetycznie modyfikowang, poniewaz nie
wprowadzono do niej materialu genetycznego i nie ma zmian sekwencji
DNA w stosunku do wyjsciowej rosliny. Jedyng zmiana, ktora wystepu-
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ﬁ(‘ W

Grupy metylowe DNA
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siRNA § dsRNA
Ryc. 6. Technika metylacji DNA zaleznej od RNA. Dwuniciowa cza-
steczka RNA (dsRINA) jest rozpoznawana przez uklad obronny roslin
i rozcinana przez enzym DICER na drobne interferujace RINA (siRNA).
siRNA moga oddzialywa¢ na roslinny mechanizm obronny i w rezultacie
prowadzi¢ do metylacji DINA, ktora powoduje wyciszenie genu

je, jest wprowadzenie metylacji DNA prowadzacej do wyciszenia genu.
Dlatego tez zwolennicy tej technologii uwazaja, ze nalezy ja wyltaczyc
z Dyrektywy 2001/18/WE.

31. Dlaczego szczepienie rosliny na transgenicznej podkladce (ang.
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grafting on GM rootstock) budzi kontrowersje?

Potomstwo uprawnych odmian drzew i krzewow owocowych rozmnaza-
nych z nasion charakteryzuje si¢ zroznicowaniem wiasciwosci i zaledwie
w niewielkim stopniu dziedziczy cenne cechy rosliny macierzyste;j.
W praktyce sadowniczej stosuje si¢ rozmnazanie wegetatywne, ktore
w krotkim czasie umozliwia otrzymanie duzej liczby osobnikow iden-
tycznych z rosling mateczng. W ten sposdb otrzymuje si¢ potomstwo
jednolite pod wzgledem genetycznym, ktore okresla sie mianem klo-
nu. Szczepienie lub okulizacja sg najtansza 1 najszybsza ze wszystkich
znanych metod produkcji drzewek i stanowig podstawowy sposob roz-
mnazania drzew owocowych odmian uprawnych (Hrynkiewicz-Sudnik
iin., 2001; Czynczyk, 2012).
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Znanych jest kilkadziesigt sposobow szczepienia. W wyniku tego
procesu otrzymuje si¢ organizm zbudowany z dwoch komponentow
genetycznie roznych: zraza (odmiany uprawnej), z ktorego rozwija si¢
cz¢$¢ nadziemna drzewa 1 podktadki, z ktorej rozwija si¢ system korze-
niowy (ryc. 7). Warunkiem dobrego zrastania si¢ zraza 1 podkiadki jest
Scisle potaczenie ich tkanki tworczej, potaczenie wigzek sitowo-naczy-
niowych, co umozliwia przeptyw sktadnikow mineralnych z korzeni do
korony 1 produktow fotosyntezy w kierunku odwrotnym.

<— Zraz (nietransgeniczny)

Podkladka (transgeniczna
/ ( g )

Wi

Ryc. 7. Rozmnazanie wegetatywne drzew i krzewow stanowi podstawowy
sposob rozmnazania drzew owocowych odmian uprawnych. W wyniku tego
procesu otrzymuje sie organizm zbudowany z dwoch komponentow gene-
tycznie réznych: zraza (odmiany uprawnej), z ktorego rozwija sie czes¢
nadziemna drzewa i podkladki, z ktorej rozwija sie system korzeniowy. Mie-
dzy obydwoma czeSciami rosliny dochodzi do wymiany substancji czynnych,
lecz nie dochodzi do wymiany materialu genetycznego. Proponowany rodzaj
szczepienia nie prowadzi zatem do tworzenia GMO. Moze przyczynic sie
do poprawy opornosci na choroby i poprawy jakosci owocow. Rozwaza sie
rowniez aspekty ekonomiczne oczyszczania gleby przed zalozeniem uprawy
(dezynfekcja lub parowanie gleby)

Generalnie, dobrze zrastajg si¢ rosliny blisko ze sobg spokrewnione,
trudniej rozne gatunki nalezace do tego samego rodzaju, a raczej zle
z rodzajow oddalonych pod wzgledem systematycznym. Znane s3 jed-
nak wyjatki: niektore odmiany gruszy dobrze zrastajg si¢ z pigwa, a ren-
kloda Ulena Zle zrasta si¢ z podktadkg Marianna, ktora stosowana jest
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dla sliw. Zraz 1 podkiadka organizmu powstatlego w wyniku szczepienia
wzajemnie na siebie oddziatujg, a stopien zro$nigcia ma duzy wplyw
na procesy fizjologiczne, aktywno$¢ enzymatyczng i sktad chemiczny
zwigzkow organicznych. Zasadnicze znaczenie dla najwazniejszych dla
praktyki sadowniczej wtasciwo$ci drzewa ma metoda otrzymania pod-
ktadki. Podktadki generatywne sg niejednolite pod wzgledem genetycz-
nym 1 w roznym stopniu wplywaja na sil¢ wzrostu, wczesno$¢ owocowa-
nia, plennos¢, wytrzymato$¢ na mréz oraz opornos¢ na choroby i szkod-
niki nowego organizmu. Stgd nie mozna przewidziec, jak rozwing si¢ te
cechy szczepionych drzew. Podktadki otrzymane w wyniku rozmnazania
wegetatywnego rosliny matecznej sg jednolite genetycznie 1 daja po
zaszczepieniu material wyrownany pod wzgledem sity wzrostu, okresu
kwitnienia, plennosci 1 wytrzymato$ci na mroz. W wyniku szczepienia
rzadko moze dojs¢ do potaczenia si¢ roznicujgcych komorek zraza i pod-
ktadki, z ktorych rozwijaja si¢ pedy. Organizmy ro$linne rozwijajace si¢
z pedow wytworzonych przez genotypowo niejednorodne wierzchotki
nosza miano chimer roslinnych. W zaleznosci od wzajemnego ulozenia
komponentéw genotypowych rozwijaja si¢ chimery roslinne peryklinal-
ne, sektorialne lub meryklinalne. Komponenty chimer roslinnych mogg
si¢ rozni¢ gatunkowo lub nawet rodzajowo, na przykiad: +Laburnocyti-
sus adamii, +Crataegomespilus. Potomne ro$liny o cechach chimer mozna
otrzyma¢ w wyniku rozmnazania wegetatywnego. W wyniku rozmnaza-
nia generatywnego powstaja rosliny charakteryzujace si¢ cechami tylko
jednego z gatunkow wyjsciowych.

32. Czy odwrocona hodowla (ang. reverse breeding) prowadzi do uzy-
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skania GMO?

Nowy kierunek w hodowli roslin stanowi odwrocona hodowla (ang.
reverse breeding), ktora pozwala na produkcje nowych odmian hybry-
dowych roslin w duzo krotszym okresie 1 z wykorzystaniem mniejsze;j
liczby krzyzowan w porownaniu do konwencjonalnych technik hodowli
roslin. W odwroconej hodowli wybiera si¢ pojedynczg rosling charakte-
ryzujacg sie unikatowg cecha. Przez zablokowanie prawidtowego pro-
cesu rekombinacji genetycznej z rosliny uzyskuje si¢ homozygotyczne
linie rodzicielskie. Krzyzowanie tych linii doprowadza do odtworzenia
oryginalnego uktadu genetycznego rosliny, z ktorej linie zostaly uzy-
skane. Podczas odwroconej hodowli stosuje si¢ genetyczng modyfika-
cj¢ w celu zablokowania genetycznej rekombinacji, a uzyskane w ten
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sposob rosliny podlegajg przepisom o organizmach GMO (Dyrektywa
Europejska 2001/18/WE). Jednak linie rodzicielskie oraz uzyskane osta-
teczne odmiany nie zawierajg modyfikacji genetycznych i nie podlegaja
ograniczeniom prawnym dotyczacym GMO.

W praktyce odwrocona hodowla moze znalez¢ zastosowanie do uzy-
skiwania heterozygotycznych hybrydowych odmian roslin charakteryzu-
jacych sie petnym wigorem hybrydy, co przy uzyciu klasycznych metod
hodowlanych byloby trudne i wymagato duzych naktadéw czasowych.
Klasycznie uzyskiwane heterozygotyczne hybrydy nie moga by¢ sta-
bilnie utrzymywane przez hodowcow z powodu zjawiska rekombinacji
genetycznej chromosomow. Do tej pory hodowcy odtwarzali wciaz na
nowo hybrydy o wyjatkowo korzystnych parametrach przez krzyzowa-
nie homozygotycznych linii rodzicielskich (tzw. hodowla ,,do przodu”).
Odwrocona hodowla umozliwia przygotowanie homozygotycznych linii
rodzicielskich, ktore nastepnie przez wzajemnie krzyzowane odtwarzaja
doktadnie wybrany heterozygotyczny hybryd. Te homozygotyczne linie
rodzicielskie mogg by¢ w nieograniczony sposob rozmnazane przez ho-
dowcodw. Poniewaz proces odwroconej hodowli nie stosuje rekombino-
wanego DNA, homozygotyczne linie rodzicielskie oraz ich potomstwo
nie sg transgeniczne. Odmiany uzyskiwane ta metoda sa podobne do
tych, ktore mogg by¢ tworzone przez konwencjonalne techniki hodow-
lane.

33. Czy agroinfiltracja (ang. agro-infiltration, agro-inoculation, floral
dip) prowadzi do powstania GMO?

Agroinfiltracja to metoda stosowana w biotechnologii roslin w celu
wywolania przejSciowej lub stalej ekspresji genow w roslinie lub jej
czesciach w warunkach laboratoryjnych lub polowych. Badania mogg by¢
prowadzone zar6wno  vivo, jak i1 in vitro w celu wytworzenia okreslo-
nego biatka. W metodzie konieczne jest zastosowanie wektora, ktorym
moze by¢ bakteria Agrobacterium tumefaciens. Metody wektorowe defi-
niuje si¢ jako transformacje roslin przy uzyciu gram ujemnych bakterii
glebowych z rodzaju Agrobacterium. Podstawg w tym sposobie transfor-
macji jest wykorzystanie bakterii bedacych bezposrednig przyczyng
guzowatoSci szyjki korzeniowej (4. tumefaciens, A. vitus), guzowatoSci
trzeiny (A. rubi) lub tworzenia korzeni wloSnikowatych (A4. rhizogenes).
Bakterie z tego rodzaju potrafig przenosi¢ do komorek roslinnych tzw.
transferowy DNA (T-DNA), a zlokalizowane w nim geny mogg ule-

55



www.czasopisma.pan.pl &N www.journals.pan.pl
. . I Y
Biotechnologia 2020. O co najezgsciej pytamy? "

56

ga¢ ekspresji, prowadzac do transformacji rosliny. Warunkiem powo-
dzenia transformacji genetycznej jest zaistnienie szeregu czynnikow
w komorce roSlinnej, a takze opdznienie badZ zahamowanie reakcji
obronnych (ryc. 8). Agrobacterium to jedyny znany przyktad takiego ro-
dzaju transferu kwasu nukleinowego mi¢dzy przedstawicielami dwoch
krolestw. Ponadto zasi¢g infekcji rekombinowanymi szczepami tych
bakterii pozwala na genetyczne modyfikacje szerokiego spektrum or-
ganizmow 1 nie ogranicza si¢ tylko do krolestwa roslin. Wykazano, ze
Agrobacterium zdolne sa do transformacji drozdzy, grzybow, zarodkow
jezowcow, a nawet komorek cztowieka. Uzycie wektorowych metod
transformacji stalo si¢ cennym narzedziem do najczeSciej przejscio-
wej czy konstytutywnej (stalej) transgenezy roslin i stanowi kluczowa
role zardbwno w badaniach podstawowych (genomika funkcjonalna), jak
1 aplikacyjnych (agrobiotechnologia, biopharming).

