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Sazetak

Kljucne rijeci

Bioremedijacija se koristi potencijalom mikroorganizama pri uklanjanju onecis¢enja iz okolisa. Metabolicki putovi kojima se
oneciscujuca tvar razgraduje u manje toksicne tvari vrlo su kompleksni. Naprednim tehnikama molekularne biologije mehaniz-
mi bioremedijacije izu¢avaju se na razini gena. Gen zasluzan za proizvodnju proteina koji razgraduje onecisé¢ujucu tvar moze
se izolirati i unijeti u drugi organizam, ¢ime nastaje organizam s poboljsanim bioremedijacijskim svojstvima. Brojna se svjetska
istrazivanja temelje na genetickom inzenjerstvu na mikroorganizmima, no najvecu prepreku upotrebe takvih organizama u
bioremedijaciji ¢ine zakonski okviri te nedovoljno poznavanje posljedica njihova oslobadanja u okolis.

Bioremedijacija, uklanjanje oneciscenja, mikroorganizmi, proteini, geneticko inZenjerstvo

1. Uvod

Oneciscenje okolisa jedno je od najvecih prijetnji za ¢o-
vjeCanstvo. Za uklanjanje oneciséujucih tvari iz okolisa
moguce je primjenjivati bioloske procese. Mikrobnom
razgradnjom organske tvari nastaju produkti koji biljkama
sluze kao hranjive tvari, $to dokazuje vaznu ulogu mikroor-
ganizama u recikliranju hranjivih tvari u ekosustavu.” Uz to
Sto priroda ima mo¢ uklanjanja tvari nastalih prirodnim pu-
tem, neki od tih procesa jednako su uspjesni i kada se radi
o oneciscujucim tvarima antropogenog porijekla.? Poznate
su mnoge vrste biljaka, mikroorganizama i nizih eukariota
koje upotrebljavaju onecis¢ujuce tvari iz okolisa kao hra-
njive tvari.> Ako se pravilno upotrebljavaju, prirodni izvori
imaju dovoljan potencijal za uklanjanje vecéine elemenata
koji uzrokuju onecis¢enje okolisa. Razgradnja, uklanjanje
ili deaktivacija onecis¢ujucih tvari bioloskim putem pozna-
ta je kao bioremedijacija.*

2. Bioremedijacija

Bioremedijacija je tehnologija u kojoj se primjenjuje po-
tencijal metabolizma mikroorganizama kako bi se uklonile
oneciscujuce tvari iz okolisa.>¢ U procesu bioremedija-
cije onecis¢ujuce tvari pretvaraju se u manje toksic¢ne ili
netoksicne tvari uz manji utrosak kemikalija i energije u
odnosu na druge postupke uklanjanja oneciséujucih tvari
iz okolisa.” Ako se nalaze u uvjetima pogodnim za raz-
mnozavanje, mikroorganizmi jednostavno dolaze u doticaj
s ve¢inom molekula onecis¢ujuce tvari zbog svoje velicine
i brojnosti. Razliciti ksenobiotici, kao sto su policiklicki aro-
matski ugljikovodici i klorirani te aromatski dusi¢ni spojevi,
vrlo su toksi¢ni za zive organizme te imaju mutageno i kar-
cinogeno djelovanje. Unato¢ tomu, mnogi mikroorganizmi
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imaju sposobnost vracanja takvih tvari u prirodan bioge-
okemijski ciklus.’®'" Potencijal mikroorganizama u ukla-

njanju onecis¢ujucih tvari proizlazi iz njihove raznolikosti,
brojnosti i prilagodljivosti.™

Primjena bioremedijacije pogodna je na onecis¢enim
mjestima Cija obnova nije hitna te tamo gdje se ne mogu
primijeniti drugi postupci uklanjanja onecis¢enja." Tehno-
logija bioremedijacije zasniva se na poboljsanju procesa
biorazgradnje, biotransformacije ili biosorpcije onecis¢uju-
¢ih tvari odrzavanjem odredenih kultura bakterija, gljiva,
mikroalgi ili mjeSovite mikrobne zajednice koje upotreblja-
vaju te tvari kao izvor ugljika ili energije i pretvaraju ih u
netoksi¢ne ili manje toksi¢ne spojeve.

Biostimulacija podrazumijeva bioremedijaciju postignutu
stimuliranjem rasta i metabolizma autohtonih mikrobnih
zajednica dodavanjem tvari koje potpomazu rast poveca-
njem dostupnosti kisika, kontroliranjem fizikalnih parame-
tara ili kombiniranjem navedenih postupaka.’

U slucaju kada autohtoni mikroorganizmi ne mogu ukloniti
odredenu tvar iz okolisa ili kada je populacija mikroorga-
nizama koji mogu razgraditi onecis¢ujucu tvar nedovol;-
no velika, upotrebljavaju se neautohtoni mikroorganizmi.
Proces bioremedijacije koji se ostvaruje dodavanjem jedne
ili vise neautohtnone mikrobne vrste naziva se bioaugmen-
tacija.'®'” Pritom se mogu upotrebljavati mikroorganizmi
koji su prisutni u okolisu ili mikroorganizmi koji nisu pro-
nadeni u okoliSu a poznata su im biotransformacijska svoj-
stva.>'®19 Osim navedenog, mogu se upotrebljavati mikro-
organizmi dobiveni genetickim inzenjerstvom.

Bioremedijacija se moze provoditi in situ umjetno pove-
¢avajuci mikrobnu aktivnost na onecis¢enom podrucju ili
ex situ, pri Cemu se onecis¢eni materijal prenosi i obraduje
u bioreaktoru. Prednost bioremedijacije in situ u usporedbi
s ex situ je u tome sto je potrebno manje opreme te se radi
o ekonomski isplativijem procesu. Ukoliko se primjenjuje
bioremedijacija ex situ, najveca prednost je bolja kontrola


https://doi.org/10.15255/KUI.2018.031
https://doi.org/10.15255/KUI.2018.003

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
mailto:mcesnik%40fkit.hr?subject=

24

procesa optimiranjem uvjeta. lako primjena bioremedija-
cije izvan onecis¢enog podrucja nije prakticna za oneci-
S¢enja velikog razmjera, prednost takvog pristupa je nagla-
Sena ukoliko se Zele oporabiti vrijedne tvari iz onecisé¢enog
medija.2,20,21,22

Tablica 1 — Mikroorganizmi s bioremedijacijskim potencijalom
uklanjanja onecis¢ujucih tvari**

— Microorganisms having biodegradation potential for
contamination removal*

Table 1

Mikroorganizam
Microorganism

Oneciscujuca tvar
Contamination

benzen
Pseudomonas sp. benzene
) fenol
Bacillus sp. phenol

aromatski spojevi

Flavobacterium sp. ;
P aromatic compounds

policiklicki aromatski ugljikovodici

Cunninghamella elegans polycyclic aromatic hydrocarbons

sirova guma
raw polimer

insekticid DDT
insecticide DDT

Actinomycetes

Saccharomyces cerevisiae

naftalen
Rhodococcus sp. haphthalene
Bacillus sp. bakar, Cln'k
copper, zinc
Pseudomonas aeruginosa n!kal
nickel
i ; kadmij
Aspergillus niger i
Rhizopus arrhizus Zlva
mercury

Kako bi se uspjesno uklonilo onecis¢enje bioremedijaci-
jom, potrebno je dobro razumijevanje fizikalno-kemijskih
svojstava onecis¢enog podrucja i mikrobnih zajednica (ta-
blica 1) koje su uklju¢ene u proces.'®*-2> Upotreba mikro-

organizama u procesu bioremedijacije ima velik potencijal

TRANSKRIPCIJA

DNK (sinteza RNK)
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uspjesnog uklanjanja onecisc¢enja iz okolisa, ali nedostatak
informacija o ¢imbenicima koji utjecu na rast i metaboli-
zam razlicitih mikrobioloskih vrsta ogranicava njihovu upo-
rabu. Jedan od razloga zasto nase znanje o mikrobioloskim
putovima razgradnje nije sveobuhvatno je visoka slozenost
mikrobioloske fiziologije koja daje odgovor i omogucava
prilagodbu mikroorganizma na razli¢ite vanjske i unutarnje
podrazaje.” Zbog toga se u novije vrijeme provode istrazi-
vanja na razini gena, kako bi se sto bolje razumio metaboli-
zam mikroorganizama prilikom procesa bioremedijacije te
u svrhu pronalaska novih postupaka kojima bi se uspjesno
uklanjale oneciséujuce tvari iz okolisa.