/ Chromosom ——-;%?‘n\

-

vir chromosomalny

@ A@ K@ Fenole icuzzoplazma /

Agrobacterium rhizogenes Infekowana komorka roslinna

Ryc. 8. Schemat transformacji komorki roslinnej przez A.rhizogenes. Badacze
odwzorowali infekcje bakteryjna zachodzaca w sposob naturalny, glownie
u roslin dwulisciennych. Bakteria moze przekaza¢ do komorki roslinnej
swoj T-DNA (transferowy DNA), ktory moze by¢ zmodyfikowany przez
dotaczenie DINA kodujacego okreslong ceche. DNA moze w sposob trwaly
integrowaé¢ z genomowym DNA rosliny i dochodzi¢ do przejsciowej lub
stalej ekspresji okreslonej cechy: 1 — zwigzki chemotaktyczne, 2 — $ciany
komorkowe, 3 — A, receptory blonowe Agrobacterium kodowane przez gen
A, 4 - G, bialka aktywujace region vir, S — biatko wigzace DNA, 6 — region
T plazmidu, 7 — sekwencje graniczne T-DNA, 8 — ni¢ T zintegrowana z ge-
nomem komorki roslinnej, 9 — produkty gendéw opinowych
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Zawiesing Agrobacterium wprowadza si¢ do liSci roslin przez biolisty-
ke lub infiltracje prozniows, lub wprowadzane sg do unieruchomionych
na podifozu komorek roslinnych, przy czym bakterie przenoszg okreslo-
ny gen do komorki roslinnej poprzez T-DNA. Glowna zaletg agroinfil-
tracji w porownaniu do bardziej tradycyjnych transformacji roslin jest
szybkos¢ 1 wygoda, chociaz wydajnos$¢ otrzymywania rekombinowanego
biatka jest na ogot wyzsza 1 bardziej stabilna.

Zwolennicy agroinfiltracji uwazaja, ze transformowane sg jedynie
czesci roslin, a material genetyczny nie jest wigczany do genomu komo-
rek rozrodczych 1 nie jest przenoszony do komorek potomstwa, a wiec
nie mozna uwaza¢ transformowanych roslin jako roslin GMO. Zwolen-
nicy uwazaja, ze za pomocg tej techniki mozna bedzie szybciej uzyskac
opornos$¢ na zakazenia wirusowe.

34. Jakie znaczenie ma syntetyczna genomika (ang. synthetic genomics)
i dlaczego zaliczana jest do NBT?

Syntetyczna genomika to interdyscyplinarna cz¢$¢ biologii i inzynierii,
ktora taczy obszary biotechnologii, biologii ewolucyjnej, biologii mo-
lekularnej, biologii systemow, biofizyki, inzynierii komputerowej i in-
zynierii genetycznej. Syntetyczna genomika uzywa technik inzynierii
oprogramowania, bioprzetwarzania, bioinformatyki, chemii analitycznej,
fermentacji, optymalizacji komorek i syntezy DNA, aby projektowaé
1 budowac systemy biologiczne (ryc. 9). Obejmuje zagadnienia dotyczg-
ce zrownowazonych biopaliw, upraw opornych na owady, narzadow do
przeszczepow, specjalistycznych lekow, narzedzi syntezy DNA, a takze
szeregu odczynnikéw biologicznych.

W odroznieniu od klasycznej inzynierii genetycznej genomika syn-
tetyczna ktadzie duzy nacisk na racjonalne projektowanie nowych sys-
temo6w oraz intensywne wykorzystanie technik modelowania matema-
tycznego w celu przewidzenia zachowania si¢ ukfadu oraz optymalizacji
jego dziatania.

Przyktadem osiagni¢é genomiki syntetycznej jest uzyskanie sztucz-
nej bakterit Mycoplasma laboratorium (381 genow), ktora zostata zapro-
jektowana z genomu Mycoplasma genitalium. W tym osiggnieciu uczest-
niczyl zespot 20 naukowcow pod przewodnictwem laureata Nagrody
Nobla, Hamiltona Smitha w Instytucie Craiga Ventera. Mycoplasma ge-
nitalium byta uwazana za gatunek o najmniejszej liczbie genow umozli-
wiajagcych samodzielne funkcjonowanie (482 geny). Innym przyktadem
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Ryc. 9. Technologia syntetycznej genomiki na podstawie opracowane;j
informatycznie sekwencji pozwala uzyskac¢ z 4 nukleotydow pelng se-
kwencje tworzaca sztuczny, ale zdolny do samodzielnego funkcjonowania
organizm czy strukture

jest zsyntetyzowanie genomu bakterii Mycoplasma mycoides na podstawie
komputerowej bazy danych. Syntetyczny genom przeszczepiono do ko-
morki bakteriit Mycoplasma capricolum, z ktorej usunicto jej DNA. Nowa
bakteria okazala si¢ w peini funkcjonalna i zachowata proces replikacji,
czyli namnazania miliardy razy. Niektorzy badacze kwestionuja osia-
gniecie jako nie w pelni syntetyczne, poniewaz do tworzenia nowej
bakterii wykorzystali zywa komorke. W rozumieniu Ustawy genomike
syntetyczng nalezy zaliczy¢ do technik generujacych GMO, dlatego ze
do komorek wprowadzany jest obcy DNA.

35. Czy technologia zgrupowanych regularnie rozproszonych krot-
kich powtarzajacych si¢ sekwencji palindromowych CRISPR/
Cas9 (ang. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Re-

peats) dokonala rewolucji we wprowadzaniu zmian w genomach?

Technologie CRISPR/Cas9 (ang. Clustered Regularly Interspaced Short Palin-
dromic Repeats) opracowano na podstawie systemu obronnego organizmow
prokariotycznych, w ktorym sekwencja CRISPR obejmujaca sekwencje
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kierujacg gRNA (ang. guide RNA) umozliwia komplementarne wigzanie
si¢ z obcym dla komorki genomem wirusowym. Jednoczesnie dochodzi
do uaktywnienia enzymu Cas9 zasocjowanego z CRISPR (ang. CRISPR-
-associated enzymes, Cas), ktory wykazujac aktywno$¢ nukleazy, przecina
DNA wirusa, chronigc bakterie przed infekcja. Sekwencja rozpoznajaca
DNA wirusa moze zostac zastgpiona przez inna, okre$long sekwencje.
W 2012 roku dwie grupy badawcze opublikowaly wyniki wskazujgce, ze
oczyszczone biatko Cas9, pochodzace ze Streprococcus thermophilus lub
Streptococcus pyogenes, moze by¢ kierowane przez RNA CRISPR (crRNAs),
przecinajgc docelowy DNA w warunkach 7z vitro (Gasiunas i in., 2012; Ji-
nek iin., 2012). Ponadto sktadniki RNA systemu CRISPR/Cas9 moga by¢
uzyte oddzielnie jako zawierajace crRNA (celowana sekwencja sterujaca)
i stale (niezmienne) czgsteczki tractrRNA lub jako pojedyncza sterujaca
chimera RNA (sgRNA) sktadajaca si¢ z crRNA i tracrRNA, ufatwiajg-
ca szybkie wlgczenie systemu CRISPR/Cas9 do genomu. Rozpoznanie
sekwencji docelowej w DNA przez Cas9 wymaga zarowno okreslonej
sekwencji w docelowym DNA, jak i zachowania komplementarnoSci zasad
pomiedzy 20 nukleotydowg sekwencja sterujacg RNA a komplementarng
sekwencjg docelowa DNA. Wygenerowane przez system Cas9 specyficz-
ne, dwuniciowe miejsca ztaman DNA (ang. double strand breaks, DSB)
indukuja endogenne procesy naprawcze DNA, ktore moga by¢ wykorzy-
stane do inzynierii genomu. DSB s3 na ogo6t naprawiane przez jeden ze
szlakow — homologicznie kierowang naprawe (ang. fomology-directed repair,
HDR), jesli dostepna jest homologiczna matryca, lub w przeciwnym
przypadku przez niechomologiczne faczenie koncow (ang. non-homologous
ends joiming, NHE]). NHE] jest procesem podatnym na bledy, ktory moze
szybko taczy¢ (ligowaé) ztamane konce, ale cz¢sto prowadzi do powstania
maltych insercji 1 delecji (ang. indels) w docelowych miejscach, ktorych
efektem czesto jest zakiocenie lub zniesienie funkeji docelowego genu.
Alternatywnie DSB mogg by¢ rowniez naprawiane przez HDR, ktora
ma zdolnos$¢ rekombinacji egzogennego DNA i moze by¢ stosowana do
wprowadzania transgenow lub do precyzyjnej edycji genomu (ryc. 10).

Wezesniejsze technologie do wprowadzania peknie¢ dwuniciowych
w DNA, takie jak nukleazy palca cynkowego (ZFN) oraz nukleazy TA-
LEN; polegaty na fuzji produktu niespecyficznego cigcia DNA nukleaza
restrykeyjna Fofl z domeng wigzaca DNA o specyficznych sekwencjach
pochodzaca z biatek ZF i TALEN. Technologie ZFN i TALEN wy-
magaja zaprojektowania bialek dla kazdego nowego miejsca docelowe-
go, co jest czasochlonne 1 bardzo drogie. Dla kontrastu w technologii
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Ryc. 10. Edycja genomu za pomocg technologii CRISPR/Cas9. Kieruja-
cy RNA (ang. guide RNA, gRNA) posiada fragment komplementarny do
sekwencji docelowej oraz gen lub jego fragment, ktory ma by¢ wilaczony
w genom. Przez wnikniecie do komorki nukleazy Cas9 i gRNA dochodzi
do rozciecia nici DNA w §cisle okreSlonym regionie, dzieki czemu moze
doj$¢ do usuniecia genu wystepujacego w komorcee lub dodania nowego genu

CRISPR-Cas9 celowanie w nowe miejsce wymaga jedynie zaprojektowa-
nia odpowiedniego sgRNA (ang. single guide RNA), poniewaz biatko Cas9
pozostaje niezmienne we wszystkich przypadkach. Ponadto ekspresja
Cas9 1 wielokrotne sterujace RNA mogg by¢ uzyte w jednoczesnej edy-
cji kilku miejsc docelowych w genomie (Cong i in., 2013). Technologia
CRISPR/Cas9 jest tatwa do zaprojektowania i przeprowadzenia, wyso-
kowydajna i niskonaktadowa. Przyktadowe protokoly do przygotowania
odczynnikow CRISPR/Cas do stworzenia genetycznie modyfikowanych
myszy zostaly opisane przez Harmsa i in. (2014).