Jednostavan jednostupnjeviti proces Cesto nije dovoljan
kako bi se uklonile onecis¢ujuce tvari iz okolisa. Najcesce
su potrebne uzastopne bioloske transformacije kako bi se
uklonila odredena tvar.?® Takvi se uzastopni procesi mogu
ostvariti djelovanjem ve¢ spomenutih mikrobnih zajedni-
ca. Sintetska biologija nova je znanstvena disciplina koja
moze stvarati nove bioloske organizme ili stanice. U pod-
rucje sintetske biologije ubrajamo geneticko modificiranje
mikroorganizama i razvoj umjetnih, odnosno “sintetskih”
mikrobnih zajednica.’®* Ubrzani razvoj sintetske biologi-
je omogucava stvaranje i optimiranje sintetskih mikrobnih
zajednica s posebnim svojstvima.?%’

Dakle, usporedno s razvojem metoda kojima se procesi bi-
oremedijacije izuCavaju na razini gena razvijaju se umjet-
ne mikrobne zajednice i geneticki modificirani organizmi s
velikim bioremedijacijskim potencijalom.

3. Proteomika kao alat za razumijevanje
procesa bioremedijacije

Proteini mogu imati brojne bioloske funkcije i mnoga dje-
lovanja kao $to su bioloski katalizator (enzimi), antitijelo,
transport materijala u tijelu te regulacija funkcija stanice.
Proces sinteze proteina obuhvacda translaciju, odnosno
prevodenje genske informacije od slijeda nukleotida u sli-
jed aminokiselina u primarnoj strukturi proteina. Pritom se
slijed nukleotida molekule DNK prepisuje u komplemen-
tarni niz ribonukleotida, $to tvori mRNK molekulu, odno-
sno glasnicki (engl. messenger) RNK (slika 1). Svaki mRNK
sadrzi niz koji nosi informaciju o redoslijedu aminokiselina
u proteinu koji se proizvodi u postupku prevodenja. Ta

TRANSLACIJA
mRNKl (sinteza proteina)

Slika 1 — Prikaz sinteze proteina u stanici
Fig. T — Representation of protein synthesis in cell



M. CESNIK et al.: Povecanje uinkovitosti bioremedijacije na razini gena, Kem. Ind. 68 (1-2) (2019) 23-30

genska informacija zapravo je niz kodona u mRNK, a pro-
ces dekodiranja provodi se pomocu tRNK molekule, odno-
sno transportna ili prijenosna RNK molekule. Prevodenje
se odvija na ribosomima koji se sastoje od rRNK (ribosom-
ske RNK) i proteina. Sinteza proteina ukljucuje istodobno
djelovanje mnogih ribosoma na jednoj mRNK molekul;,
pri ¢emu svaki ribosom sintetizira jednu kopiju molekule
proteina zapisanu u mRNK, $to znaci da se mnostvo pro-
teina proizvodi istodobno.?:29303132 |zraz ekspresija gena
opisuje proces kojim se informacija iz gena prepisuje i pre-
vodi u funkcionalni genski produkt (uobicajeno je to pro-
tein). Ekspresija proteina odnosi se na spomenutu gensku
ekspresiju ili na proizvodnju proteina u veéem mijerilu u
biotehnologiji (prekomjerna ekspresija proteina).

Moderne tehnike koje se primjenjuju kao alati za prou-
¢avanje molekularnih mehanizama ukljucenih u metaboli-
zam mikroorganizama obuhvacaju:

e genomiku (engl. genomics) — analiza DNK,

e transkriptomiku (engl. transcriptomics) — izuCavanje
prevodenja RNK,

e proteomiku (engl. proteomics) — izucavanje proteina,

e interaktomiku (engl. interactomics) — izuCavanje
proteinskih nakupina, odnosno interakcije izmedu
proteina.

Mikroorganizmi proizvode razlicite enzime kojima razgra-
duju jednostavne i slozene tvari. Stani¢na ekspresija gena
u organizmu ovisi o okolisnim uvjetima. Do promjena u
fizioloskom odgovoru dolazi zbog prilagodljivosti organiz-
ma razlic¢itim vanjskim podrazajima, kao sto je prisutnost
toksicnih tvari u okolisu. Prilikom takvog procesa pomocu
proteomike proucavaju se promjene u sastavu ili poveca-
nje broja proteina te se identificiraju klju¢ni proteini uklju-
¢eni u odgovor mikroorganizma na novo stanje.*3*

Istrazivanjem ekspresije Sirokog raspona proteina i prouca-
vanjem genoma dobiva se dublji uvid u proces bioreme-
dijacije, jer je regulacija genske ekspresije jedan od kljuc-
nih procesa prilagodbe promjeni okolisnih uvjeta, a time i
prezivljavanja. Objedinjavanjem pristupa transkriptomike i
proteomike otkrivaju se novi putovi aerobne i anaerobne
razgradnje toksicnog otpada. Taj je pristup u bioremedi-
jaciji posebno naglasen prilikom izucavanja biorazgradnje
policiklickih aromatskih ugljikovodika.™