36. Czy technologia CRISPR/Cas jest bezpieczna?

W 2015 r. technologia CRISPR/Cas jako Adaptive Bacterial Immune Sys-
tem on its Way to Become a Game Changer in Genetic Engineering’ stanowita

*Invernizzi C. CRISPR/Cas. An Adaptive Bacterial Immune System on Its Way
to Become a Game Changer in Genetic Engineering. BWC Meeting of Experts
Standing Agenda Item: Science & Technology Wednesday, 12 August 2015 Pa-
lais des Nations, UN Geneva. http://www.unog.ch/80256 EDD006B8954/(httpAs-
sets)/A60F7B2106175E24C1257E9F0065DDEF/$file/Swiss_presentation. BWC _
MX 2015_S&T-CRISPR_INC.pdf
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jeden z tematdw Konwencji o Zakazie Stosowania Broni Biologiczne]
- konferencji ekspertow ONZ w Genewie (ang. Biological Weapons Co-
novention, BWC. Meeting of Experts of United Nations Geneva). Przyczyna
byto pojawienie si¢ raportow o mozliwosciach podwojnego (ang. dual
use) wykorzystania tej technologii. Prezentacje dotyczace technologii
CRISPR/Cas9 spotkaly si¢ z wielkim zainteresowaniem wsrod delegacji
poszczegolnych krajow, ale wzbudzity tez zaniepokojenie. Niepokoj byt
spotegowany przez artykuly wskazujagce na mozliwos¢ wykorzystania
tej technologii do wywolania nowotworu u myszy w celu stworzenia
modelu dla raka ptuc cztowieka (Maddalo 1 in., 2014). Dostarczenie
myszom sktadnikow CRISPR/Cas przez inhalacje przy zastosowaniu
adenowirusow spowodowalo w tatwy sposdb powstanie nowotworow
pluc u tych zwierzat juz po kilku tygodniach. Wigkszym niepokojem
napawa fakt, jak tatwo i1 szybko mozna indukowaé nowotwory w roz-
nych tkankach i organizmach stosujac t¢ technologi¢ i jakiego rodzaju
konsekwencje bedg zwiazane z niewtaSciwym zaprojektowaniem lub
wykorzystaniem systemu CRISPR/Cas9.

Na poczatku 2016 roku naukowcy pracujgcy nad technologig CRI-
SPR/Cas na konferencji w miejscowosci Napa w Kalifornii wystosowali
apel, ktory zamiescilo pismo ,Science”, aby rozwaznie i1 szczegolowo
przedyskutowaé te technologie, zanim zostanie szerzej zastosowana
u ludzi, szczegdlnie do wprowadzenia zmian w komorkach rozrodczych.
Podkreslono, ze konsekwencje takich dziatan sg trudne do przewidzenia
1 oceny, poniewaz dotyczylyby calych pokolen, a wiec znaczaco dtugich
okresow. W roku 2015 takich apeli byto znacznie wiecej. Podobny apel
w 1974 r. dotyczyt rekombinowanych (sztucznie potaczonych) fragmen-
tow DNA, gdy Paul Berg i inni badacze wystosowali apel nawolujacy
,naukowcow na calym $wiecie” do zawieszenia niektorych typow badan
do chwili, gdy zostanie oszacowane zwigzane z nimi ryzyko (Berg i in.,
1974). Jednakze mimo wielu obaw nie udalo si¢ zatrzymac badan, ktore
wkrotce doprowadzity do nowych, wielkich odkry¢ i osiagnie¢ w dzie-
dzinie biologii, rolnictwa i medycyny. Co ciekawe, Paul Berg podpisat
obydwa apele, z 1974 1 2015 r. (Baltimore i in., 2015).

Technologia CRISPR/Cas9 jest wydajnym, tanim oraz tatwym do
stosowania narzedziem edycji genomu, ktore zaczyna by¢ szybko wy-
korzystywane w wielu dziedzinach, wlaczajac tworzenie modeli zwie-
rzecych, funkcjonalne przesiewanie genomowe oraz naprawe zaburzen
genetycznych. Jednak technologia ta musi by¢ wykorzystywana ostroz-
nie. Nalezy wzia¢ pod uwage planowanie doSwiadczen CRISPR/Cas,
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precyzyjne zaprojektowanie gRNA (kierujacy/sterujacy RNA), wybranie
najlepszego wariantu nukleazy Cas oraz poszukiwanie w obszarze geno-
mu potencjalnych miejsc modyfikacji. Naukowcy powinni by¢ bardzo
ostrozni w planach stosowania tej pot¢znej technologii. Tylko wtedy
bedzie mozna bezpiecznie stosowaé system CRISPR/Cas9.

37. Czym jest bron biotechnologiczna i jak sie ja kontroluje?

62

Terminy takie jak brof chemiczna czy tez bron bakteriologiczna ist-
niejg od dawna. Katastrofalne przyktady zastosowan takiej broni znane
sa chociazby z biezacej prasy, na przykiad uzycie toksycznego gazu
w metrze tokijskim w 1995 roku. Powszechne sg takze obawy przed
ewentualnym zastosowaniem broni bakteriologicznej. Obawy te sg bar-
dzo aktualne w zwigzku z zamachami terrorystycznymi, jakie mialy
miejsce 11 wrzesnia 2001 r. w Stanach Zjednoczonych.

Nowg grozbg jest mozliwo$¢ zastosowania technik inzynierii gene-
tycznej w celu wyprodukowania transgenicznych organizmoéow (np. bak-
terii albo roslin). Nalezy przede wszystkim zauwazy¢, ze obecnie znacz-
nie tansza 1 mniej skomplikowana technologicznie jest produkcja broni
chemicznej, a toksyn mozliwych do syntezy jest niestychanie wiele. Nie
mozna jednak wykluczy¢ zainteresowania jakiej$ grupy terrorystycznej
wyrafinowang bronig otrzymywang z wykorzystaniem nowoczesnych
technik inzynierii genetycznej. Obawy takie sg uzasadnione zar6wno
w odniesieniu do jednostek patologicznych op¢tanych jakas mania, jak
1 — niestety — do rzagdow niektorych panstw, ktore deklarujg zaintereso-
wanie ,cudowng tajemniczg bronig, ktora rzuci ich wrogéw na kolana”.

Spotecznos¢ mig¢dzynarodowa stara si¢ zapobiec takim grozbom
przez odpowiednie porozumienia, ktore stanowig podstawe do kontroli
importu/eksportu zarowno substratow, polpreparatow, jak i znajomosci
technologii (4rzow-how). Polska uczestniczy w procesach integracji euro-
pejskiej 1 jest cztonkiem NATO. Jednym z warunkéw przynaleznosci do
tych organizacji miedzynarodowych jest kontrola towarow i technologii
uznanych przez komisje ekspertow za dobra ,podwdjnego zastosowa-
nia” (ang. dual use), czyli takie, ktére moga zosta¢ wykorzystane do
produkeji lub przenoszenia broni masowego razenia. Polska jest jed-
noczesnie strong szeregu traktatow i porozumien mi¢dzynarodowych,
z ktorych wynikajg zobowigzania naszego kraju w zakresie kontroli, na
przyktad transportu miedzynarodowego pewnych towarow, technologii
1 ustug.
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W roku 1949 powstal Komitet Koordynacyjny Wielostronnej Kontroli
Eksportu (COCOM), ktory koordynowal dziatania 17 uprzemystowio-
nych panstw zachodnich w celu ograniczenia dost¢pu innych, w tym
Polski, do nowoczesnych technologii. W konsekwencji przemian spotecz-
no-politycznych w 1989 r. nastgpilo zasadnicze ztagodzenie ograniczen
w odniesieniu do Polski (oraz Wegier 1 bytej Czechostowacji). W 1994
r. COCOM zostal rozwigzany. W wyniku dobrowolnego porozumienia
panstw juz w 1985 r. utworzona zostala ,,Grupa Australijska” (Australia
Group, AG) — dobrowolne stowarzyszenie blisko 30 panstw pracujgcych na
zasadzie konsensusu opinii w zakresie ograniczen importowo/eksporto-
wych potencjalnie niebezpiecznych towarow i technologii. Polska zostata
przyjeta do ,,Grupy Australijskiej” w listopadzie 1994 r. Cztonkami Grupy
sq: Argentyna, Australia, Austria, Belgia, Bulgaria, Kanada, Chorwacja,
Cypr, Czechy, Dania, Estonia, Komisja Europejska, Finlandia, Francja,
Niemcy, Grecja, Wegry, Islandia, Irlandia, Wiochy, Japonia, Korea Potu-
dniowa, F.otwa, Litwa, Luksemburg, Malta, Holandia, Nowa Zelandia,
Norwegia, Polska, Portugalia, Rumunia, Stowacja, Stowenia, Hiszpania,
Szwecja, Szwajcaria, Turcja, Ukraina, Wielka Brytania i Stany Zjednoczo-
ne. Skutkiem przynaleznosci Polski do ,,Grupy Australijskiej” jest usta-
nowienie dodatkowych wymogow w zakresie kontroli obrotu z zagranicg
towarami i technologiami. Ponadto zostala opracowana i opublikowana
lista towarow 1 ustug objetych stosowng kontrola, ktora obejmuje zwigzki
chemiczne (tzw. prekursory do syntez chemicznych), toksyny, bakterie,
wirusy 1 inne formy patogenne, w tym na przyklad plazmidy, a takze urza-
dzenia i technologie, ktére moga mie¢ zastosowanie do prac badawczych
1 wdrozeniowych oraz do produkeji broni chemicznej 1 bakteriologiczne;j,
wlacznie z nowoczesnymi technikami inzynierii genetycznej.

Zagadnienia zwigzane z wykorzystaniem osiagnie¢ nauki jako broni
biologicznej poruszane sg rowniez na spotkaniach Konwencji o Broni
Biologicznej (ang. Convention on the Prohibition of the Development, Produc-
tion and Stockpiling of Bacteriological (Biological) and Toxin Weapons and on
their Destruction, Biological Weapons Convention, BWC). 'Traktat zakazujacy
sygnatariuszom opracowywania, produkcji i magazynowania broni biolo-
gicznej 1 toksycznej zostal podpisany 10 kwietnia 1972 r. w Londynie,
Moskwie 1 Waszyngtonie i zaczagl obowigzywac¢ od 26 marca 1975 r. po
ratyfikacji przez 22 panstwa, w tym takze Polske. Obecnie, w pazdzier-
niku 2020 r. liczba panstw, ktore ratyfikowalty Konwencje, wynosi 183,
jednak brak jest formalnego systemu weryfikacji monitorowania zgod-
nosci z zalozeniami Konwencji, co ogranicza jej skutecznosc.
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Przyjmuje si¢, ze kazde odkrycie czy osiggniccie naukowe wykazuje
potencjal do zastosowania jako bron biologiczna/biotechnologiczna. Do
takiej sytuacji moze doj$¢ w zwigzku z pojawieniem si¢ w sposob na-
turalny epidemii, na przyktad w przypadku ptasiej grypy, wirusa Ebola
czy obecnie wirusa SARS-CoV-2. Badania moga wywolac¢ niezamierzo-
ne konsekwencje — czynniki niebezpieczne moglyby zosta¢ uwolnione
przypadkowo z laboratorium przez zainfekowany personel. Zaktada si¢
tez mozliwo$¢ zaniedban ze strony cziowieka. Kolejny poziom zwigzany
jest z wandalizmem i $wiadomym sabotazem oraz zamierzonym, prze-
myS$lanym zastosowaniem broni biologicznej. Powszechna dostepno$¢
wiedzy moze pomdc w tworzeniu ,nowych” patogenow o unikalnych
wlasciwosciach lub w tworzeniu zupelnie nowych klas czynnikow zagro-
zen, a niebezpieczne czynniki mozna ukra$¢ lub zastosowaé w celach
innych niz pokojowe. Juz w 2009 r. w ,Biological Weapons Reader”
przewidywano, ze w XXI wieku nastapi epoka biologiczna, ktora be-
dzie rywalizowala z rewolucjami w technologii informacyjnej, chemii
przemysfowej i procesach produkcyjnych. Takie osiagniecia, zapowia-
dane jako przynoszgce niezrownane korzysci dla ludzkosci, ostatecznie
zostaly wykorzystane do wrogich celow. Wiemy, ze niektore organiza-
cje juz uzywaly biologii przeciwko ludziom czy Srodowisku. Musimy
usilnie pracowac, by ,stulecie biologii” nie doprowadzito do nowego
biologicznego wyscigu zbrojen. Sposrod bakterii majacych potencjal do
wykorzystania jako bron biologiczna naleza: bakterie waglika Bacillus
anthracis, bakterie wywoltujace brucelloze Brucella spp., nosacizne Bur-
kholderia mallei, Burkholderia pseudomallei, ornitoze Chlamydophila psittaci,
gorgczke Q Coxiella burnetii, seps¢ Francisella tularensis, tyfus Rickettsia
prowazekii, czerwonke Shigella spp., cholere Vibrio cholerae, dzume Yersi-
nia pesti. Wsrod wirusow, ktore mozna zastosowac jako brof, wymienia
sie: wirusa goraczki doliny Rift (Bunyaviridae), wirusa Ebola, wirusa
japonskiego zapalenia mozgu (Flaviviridae), wirusa Machupo, Marburg,
a takze wirusa z6ltej febry oraz wirusa ospy (wirus Variola). Sposrod
toksyn wymieniane sg rycyna, enterotoksyna B gronkowcowa, toksyna
botulinowa, saksytoksyna i wiele mykotoksyn.
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39. Jak spotkania ekspertow ONZ w ramach konwencji o zakazie
stosowania broni biologicznej chronig przed rozpowszechnieniem
broni biologicznej?

Program ,,Sprzymierzone owady” (/usect Allies) ogloszony przez Amery-
kanskg Agencje Zaawansowanych Projektow Badawczych (U.S. Defense
Advanced Research Projects Agency, DARPA) w listopadzie 2016 r., uzyskat
dotacje w wysokosci 27 min dolarow na kontrakty badawcze. W lipcu
2017 r. pierwsze z trzech konsorcjow oglosito, ze otrzymato od DARPA
zamoOwienie na opracowanie systemow rozprzestrzeniania genetycznie
zmodyfikowanych wirusow przez owady. Sg to kontrakty na ukoniczenie
czteroletniego programu, ktorego efektem bedzie wykazanie na duza
skale, w warunkach szklarniowych, dziatania poziomych czynnikow
zmiany genetyczne] w Ssrodowisku, HEGAA (ang. korizontal environ-
mental genetic alteration agents). W prowadzonych badaniach wykorzystuje
sie rosliny kukurydzy i1 pomidora, a owadami rozprzestrzeniajacymi sg
skoczki lisciowe, maczliki 1 mszyce.

Ostatnie spotkania ekspertdw konwencji o zakazie stosowania broni
biologicznej (ang. Biological Weapon Convention, BWC) odbyty si¢ w Pata-
cu Narodow w Genewie od 29 lipca do 8 sierpnia 2019 r. Towarzystwo
Maxa Plancka przygotowato nowe informacje pt. ,\Wirusy. Celowe uwal-
nianie wiruso6w GM do Srodowiska”, wsparte animacjami i dyskusja pa-
nelowa pod przewodnictwem Filippy Lentzos (King’s College London).
Guy Reeves, wspolautor i biolog z Instytutu Biologii Ewolucyjnej Maxa
Plancka w Niemczech, uwaza, ze nowa technologia jest bardziej realna
jako bron — do niszczenia roslin — niz jako narzedzie rolnicze. W rezulta-
cie DARPA (U.S. Defense Advanced Research Projects Agency) moze wysytac
alarmujgca wiadomos¢ niezaleznie od swoich zamiarow.

Program [nsect Allies jest pierwszym, w ktdorym zaproponowano i sfi-
nansowano uzyskanie wirusow z zastosowaniem poziomych czynnikow
zmiany genetycznej w Srodowisku (HEGAA), ktore zostaly genetycznie
zmodyfikowane w celu uzyskania zdolno$ci do edycji chromosomow ga-
tunku docelowego (np. rosliny lub zwierzecia) po celowym uwolnieniu
do Srodowiska. Stowo ,poziome” pochodzi od zdolnoSci wirusow do
przenoszenia si¢ w srodowisku przez infekcje, a stowo ,,Srodowiskowy”
dotyczy zamiaru rozprzestrzeniania si¢ tych genetycznie zmodyfikowa-
nych wirusow w Srodowisku. Okreslenie ,czynniki zmiany genetycznej”
odnosi si¢ do zdolnoSci do zmiany w chromosomach gatunku docelowe-
go. Moze to by¢ spowodowane przypadkowa mutacjg lub wprowadze-
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niem nowej sekwencji DNA. Specyficznos¢ HEGAA zalezy od dwoch
czynnikow: wystepowania gatunkow, ktore moga zakazaC genetycznie
zmodyfikowanym wirusem, oraz obecnoSci odpowiednich sekwencji
DNA w chromosomach zakazonych komorkach roslinnych.

Niedawne postepy w edycji genow, w tym stosunkowo tani i prosty
system CRISPR (dla zgrupowanych, regularnie rozproszonych, krot-
kich, powtarzajacych si¢ sekwencji palindromowych), moga potencjal-
nie pozwoli¢ badaczom na dostosowanie wirusow do konkretnego celu
w zakazonej roslinie. Skonstruowany wirus moze wiaczac¢ lub wylaczac
okreslone geny, ktore na przykiad reguluja tempo wzrostu rosliny, co
staje si¢ przydatne podczas nieoczekiwanej ci¢zkiej suszy. Projekt lusect
Allies budzi obawy zwiazane z mozliwo$cig wykorzystania bioterrory-
stycznego. Naukowcy 1 prawnicy kwestionujg uzasadnienie wykorzy-
stania owadow do rozprzestrzeniania zakaznych wirusow genetycznie
zmodyfikowanych w celu edycji chromosomoéw w roslinach, ostrzegajac,
ze technologie mozna bardzo fatwo wykorzystac¢ jako bron biologiczng.

Dlaczego twierdzimy, ze prawie zawsze fatwie] jest opracowac sys-
tem broni biologicznej HEGAA niz system rolniczy? Aby wyobrazi¢
sobie rutynowe zastosowanie HEGAA w rolnictwie, konieczne bedzie
zbudowanie wielu mechanizmoéw kontrolujacych przestrzenne i takso-
nomiczne rozprzestrzenianie si¢ wirusow, co bedzie skomplikowane.
Natomiast opracowujgc bron biologiczng, mozna poming¢ wickszos¢
szabezpieczen” lub ,niezaleznych wylacznikow awaryjnych”, jesli nie
wszystkie. Przydatne ukierunkowanie edycji gendéw na uprawy wro-
gow zapewnia specyficznosé sekwencji DNA przewodnich RNA (guide
RNA) uzywanych przez CRISPR. Chociaz zniszczenie lub sterylizacje
rosliny mozna prawdopodobnie osiagnac, wylaczajac pojedynczy gen,
to bardziej ztozone cechy bedg prawdopodobnie wymagaly wstawienia
nowych genoéw do chromosomow roslin (przyktady wielokrotnie prezen-
towane obejmujg oporno$¢ na susz¢, mroz, powodz, zasolenie, herbicy-
dy 1 choroby roslin). W wiekszoSci przypadkéw niszczenie genow jest
ponad 1000 razy bardziej skuteczne niz insercje genow.

Dlaczego zastosowania wirusow wymagaja funkcjonalnej kontroli
ponadnarodowej? Jesli wezmiemy przyktad uwolnienia wirusow w celu
kontrolowania populacji krolikow (nie byly to wirusy modyfikowane ge-
netycznie), wowczas liczba zatwierdzonych uwolnien wirusow jest ogra-
niczona przez inne rodzaje przemieszczen miedzynarodowych (z kto-
rych niektore s migdzykontynentalne). Jesli wirus zakazny postrzega
si¢ jako skuteczny i uzyteczny, w wielu okolicznoSciach rozsadne jest
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zalozenie, ze zostanie on przeniesiony bez zgody (Angulo i Cooke,
2002).

Uzycie horyzontalnych czynnikéw $rodowiskowych zmiany gene-
tyczne] (HEGAA) prawdopodobnie nie bedzie ostatecznie ograniczone
do rolnictwa, dlatego tak wazna jest otwarta dyskusja na temat tech-
nologii, jej potencjalnych zastosowan, naduzy¢ i konsekwencji — w tym
niezamierzonych. W 2018 r. w trzech publikacjach naukowych omo-
wiono rozwoj ,samoprzenoszacych si¢ szczepionek”, tj. szczepionek,
ktore bylyby przenoszone miedzy ludzmi i dlatego nie wymagatyby
juz szczepien indywidualnych. Takie produkty eliminowalyby rowniez
mozliwos¢ Swiadomej zgody, co stwarza naprawde ogromny dylemat
etyczny. W ostatnim dziesi¢cioleciu co najmniej siedem prac nauko-
wych dotyczyto szczepionek zakaznych.