Genomika i proteomika izvrsni su alati za otkrivanje gena
i metabolickih putova koji sudjeluju u bioremedijaciji. Po-
mocu tih alata dobiva se uvid u dinamicki aspekt ekspresije
gena i funkcije proteina na razini prepisivanja, prevodenja
i medudjelovanja protein — DNK i protein — protein. Na
taj nacin dobiva se cjelovita slika o tome kako bioloske
funkcije proizlaze iz informacija zapisanih u genomu or-
ganizma. Najvece prednosti primjene genomike proizlaze
iz Cinjenice da ona prosiruje doseg istrazivanja ekspresi-
je pojedinacnih gena na istrazivanje ekspresije svih gena
bioloskog sustava. Kvantificiranje ukupne ekspresije gena
u stanici mikroorganizma je korisno pri razumijevanju re-
gulacije gena prilikom odgovora na toksi¢nu tvar. Time se
dobiva informacija o mehanizmu prilikom obrane, prila-
godbi na onecis¢eno okruzenje i mehanizmu razgradnje
oneciscujuce tvari.?3¢
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4. Potraga za bioloskim izvorima koji se
mogu upotrijebiti u bioremedijaciji

Za potencijalnu primjenu u bioremedijaciji primjenjuju se
nemolekularni i molekularni pristupi te se u novije doba
razvijaju novi mikroorganizmi pomocu genetickog inze-
njerstva.?%3’

Istrazivanje bioloskih izvora koje nije na molekularnoj ra-
zini zasniva se na potrazi novih mikroorganizama koji bi se
mogli upotrebljavati u bioremedijaciji. Tako se u potrazi za
organizmima koji imaju sposobnost uklanjanja odredene
oneciscujuce tvari istrazuju njome ve¢ oneciscena podruc-
ja.%839 S druge strane, molekularno istrazivanje bioloskih
izvora obuhvaca tehnike kao Sto su ve¢ spomenuta geno-
mika (analiza genskih sekvencija), metagenomika (analiza
ukupnog genskog materijala iz okoliga) i proteomika (ana-
liza proteina), koje sluze pri istrazivanju prirodnih izvora,
te transkriptomika (analiza prevodenja RNK) i 165 rRNK
gensko sekvencioniranje.***" Navedene se tehnike primje-
njuju u svrhu stjecanja naprednih znanja o prirodnim izvo-
rima s potencijalnom primjenom u bioremedijaciji.

Tehnike molekularnog istrazivanja prate razvoj molekular-
ne biologije, bioinformatike i tehnike probira visokog pro-
toka (engl. high-throughput screening techniques),** a sluze
kako bi se razumio sastav cijele mikrobne zajednice iz oko-
lisa, ukljucujuci i mikroorganizme koji se ne mogu uzgojiti
u laboratoriju. Kako je ranije spomenuto, genomika i pro-
teomika pomazu nam kako bismo saznali koji su geni ili
metabolicki putovi mikroorganizma ukljuc¢eni u odredenoj
aktivnosti kao sto je bioremedijacija.

Sekvencioniranje 16S ribosomske RNK (rRNK) uobicajena
je metoda koja se primjenjuje pri identifikaciji i uspored-
bi bakterija prisutnih u uzorku. Pomocu genske sekvenci-
je dobivene primjenom te metode moze se identificirati
nova vrsta mikroorganizma koja aktivno sudijeluje u bio-
remedijaciji okolisa, a koju bi bilo nemoguce identifici-
rati pomoc¢u nemolekularnih tehnika.**** Gen 16S rRNK
upotrebljava se za filogenetska istrazivanja jer je upravo taj
gen evolucijski dobro ocuvan te se razlikuje izmedu raznih
vrsta bakterija i arheja.***¢ Ta je metoda znacajno unapri-
jedila istrazivanje mikrobne bioremedijacije jer se pomocu
nje mogu pratiti promjene mikrobnog sastava pra¢enjem
prisutnih vrsta tijekom razlicitih stadija procesa bioreme-
dijacije. Osim toga, saznanja dobivena pomocu te metode
sluze prilikom dizajniranja umjetnih mikrobnih zajednica
za bioremedijaciju odredenih onecis¢ujucih tvari.