Badacze zwracajg rowniez uwage na oczywistg kwesti¢, ze owady nie
bedg w stanie odr6zni¢ upraw tradycyjnych od upraw ekologicznych
z certyfikatem, ktore nie pozwalajg na stosowanie inzynierii genetycz-
nej. Tylko w jaki sposob rolnicy ekologiczni maja powstrzymac te owa-
dy (wektory) przed modyfikowaniem ich upraw? Nie moga, a to moze
skutecznie zniszczy¢ przemyst organiczny, jaki znamy. Inzynieria gene-
tyczna umozliwia teraz projektowanie zywych szczepionek wirusowych,
ktore sa potencjalnie przenoszone. Niektore projekty modyfikujg tylko
pojedynczy genom wirusa, aby ulepszy¢ odwieczng metode atenuacji,
podczas gdy inne projekty tworzg chimery genomoéw wirusa. Przenie-
sienie ma t¢ zalete, ze zwigksza odporno$¢ ponad te, ktorg uzyskuje si¢
przez bezposrednie szczepienie, ale takze zwicksza mozliwos¢ ewolucji
szczepionki, co zwykle ostabia jej uzyteczno$¢. Podejscia ktore integruja
inzynieri¢ szczepionek ze zrozumieniem ewolucji 1 epidemiologii, przy-
niosg najwicksze korzysci z przenoszenia szczepionek.

Inzynieria genomu wirus6w otworzyta nowe mozliwosci dla zywych
szczepionek — przenoszenia mi¢dzy zywicielami. Szczepionka moze by¢
przeznaczona dla ludzi lub dzikich zwierzat, a przeniesienie moze by¢
celowe lub przypadkowe. Oprocz obiekcji spotecznych co do przenosze-
nia szczepionek u ludzi, istnieje kilka problemoéw biologicznych, ktore
moga prowadzi¢ do niezamierzonych konsekwencji lub nieskutecznos$ci
szczepionki. Wykorzystanie mozliwych korzysci szczepionek przeno-
$nych bedzie wymagalo wspotpracy miedzy epidemiologami, biologami
ewolucyjnymi i inzynierami genomu.

HEGAA moze uwzglednia¢ zastosowanie edycji gen6w somatycz-
nych. Genomy roslin uprawnych podatne na infekcje moga by¢é mo-
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dyfikowane, gdy obecny jest okreslony cel w chromosomie. Nawet
uwzgledniajac przyszly rozwoj technologiczny w edycji genow, jest mato
prawdopodobne, aby wszystkie rosliny na polu otrzymaly taka sama mo-
dyfikacje w zamierzonym miejscu docelowym chromosomow. Rézni sie
to od specyficznych modyfikacji genetycznych generowanych w labora-
torium 1 zwiagzanych z nimi opiséw ich wiasciwosci.

HEGAA z mozliwoscig edycji genow linii germinalnej polega na wpro-
wadzeniu zmian w plazmie zarodkowej upraw i moze znacznie skompli-
kowac wysitki na rzecz ochrony globalnie krytycznego zasobu, ktory od
czasow starozytnych odgrywal fundamentalng role w zabezpieczaniu na
przysztos¢. Nie zawsze bedzie mozna z calg pewnoscig stwierdzic, ktore
rosliny lub pola zostaly zainfekowane genetycznie zmodyfikowanym wi-
rusem (z powodu nieuniknionej niepewnosci co do przemieszczania si¢
owadow 1 podatnosci upraw na infekcje wirusowa). Bylby to szczegolnie
krytyczny problem na obszarach, na ktorych produkuje si¢ nasiona do
ponownego siewu (ryc. 11).

Owady zakazone genetycznie Pole 1: Wzrost kukurydzy odmiany 1 bez Plony nastepnego sezonu s3
modyfikowanym wirusem sg sekwencji docelowej CRISPR niezmienne

uwalniane do srodowiska
) ) ) Uprawy kolejnego sezonu s3 @< .
\%W\y W catkowicie nie zmienne % \i y%
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P —_—
8 1222244 A 2A4

ﬁ il = Wiele nasion zaoszczedzonych z
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Gatunki owadéw obejmuja: Pole 2: Wzrost kukurydzy odmiany 2 z
skoczkowate, maczliki i mszyce sekwencjg docelowa CRISPR

Obnizenie dostgpnosci
zywnosci i nasion na polach

Ryc. 11. Relatywnie fagodny hipotetyczny scenariusz ukierunkowanej broni
polegajacy na dostarczaniu HEGAA przez owady. Wirusowa HEGAA ataku-
je geny chromosomalne istotne dla pfodnosci nasion w okreslonej odmianie
roslin uprawnych, przy czym gatunki upraw sa ogolnie podatne na zakazenie
genetycznie zmodyfikowanym wirusem. Zaklada sie, ze genetycznie zmody-
fikowany wirus moze infekowaé nasiona lub merystemy. W tym przyktadzie
wypuszczone owady zakazone wirusem moga przezy¢ dluzej niz ustalone
przez DARPA 2 tygodnie lub ponownie naby¢ infekcje wirusowa z roslin
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Niedawne postepy technologii CRISPR umozliwiaja naukowcom
wprowadzanie zmian w genomach réznych organizmow. Na przyktad
doswiadczenia w Chinach doprowadzily do powstania hipermig¢snio-
wych psow dzieki zastosowaniu inzynierii genetycznej CRISPR. W Chi-
nach rozpoczely sie juz proby na ludziach z zastosowaniem techno-
logii CRISPR, a firmy w USA réwniez staraja si¢ rozpoczal proby na
ludziach. Co wigcej, wraz z pojawieniem si¢ ruchu biokacking, ludzie
posiadajgcy podstawowg wiedze 1 dostep do technologii CRISPR bedg
mogli pozornie edytowac swoje wlasne genomy. W miar¢ usprawniania
technologii 1 procedur mozemy spodziewac si¢ wzrostu liczby tego ro-
dzaju eksperymentow. W przypadku terapii CRISPR, ktorych celem sg
komorki odpornoSciowe w celu zwalczania raka, mozna sobie wyobrazic,
ze bedzie mozna uzyska¢ komorki odpornosciowe z zamiarem wywota-
nia biataczek, autoimmunizacji lub ostabienia funkcji odpornosciowe]
osoby docelowej w polgczeniu z zakaznym patogenem.

40. Jak dziala naped genowy (ang. gene drive)?

Zasadnicza koncepcja oparta jest na teorii George’a C. Williamsa sfor-
mufowanej w pochodzacej z 1966 r. ksiazce Adaptation and natural selec-
tion. 7. kolei Richard Dawkins w wydanej 10 lat pézniej publikacji 7%e
selfish gene stworzyl okreslenie ,,samolubny gen” dla wyrazenia hipotezy
przyjmujacej jednostke doboru naturalnego jako gen, w przeciwienstwie
do osobnika, gatunku czy populacji. Wedltug tej koncepcji jest to wla-
sciwy sposob analizowania ewolucji, jako ze proces doboru naturalnego
obserwowany na poziomie organizmow lub populacji nigdy nie wykracza
poza dobor na poziomie gendw. Tendencja do maksymalizacji zdolnosci
przetrwania 1 reprodukeji, co zapewnia wickszg liczbe istniejacych ko-
pii genow, prowadzi do stabilnej strategii ewolucyjnej. W przelomowe;j
ksigzce Richarda Dawkinsa selekcje naturalng mozna postrzegac jako
dziatanie na poziomie genu, a nie na poziomie organizmu czy populacji.
Zgodnie z tym allele organizmoéw rozmnazajacych si¢ ptciowo ,konku-
rujg”, aby przej$¢ do nastepnego pokolenia. W tradycyjnym darwinow-
skim sensie konkurencja jest uczciwa — kazdy allel ma 50% szans na
przekazanie potomstwu (dziedziczenie mendlowskie).

Allele, ktore przynosza pozytek ich gospodarzom, stopniowo roz-
mnazajg si¢ w populacji, podczas gdy te, ktore nie przynoszg pozytku,
sg ostatecznie eliminowane. Niektore geny nie dzialaja zgodnie z za-
sadami. Sekwencje DNA, zwane napgdami genowymi, zapewniajg ich
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przetrwanie, promujac ich wtasng transmisje do potomstwa organizmu.
Naped genowy jest mechanizmem samoregenerujacym si¢, dzicki kto-
remu pozadany wariant genetyczny moze rozprzestrzeniac si¢ W popu-
lacji szybciej niz tradycyjne dziedziczenie mendlowskie. Ta strategia
moze by¢ na tyle skuteczna, ze allele mogg si¢ rozprzestrzenia¢, nawet
jesli nadajg organizmowi niekorzystng ceche, takg jak na przyktad bez-
plodnos¢ lub nawet prowadzg do Smierci. Napedy genowe stanowig po-
tencjalne nowe rozwigzania dla problemow, przed ktorymi stoi globalna
populacja, w tym eliminacji lub zmiany wektorow chorobowych (takich
jak komary), kontrolowania inwazyjnych gatunkoéw roslin, owadow lub
ssakow oraz zwalczania opornosci na pestycydy.

Dzigki najnowszym osiggni¢ciom i udoskonaleniom technologii
CRISPR potencjal napedoéw gendw zostal znacznie zwickszony. Kon-
cepcja wykorzystania napedow genowych do genetycznej kontroli roz-
przestrzeniania si¢ szkodnikow zostala pierwotnie opracowana juz w la-
tach sze§cdziesiatych. Wezesne pomysty oparte byly na naturalnych
napedach genowych (zwanych takze samolubnymi elementami gene-
tycznymi), przekazywanych czesciej do potomstwa. Ostatnie postepy
w metodach biotechnologii 1 biologii molekularnej sprawity, ze pomyst
ten znalazt si¢ na czele badan w dziedzinie ekologii, a obecnie zmienia
si¢ z potencjalnej idei w aktywng strategi¢.

Naturalne napedy genowe wystepuja w roznych organizmach. Na
przyktad transpozony to ruchome fragmenty DNA, ktore ,wtaczajg si¢”
w rdzne cze¢sci genomu, potencjalnie inaktywujac elementy genetyczne
w miejscach ich wstawienia. W rzeczywistosci wiele fragmentow tzw.
ssmieciowego DNA” (ang. junk DNA) w genomach eukariotycznych po-
chodzi z tego rodzaju samolubnego DNA. Tak zwane ,bazujace” geny
endonukleaz (ang. koming endonuclease genes, HEG) sa innym rodzajem
naturalnego napedu genowego wystepujacego w niektorych rodzajach
ro$lin, grzybow 1 bakterii. Rozprzestrzeniajg si¢, odcinajgc homologiczny
fragment chromosomu typu dzikiego 1 kopiujac si¢ w miejscu cigcia
przez ukierunkowang naprawe homologiczng w procesie zwanym ,,ba-
zowaniem” (ang. foming). Dzigki temu procesowi osobnicy heterozygo-
tyczni pod wzgledem allelu napedowego staja si¢ homozygotami. Allel
napedowy ma prawdopodobienstwo odziedziczenia, ktore jest wicksze
niz 50% 1 szybko rozprzestrzenia si¢ w populacji.

Chociaz naukowcy od dawna dostrzegali potencjal wykorzystania
napedow genowych do zmian populacji, wezesniej byli ograniczeni bra-
kiem mozliwosci kontroli lokalizacji genomowych, w ktore napedy ge-
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nowe celowaly 1 kopiowaly sie. Kiedy jednak w latach dziewigc¢dziesig-
tych dokonano postepu w inzynierii genetycznej, stworzenie napedow
genowych opartych na endonukleazach, ktore mogtyby by¢ ukierunko-
wane na okre$lone lokalizacje, stato sie realne. Wezesne proby inzynie-
rii syntetycznych napeddow genowych opartych na endonukleazach wy-
korzystywaly nukleazy palca cynkowego (ZFN) i nukleazy efektorowe
podobne do aktywatora transkrypcji (TALENS). Korzystajac z tych na-
rzedzi, naukowcy mogg celowa¢ w okreslone miejsca genomowe, ktore
nalezy zmieni¢. Chociaz metody te umozliwiajg specyficzne dla miejsca
wstawienie napedow genowych, to nadal napotykajg na znaczace ogra-
niczenia, poniewaz sekwencje tych nukleaz majg powtarzalne elementy
1 szybko mutuja. Mutacje czesto inaktywuja naped genowy, zanim zdazy
si¢ on rozprzestrzeni¢ w calej populacji.

W 2012 r. opracowano nowe narzedzie do edycji o nazwie CRISPR
(ang. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats). Wykorzy-
stuje si¢ w nim programowalny kierujacy RNA (ang. guide RNA), by
doprowadzi¢ endonukleaze (czesto Cas9) do okreslonego celu genomo-
wego z niespotykang fatwoscig i1 precyzja. Endonukleaza rozcina DNA
w docelowym miejscu, pobudzajgc komorke do naprawy dwuniciowego
pcknigcia. Proces naprawy mozna wykorzysta¢ do wprowadzenia zmian
genomowych w miejscu docelowym.

Technologia CRISPR otworzyta nowe mozliwosci opracowywania na-
pedow genowych opartych na endonukleazach. Sktadniki CRISPR moz-
na wlgczy¢ do ,allelu napedowego”, ktory przecina okreslone miejsce na
homologicznym chromosomie typu dzikiego. W tych typach napedow
genowych allel napedowy sktada si¢ zarowno z pozadanego wariantu do
propagacji, jak i z RNA prowadzacego CRISPR i Cas9. Aby naprawié
przerwe w DNA, komorka uzywa chromosomu zawierajgcego wariant
jako matrycy w procesie zwanym naprawg ukierunkowang na homologie
(HDR). Po naprawie allel napedowy jest z powodzeniem kopiowany
do chromosomu typu dzikiego, calkowicie zast¢pujac sekwencje DNA
typu dzikiego w tej pozycji genomu. Gen oparty na technologii CRISPR
napedza wybidrezos$¢ dziedziczenia okreslonych alleli. W przypadku
wprowadzenia zmienionego allelu w linii zarodkowej organizmu, przy
standardowym dziedziczeniu mendlowskim, zmieniony gen ma 50%
szans na przekazanie danemu potomstwu. Po odziedziczeniu w ten spo-
sob allel moze nie rozprzestrzeniac si¢ na wielu osobnikéw w populacji
(cze$¢ A ryciny 12).

71



www.czasopisma.pan.pl % t www.journals.pan.pl
Biotechnologia 2020. O co najczgscie pytamy? "~

Dziedziczenie mendlowskie A

&Rﬁkmmﬁm

Mo AR

Ryc. 12. Schemat przedstawiajacy dziedziczenie cechy w sposob natu-
ralny, zgodnie z prawami Mendla (A) oraz przy wykorzystaniu napedu
genowego, w ktorym dzieki technologii CRISPR-Cas9 zmieniona cecha
wprowadzana jest do kazdego organizmu potomnego (B). Na czerwono
zaznaczono owada ze zmieniong cecha, na niebiesko osobniki w formie
,»dzikiej”, niezmienionej

Jesli zmieniony allel jest polaczony z napedem genowym (razem
zwanym ,allelem napedowym”), zostanie skopiowany do homologicz-
nego chromosomu typu dzikiego w komorce. CRISPR gRNA najpierw
prowadzi Cas9 do miejsca docelowego na chromosomie typu dzikiego
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1 przerywa dwuniciowy DNA. Komoérka nast¢pnie naprawia przerwe
przez naprawe homologiczng (HDR), wykorzystujagc chromosom zawie-
rajacy naped jako matryce. W wyniku tego gRNA i Cas9 kierujg allelem,
a zmieniony gen jest kopiowany do homologicznego chromosomu. Gdy
komorki linii zarodkowej przechodzg mejoze, allele napedowe sa prze-
kazywane do wszystkich gamet. Tak wigc praktycznie cale potomstwo
dziedziczy allel napedowy, ktory rozprzestrzenia sic w populacji (czes¢ B
ryciny 12).

W celu przygotowania systemu napedu genowego do uwolnienia do
dzikiej populacji, przygotowuje si¢ w laboratorium jeden lub wiece]
transgenicznych organizmow. Sekwencje DNA typu dzikiego na jednym
chromosomie zastepuje allel napedowy, zawierajacy sktadniki CRISPR
(geny kierujgce RNA 1 Cas9) i zmieniony allel. Organizm transgeniczny
jest nastepnie uwalniany do Srodowiska, aby mogt rozmnazac si¢ z osob-
nikami typu dzikiego. Mozna zaprojektowa¢ dwa typy napedow: naped
modyfikujacy (ang. modification drive) lub naped hamujacy (ang. suppres-
sive drive). W napedzie modyfikujgcym zmieniony allel rozprzestrzenia
si¢ przez przypadkowe wiaczenie si¢ w chromosomy typu dzikiego na
zasadzie jautostopu” (ang. fitchhiking). Kopiowanie allelu napedowe-
go moze wystgpi¢ u potomstwa na wczesnym etapie zygoty. Jesli tak
si¢ stanie, wszystkie komorki potomstwa bedg homozygotyczne pod
wzgledem zmienionego genu. Alternatywnie, naped moze by¢ aktywny
tylko w linii zarodkowej potomstwa. W tym przypadku wszystkie ga-
mety bedg zawieraly allel napedowy, ale komorki tworzace inne tkanki
pozostang heterozygotyczne. W napedach hamujacych rozprzestrzenia
si¢ genetyczna zmiana, ktora powoduje zmniejszenie liczebnoSci po-
pulacji. Aby to osiagnac, rozprzestrzenia si¢ zmieniony allel, ktory jest
szkodliwy dla organizmu (np. powoduje $mier¢ lub bezptodnosc), gdy
obecne sg dwie kopie (uktad homozygotyczny recesywny).

Dzieki kopiowaniu napedu w linii zarodkowej cale potomstwo jest
heterozygotyczne, a zatem modyfikacja genetyczna ma na nie minimal-
ny wplyw. Dzigki temu zmiany genetyczne moga szybko rozprzestrze-
nia¢ si¢ w populacji. Jednak gdy zmiana stanie si¢ bardziej powszechna,
powstanie homozygotyczne potomstwo 1 populacja ulegnie zaburzeniu.
Zmieniony allel prowadzi do wyniku pozadanego przez naukowcow,
ktorzy zaprojektowali naped, ale niekoniecznie jest korzystny dla or-
ganizmu.

Najczesciej napedy genowe stosuje si¢ do eliminacji chordb przeno-
szonych przez wektory (choroby zakazne rozprzestrzeniane przez owa-
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dy lub inne stawonogi). Istnieje duze zainteresowanie opracowaniem
napedu, ktory mogiby wyeliminowaé¢ malari¢, chorobe wywolywang
przez pasozyta Plasmodium 1 przenoszong przez komary Anopheles. Opra-
cowano 1 przetestowano kilka napedéw genowych opartych na techno-
logii CRISPR w zamkni¢tych populacjach komarow. Grupa naukowcow
opracowala gen modyfikujacy, ktory rozprzestrzenia gen opornosci na
malari¢. Inna grupa opracowala gen supresyjny, ktory powoduje bez-
plodnos¢ u samic homozygotycznych recesywnych w przypadku zmian
genetycznych. Bill Gates dodal swoj glos, by poprze¢ wykorzystanie
gendw w walce z malarig w ostatnim przemoéwieniu na konferencji ,Ma-
laria Summit London” w 2018 r.: ,Jestem bardzo podekscytowany po-
tencjalem napedow genowych, metodg samopodtrzymujacej si¢ zmiany
genetycznej, ktora moze uczyni¢ komary niepfodnymi lub uniemozliwi¢
im przenoszenie pasozyta malarii”.

Podobnie jak w celu wyeliminowania niepozadanych chor6b, CRISPR
moze by¢ wykorzystany do uzyskania napedu genéw w celu kontroli lub
pozbycia si¢ gatunkow inwazyjnych. Gatunki wprowadzane na obszary,
na ktorych nie wyst¢puja naturalnie, mogg wyrzadzi¢ znaczne szkody
ekologiczne 1 ekonomiczne. Mogg konkurowa¢ z rodzimymi gatunkami
lub niszczy¢ je, czasami doprowadzajac do ich wyginiecia. Geny supre-
syjne lub modyfikujace mozna wykorzysta¢ do wyeliminowania gatun-
kow na obszarach, na ktorych nie sg one rodzime.

W jednym z badan zastosowano modele komputerowe do oceny
napedow genowych opartych na CRISPR, ktore potencjalnie moglyby
wyeliminowac inwazyjne kregowce (myszy, szczury 1 kroliki) z wysp,
powodujgc $mier¢ lub bezplodno$¢ u homozygotycznych samic, lub
zmieniajac samice w sterylne samce. Napedy genowe mozna rowniez
wykorzysta¢ do zmniejszenia liczebnosci populacji szkodnikéw rolnych.
Obecnie gospodarstwa cz¢sto uzywaja pestycydow, aby powstrzymaé
szkodniki niszczace rosliny. Jednak populacje szkodnikéw czesto ewo-
luujg z czasem 1 oporno$¢ na pestycydy sie zmniejsza. Naped oparty na
CRISPR moze by¢ wykorzystany do rozprzestrzeniania zmian genetycz-
nych, ktore ponownie uczulajg szkodniki na toksyny lub sprawiaja, ze
sq wrazliwe na inne nieszkodliwe dla cztowieka zwigzki.

Chociaz napedy genowe sg najczeSciej uzywane do kontrolowania lub
zmniejszania populacji organizmdéw docelowych, mogg by¢ rowniez wy-
korzystywane do ratowania gatunkow zagrozonych wygini¢ciem. Przez
modyfikacje napedu gendéw gen ochronny moze si¢ rozprzestrzeniac.
Na przyktad populacja zab 1 innych ptazéw dramatycznie spada na ca-
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tym Swiecie w duzej mierze z powodu grzybow Chytrium powodujacych
czesto Smiertelng chorobe skory — chytridiomikoze. Gen zapobiegajacy
zakazeniom grzybiczym moze potencjalnie uratowac¢ wiele gatunkow
zab 1 innych gatunkéw ptazéow przed wyginigciem.

Znanych jest kilka czynnikow, ktore mogg wplywac na skuteczno$¢
napedow genowych opartych na technologii CRISPR. Allele napedowe,
ktore sg stabilne w czasie, rozprzestrzenig si¢ na wicksza liczbe osobni-
kow, a te, ktore akumulujg mutacje, mogg stac si¢ oporne na mechanizm
napedowy. Koszt sprawnosci allelu napedowego moze rowniez wplywac
na jego rozprzestrzenianie si¢. Na przykiad allel, ktory znacznie obniza
sprawnos¢ u osobnikow heterozygotycznych, nie rozprzestrzeni si¢ tak
skutecznie jak allele, ktore majg jedynie minimalny koszt sprawnosci.

Kopiowanie allelu napedowego do chromosomoéow typu dzikiego
nastapi tylko wtedy, gdy komorka zastosuje ukierunkowang naprawe
homologiczng (HDR), aby naprawi¢ peknigcie dwuniciowe. Komorka
moze zamiast tego naprawic¢ przerw¢ przez nichomologiczne taczenie
koncow (NHE]). Ten szlak wkleja razem konce bez uzycia szablonu
naprawy, a zatem nie kopiuje genu napedu do chromosomu typu dzi-
kiego. Czestotliwos¢ homologicznej naprawy gendw HDR w stosunku
do NHE] wplynie na wydajnos¢ napedu genowego.

Kilka cech organizmu docelowego moze roéwniez wplywac¢ na nape-
dy genowe, w tym na czas potrzebny do wytworzenia nowej generacji
1 czestotliwosci kojarzenia. Ponadto napedy genowe sg skuteczne tylko
w populacjach organizmo6w rozmnazajacych si¢ piciowo 1 organizmy roz-
mnazajgce si¢ bezpliciowo, na przykiad bakterie 1 wirusy, nie moga by¢
skutecznie atakowane.

W ostatnich latach nastgpil znaczny post¢p w opracowywaniu napg-
dow genowych opartych na CRISPR. Kilka projektow koncentrowato
si¢ na rozwijaniu napedow genowych u komarow 1 innych wektorow
owaddow w celu zwalczania chorob. Latem 2018 r. zesp6l naukowcow
pod kierunkiem Kim Cooper z University of California w San Diego
po raz pierwszy z powodzeniem przetestowal naped genowy u ssakow.
Naukowcy opracowali naped genowy, ktory zaburzyt gen koloru siersci
w grupie myszy laboratoryjnych. Ich zdaniem odkrycia moga pewnego
dnia przyczynic si¢ do napedu genow zaprojektowanego w celu wyeli-
minowania inwazyjnych myszy i potencjalnie mogg by¢ rowniez wy-
korzystane do produkeji ztozonych fenotypow ssakow w laboratorium.

Napedy genowe wywieraja pozytywny wplyw, jesli sg stosowane
w sposob odpowiedzialny. Chociaz napedy genowe oparte na CRISPR

75



www.czasopisma.pan.pl &N www.journals.pan.pl
. . L Y
Biotechnologia 2020. O co najezgsciej pytamy? "

76

mogg potencjalnie rozwigzac wiele problemow, to wsrod znaczacej liczby
badaczy budza rowniez zaniepokojenie ich wykorzystaniem. Uwalnia-
nie dowolnego organizmu genetycznie zmodyfikowanego do srodowiska
musi odbywac si¢ w sposob odpowiedzialny i ostrozny, z uwzglednie-
niem potencjalnego wptywu na srodowisko. Na przyktad naped genowy,
ktory wyeliminowalby calg populacje komarow na danym obszarze, moze
zakloci¢ ekosystem w nieprzewidziany sposob. Niektorzy majg rowniez
obawy etyczne dotyczace tego, czy ludzie powinni w ogble zmieniaé
naturalne ekosystemy. Biorac pod uwage potencjalne ryzyko zwigzane
z nap¢dami genowymi, prowadzone sg liczne badania w celu opracowa-
nia zabezpieczen, ktore ograniczytyby czas trwania napedu genowego
lub catkowicie je odwrdcily. Na przyktad napedy genowe ,tancuchowe”
zaprojektowano tak, aby z czasem znikaly, aby nie kierowaty allelem
w nieskonczonos¢.

Podczas korzystania z napedow genowych do zmiany Srodowiska
wazng kwestig jest to, kto bierze udzial w podejmowaniu decyzji. Ke-
vin Esvelt z MI'T przyjal innowacyjne podejscie do swoich badan nad
wykorzystaniem edycji gendow do zmiany populacji. W projekcie zatytu-
towanym ,Myszy przeciw kleszczom” Esvelt i jego zespdt wspdtpracuja
ze spoteczno$ciami Martha’s Vineyard i Nantucket, aby wykorzystaé
CRISPR do wyeliminowania boreliozy (choroby kleszczowej). Projekt
»Myszy przeciw kleszczom” nie obejmuje napedu genowego, lecz natu-
ralng propagacje edytowanych alleli przez populacje. Naukowcy zapro-
ponowali uzycie CRISPR do wprowadzenia allelu niektorym myszom,
ktore uodpornig je na t¢ chorobe. Nastepnie zmodyfikowane genetycz-
nie myszy zostang uwolnione, aby mogly krzyzowac si¢ z dzikimi mysza-
mi. W ten sposob allel moze naturalnie rozmnazaé si¢ przez populacje
dzikich myszy na wyspach. Potencjalne uwolnienie zmodyfikowanych
genetycznie myszy musi zosta¢ zatwierdzone przez stanowe i federalne
organy regulacyjne, komitet sterujacy kierowany przez kazda wyspe,
niezalezng grupe naukowcow 1 ostatecznie przy urnie wyborcze;.

W przysziosci wazne bedzie, aby wszyscy badacze korzystali z na-
peddow genowych z podobnym poczuciem $wiadomoSci i ostroznosci.
Napedy genowe moga stac si¢ jednym z najbardziej wptywowych osia-
gnie¢ w historii ludzkoSci, ale tylko pod warunkiem starannego i odpo-
wiedzialnego wykorzystania.
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41. Czy zastosowanie broni biologicznej/biotechnologicznej to wyna-
lazek ostatnich lat?

Nie. Najwcze$niejsze udokumentowane incydenty znaleziono w tek-
stach hetyckich z lat 1500-1200 p.n.e., kiedy ofiary zarazy wprowadzano
na ziemie wrogdow. Epickie wiersze Homera o wojnie trojanskiej infor-
muja o zatrutych wtoczniach i strzatach. W IV wieku p.n.e. scytyjscy
tucznicy pokrywali groty strzat jadem weza, ludzkg krwig i zwierzecymi
odchodami. W starozytnej Grecji i czasach rzymskich zatruwano zbior-
niki wody, rzucano we wrogow dzbanami wypetnionymi jadowitymi
wezami czy skorpionami. W blizszych nam czasach podczas [ wojny
Swiatowej niemieccy agenci probowali zarazi¢ zwierz¢ta waglikiem
1 uwazano, ze s3 odpowiedzialni za wybuchy nosacizny u koni 1 mu-
tow. W czasie wojny wietnamskiej niszczono uprawy lub prowadzono
defoliacje roslin. Chociaz herbicydy sg substancjami chemicznymi, cze-
sto zalicza si¢ je do broni biologicznej jako bioregulatory w podobny
sposob jak biotoksyny (wojna w Wietnamie, czynnik pomaranczowy
1 Wojna Wegorza na Sri Lance). Czynnik pomarahczowy (ang. agent
orange) byt zanieczyszczony dioksyng (2,3,7,8-tetrachlorodibenzodiok-
syna, T'CDD) prowadzacg do niekorzystnych zmian u dzieci. Rowniez
w latach osiemdziesigtych XX wieku Ministerstwo Rolnictwa Zwiazku
Radzieckiego opracowato warianty pryszczycy 1 ksiegosuszu przeciwko
krowom, afrykanski pomor §win i ornitoze atakujacg kurczaki.

42. Czy epidemia COVID-19 zmienilta podejscie do konwencji o za-
kazie stosowania broni biologicznej?

Tak. W dniach od 6 pazdziernika do 4 listopada 2020 r. odbylo si¢
posiedzenie Pierwszego Komitetu ds. Rozbrojenia i Bezpieczenstwa
Miedzynarodowego Zgromadzenia Ogolnego ONZ (United Nations Ge-
neral Assembly First Committee on Disarmament and International Security).
Posiedzenie naznaczone bylto przez miedzynarodowg pandemi¢ zdrowia,
ale takze pandemi¢ prawa mi¢dzynarodowego, polegajaca na celowym
usuwaniu przepisow 1 norm dotyczacych broni 1 przemocy; oraz pan-
demii militaryzmu, polegajacej na masowych inwestycjach w bomby
i kule. Wiele panstw wskazywalo, ze nasze zbiorowe bezpieczenstwo
nie zalezy od tego, ile panstw posiada bron lub ile ma broni jadrowe;,
ale raczej od tego, jak przygotowaly spoleczno$¢ na przezwyci¢zenie
zagrozenia takie jak COVID-19 i przyszle wirusy. Podkreslono, ze jesli
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pandemia czego$ nas nauczyla, to tego, ze rozwoj, a nie uzbrojenie moze
zapewni¢ pokdj i bezpieczenstwo na Swiecie. Pandemia wysung¢ta na
pierwszy plan biedna logike ogromnych wydatkéw na cele wojskowe
ograniczajacych nasze zasoby (zmniejszone przez COVID-19), ktore
muszg zosta¢ wydane na globalne zdrowie publiczne 1 tagodzenie zmian
klimatycznych. Jednoczes$nie wskazano, ze globalna pandemia ujawnita,
jak wspotzalezne sg panstwa. Uznano rowniez za bezcelowe kierowanie
zasobow na wyScigi zbrojen, ktore nie zwickszajg bezpieczenstwa zad-
nego narodu, ale ogdlnie podwazajg bezpieczenstwo miedzynarodowe.

W zwigzku z wirusem SARS-CoV-2 podczas posiedzenia w siedzibie
Organizacji Narodow Zjednoczonych pig¢ grup panstw i 55 panstw in-
dywidualnie podkreslalo znaczenie Konwencji o zakazie broni biologicz-
nej 1 toksycznej (BWC) 1 wyrazito poparcie dla Traktatu. Powszechnie
podkreslano potrzebe uniwersalizacji 1 skutecznego wdrazania BWC.
Niszczycielskie skutki COVID-19 zostaly wymienione przez kilka
panstw jako wyrazny przykltad potencjalnych konsekwencji 1 zakiocen,
jakie moglibysmy zobaczy¢, gdyby kiedykolwiek zostata uzyta bron
biologiczna. Mi¢dzy innymi Australia, Kanada, Grecja, Finlandia, Fran-
cja, Indie, Irlandia, Nepal, Holandia i Stowarzyszenie Narodow Azji
Potudniowo-Wschodniej (Association of Southeast Asian Nations, ASEAN)
uznalo, ze pandemia podkreslita potrzebe wzmocnienia BWC. Zdaniem
Chin: ,COVID-19 oglosit alarm dotyczacy bezpieczenstwa biologiczne-
go 1 podkreslit znaczenie 1 pilno$¢ wzmocnienia globalnego zarzadzania
bezpieczenstwem biologicznym”.

W szezegolnosci dla Federacji Rosyjskiej 1 Ruchu Panstw Niezaanga-
zowanych (Non-Aligned Movement, NAM), lecz takze dla innych krajow,
takich jak Brazylia, Chiny, Hiszpania i Holandia wzmocnienie BWC
oznacza negocjowanie prawnie wigzacego mechanizmu weryfikacji.
Wiele panstw sygnalizowalo, ze jest to dla nich glowny priorytet na
zblizajacej si¢ konferencji przegladowej w 2021 r. Dla innych panstw
wzmocnienie BWC oznacza kolejne problemy. Dzialania wyrazone
w oSwiadczeniach z debaty ogolnej obejmowaly: wickszg wspotprace
mi¢dzynarodowa, pomoc i gotowos¢; wilasciwe 1 trwale wsparcie finan-
sowe traktatu; wickszy potencjal instytucjonalny 1 wspieranie synergii
mi¢dzy odpowiednimi organizacjami mi¢dzynarodowymi; powotanie
naukowego organu doradczego; usprawnienie wdrazania $rodkéw bu-
dowy zaufania zawartych w traktacie 1 przyjecie dodatkowych srodkow
przejrzystosci, takich jak wzajemna weryfikacja; traktowanie mobilnych
jednostek biomedycznych w celu pomocy w reagowaniu na celowe dzia-
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tania oraz opracowanie dobrowolnego kodeksu postepowania dla przy-
rodnikow.

Kazachstan powtorzyl swoja propozycje powolania specjalnego wie-
lostronnego organu — Miedzynarodowej Agencji Bezpieczenstwa Biolo-
gicznego (International Agency for Biological Safety) w celu wzmoc-
nienia BWC, ktora po raz pierwszy przedstawil prezydent Kazachstanu
podczas 75 Generalnej Debaty Zgromadzenia Ogolnego. Na posiedze-
niu podkreslano koniecznos¢ utrzymania Protokotu genewskiego z 1925
roku o zakazie uzywania na wojnie gazéw bojowych, trujgcych lub po-
dobnych oraz wszelkich cieczy, materialow lub analogicznych srodkow,
a takze srodkow bakteriologicznych.

43. Jakie dotychczasowe osiggniecia biotechnologii uzasadniajg po-
zytywng opini¢ o tej dziedzinie?

7. pewnoscig najwickszg uwage zwraca produkcja wielu lekow, zwtaszcza
hormonow, na przyktad insuliny, hormonu wzrostu, lekow przeciwno-
wotworowych czy szczepionek oraz nowoczesne metody diagnostyczne,
ktorych nie mozna by uzyska¢ bez stosowania inzynierii genetycznej.
Nalezy wymieni¢ tu leki uzyskiwane w zwierzetach transgenicznych.
Biotechnologia 1 jej osiggni¢cia sg szeroko stosowane w przemysle,
w przetworstwie zywnosci, hodowli zwierzat czy uprawie roslin. Wpraw-
dzie w Polsce i licznych krajach europejskich nie mozna uprawiac roslin
transgenicznych, to jednak wiele roslin i produktéw z nich uzyskiwa-
nych jest dopuszczonych do obrotu 1 stosowania jako zywnoS$¢ 1 pasze.
Nalezy zwroci¢ rowniez uwage na szeroko pojetg ochrone Srodowiska.
Dzigki stosowaniu mniejszej ilosci odczynnikow chemicznych mamy
czystsze Srodowisko, tansze 1 zdrowsze produkty oraz obnizone kosz-
ty ponoszone przez rolnika. Oczyszczanie srodowiska (bioremediacja)
1 odzyskiwanie metali z zastosowaniem modyfikowanych bakterii — to
sq fakty 1 dokonania juz dajace realne korzysci, bez zagrozen dla ludzi
1 srodowiska. Coraz cze¢sciej wskazuje si¢ rowniez na metody zwigzane
z medycyng regeneracyjng opartg na technikach biotechnologicznych
czy stosowaniu terapii genowej w sposob coraz bardziej Swiadomy.

44. Czy dzieki nowoczesnej biotechnologii poprawiamy przyrode?

Pytanie to zadaje sobie wickszos¢ z nas. Czlowiek w catej swojej dzia-
talnoSci stara si¢ poprawic przyrode, aby uzyskac lepsze efekty, anizeli
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oferuje natura. Nie zawsze si¢ to udaje, do rozwigzania sg zarowno
powazne, jak 1 mniej powazne problemy, ale gdybySmy z tego zrezy-
gnowali, to nadal bylibySmy na nizszym poziomie rozwoju (Australo-
Dpithecinae). Szczegolne mozliwoSci stwarza nam inzynieria genetyczna,
jednak btedem bedzie stwierdzenie, ze ludzie, a szczegolnie uczeni,
probuja poprawia¢ dzieta Pana Boga 1 ,stwarzaja” co§ nowego.

Inzynierowie genetyczni, czy mowigc poprawniej: mikrobiolodzy, ge-
netycy i biolodzy molekularni robig doktadnie to samo co hodowcy roslin
1 zwierzat od wielu pokolen. Mianowicie starajg si¢ pozyska¢ pozadane
przez cztowieka cechy roslin i zwierzat czy tez mikroorganizmow jak
najszybciej. Roznica lezy jednak w stosowanych ,narzedziach”. Dawnie]
hodowca na podstawie swej wiedzy 1 wieloletniej praktyki krzyzowat
zwierzeta lub rosliny o wybranych cechach, aby otrzyma¢ pokolenie
potomne, ktore te wybrane wlasciwoSci mialo mocniej zaznaczone
1 bylo zdolne do ich przekazania nastgpnym pokoleniom. W kolejnych
uzyskiwano dalsze wzmocnienie 1 stabilizacj¢ tych wybranych wiasci-
wosci. Proces trwal zawsze wiele generacji. Od tysiacleci wykonywano
wiele krzyzowek, z ktorych ogromna wigkszo$¢ konczyla si¢ ... nie-
powodzeniem. W ten wlasnie sposob otrzymano szlachetne odmiany
drzew owocowych, miniaturowe sznaucery, jak rowniez dokonano krzy-
zowek miedzygatunkowych: wyhodowano muty, ostomuly, zubronie,
pszenzyto. Wszyscy znamy te ,produkty modyfikacji genetycznych”,
korzystamy z nich i ... nikt nie zglasza protestow. Wspolng cechg tych
wszystkich procesow i1 produktow byta stosowana metoda — hodowcy
wykorzystywali ,,techniki mendlowskie”. Cechg charakterystyczng jest
ich niepowtarzalnos¢. Hodowca zasadniczo nie jest naukowcem — rze-
mieslnikiem; jest raczej artystg, ktory kieruje si¢ w rownym stopniu swg
wiedzg co 1 intuicja, wyczuciem wlasciwosci 1 cech charakterystycznych,
ktore beda przekazane na nastepne pokolenia.

Wspolczesnie dostepne staly si¢ dla nas ,metody niemendlowskie”,
czyli techniki oparte na znajomoSci biologii molekularnej, a w szcze-
golnosci struktury genu. Polegaja one na tym, ze wiaSciwosci i cechy
organizmow sg identyfikowane nie na poziomie cech morfologicznych,
lecz molekularnym. Oznacza to, ze wspolczesni hodowcey potrafig po-
taczy¢ takie cechy jak na przyktad szybko$¢ wzrostu czy tez opornosé
na insekty z konkretnym genem, biatkiem, hormonem i innymi czg-
steczkami chemicznymi. Biatko czy tez hormon sa ,,produktami” genu,
ktory stanowi fragment genomu, czyli kompleksowej informacji gene-
tycznej charakteryzujacej na poziomie molekularnym kazdy zywy orga-
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nizm. Okreslony gen odpowiedzialny za zdefiniowang funkcje (badz tez
uczestniczagcy w ztozonym procesie multienzymatycznym), na przyktad
synteze okreslonego enzymu, moze by¢ nie tylko zidentyfikowany, lecz
takze wydzielony, a nastepnie przeniesiony do innego uktadu, czyli in-
nej rosliny lub zwierzecia, w ktorym bedzie petnit te samg funkcje.
Mozliwe jest zatem kontrolowanie hodowli na poziomie molekular-
nym, a nie wylacznie przez cechy morfologiczne, jak byto to realizo-
wane w minionych tysiacleciach. Oczywiscie, takze w tym przypadku
ma miejsce wiele ograniczen 1 uwarunkowan. Postep wiedzy i techniki
w tej dziedzinie stwarza wspaniale mozliwosci 1 dostownie otwiera nowe
horyzonty przed hodowla. W produkeji rolniczej ma to szczegdlne zna-
czenie. Przeciez koncowym celem wszelkiej hodowli jest pozyskanie
zywnosci. Procedury, ktore trwaly wiele generacji, mogg by¢ obecnie
realizowane w ciggu kilku lat. Krzyzowanie odleglych gatunkow, bedace
marzeniem i celem prac hodowcow, stalo si¢ realne nie tylko w wybra-
nych 1 szczesliwych przypadkach (pszenzyto, zubrof, mut), ale moze
by¢ realizowane w sposob celowy 1 planowy.

Nalezy rowniez zwr6ci¢ uwage na silny rozwoj technik edycji ge-
nomow, ktore umozliwiajg wprowadzanie zmian w sposob $cisle kon-
trolowany, w ktorych kierunku zwraca si¢ coraz wigcej prac. Powstajg
pierwsze komercyjnie dostepne rosliny uzyskane tymi metodami, mowi
sic wrecz o roSlinach drugiej generacji. Nowe technologie wykorzystuje
si¢ tez do szybkiego przygotowywania lekow i szczepionek przy uzy-
ciu modyfikowanych zwierzat. Juz w 2016 r. na zjezdzie ,International
Society for Transgenic Technologies™ w Pradze ponad 95% doniesien
dotyczacych transgenicznych myszy ograniczalo si¢ do zastosowania
technologii CRISPR/Cas9 i jej modyfikacji. Tego typu metody maja
przystuzy¢ si¢ do uzyskiwania 1 analizy transgenicznych modeli zwierze-
cych do badan biomedycznych i zastosowan biotechnologicznych. Nie
nalezy zapomina¢ o wkraczaniu edycji genomu do leczenia czlowieka
1 przyspieszaniu prac zwigzanych z terapiami genowymi.

5 International Society for Transgenic Technologies (ISTT, Inc.) https://www.
transtechsociety.org/index.php