Primjer primjene analize 16S rRNK je proucavanje triju
vrsta bakterija izoliranih iz vode i tla: Mycobacterium chlo-
rophenolicum, Mycobacterium chubuense i Mycobacteri-
um obuense koje su povezane s razgradnjom aromatskih
spojeva.” Na temelju analize klasificirane su kao brzora-
stuce bakterije koje se nalaze u istoj grani filogenetskog sta-
bla. Sojevi povezani s tim vrstama imaju svojstvo razgrad-
nje razlicitih tipova kloriranih oneciscivala i aromatskih
ugljikovodika, zbog Cega su zanimljive za uporabu u biore-
medijaciji onecis¢enog tla. Izvrsena komparativna analiza
genoma tih bakterija sluzi za bolje razumijevanje njegovih
karakteristika (velicina genoma, uobicajeni i posebni geni,
dolazi li do izmjene gena) i medusobnih evolucijskih veza.
lako ih sve spomenute proucavane vrste posjeduju, poka-
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zalo se da Mycobacterium chlorophenolicum sadrzi najvise
gena koji su zaduZzeni za proizvodnju proteina povezanih s
razgradnjom aromatskih spojeva.

Uz prethodno opisane genomiku i proteomiku, metageno-
mika je korisna tehnika za proucavanje ukupne mikrobne
zajednice onecis¢enog podrudja ili podruc¢ja zahva¢enog
tehnologijom bioremedijacije. To je tehnika za proucava-
nje metagenoma, ukupnog genskog materijala izoliranog
izravno iz uzorka iz okolisa, bez prethodnog uzgoja mi-
kroorganizama.**# Tom se tehnikom dolazi izravno do
genoma ukupne mikrobne zajednice, za razliku od tradici-
onalne genomike zasnovane na uzgoju, pri ¢emu se mogu
analizirati samo mikroorganizmi koji se mogu uzgojiti u
laboratorijskim uvjetima, pri ¢emu se propusta vazna frak-
cija nekulturabilne mikrobne populacije. Metagenomika je
vrlo vazna za bioremedijaciju jer je velika vec¢ina mikrobne
populacije onecis¢enog podrucja prilagodena ekstremnim
okolis$ima i ne moze se uzgojiti ni u kojim laboratorijskim
uvjetima. Bolje razumijevanje o tome kako se mikrobne
zajednice nose s toksicnim onecis¢ujucim tvarima u me-
dusobnoj suradnji pomaze u poboljsanju strategija bioau-
gmentacije i biostimulacije. Uobicajeni protokol dobivanja
podataka primjenom metagenomike ima nekoliko stupnje-
va:

1. ekstrakcija DNK iz okolisa i
cijepanje fragmenata DNK odgovarajuce duljine,

2. vezanje odnosno ubacivanje fragmenata
u vektore za kloniranje,

3. transformacija u odgovarajucu stanicu domacina,
4. sekvencioniranje genoma nastalih klonova.

Kao rezultat navedenih postupaka dobiva se metageno-
micka knjiznica koja sadrzi velik broj fragmenata DNK.2*°
Pomocu njih je moguce izvrsiti pretragu specificne sekven-
cije, odnosno redoslijeda gena koji su odgovorni za odre-
denu funkciju, a mogu se upotrebljavati i u svrhu istrazi-
vanja funkcionalne i genske raznolikosti mikroorganizama.

5. Geneticko inzenjerstvo
u funkciji bioremedijacije

Napretkom znanosti svakim se danom sintetiziraju nove
kemikalije i slozeni polimeri koji se ne mogu razgraditi
pomocu prirodno prisutnih mikroorganizama. Geneticko
inzenjerstvo je biotehnoloski proces kojim se modificira
genom Zzivog organizma, a uobicajeno se postize dodava-
njem ili izmjenom jednog ili vise gena genoma organiz-
ma. Geneticko inZenjerstvo obuhvaca “ubacivanje” stranih
gena u zeljeni organizam (transgenic¢ni organizmi) i “iz-
bacivanje” gena iz funkcije (knock-out gena). Takoder se
provodi i uredivanje genoma Sto obuhvaca izmjene, pre-
krajanje i prepravljanje genoma (eng. genome editing).>'*2

Upotrebom tehnika genetickog inzenjerstva moguce je po-
vecati ucinkovitost razgradnje onecis¢ujucih tvari biljkama
i mikroorganizmima d¢ija je aktivnost u bioremedijaciji ve¢
poznata. Primjer za to su biljke koje uklanjaju onecis¢enje
teSkim metalima u ¢ijim se stanicama genetickim modifici-
ranjem povecava broj prijenosnika metala.>® Drugi primjer
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je upotreba odredenog mikroorganizma u bioremedijaci-
ji koji je zbog svih kriterija optimalan izbor, ali ne sadrzi
potrebnu aktivnost prema onecis¢ujucoj tvari. U tom se
slucaju gen za aktivnost iz drugog organizma koji nije pri-
kladan za upotrebu u bioremedijaciji iz prakticnih razloga
“ubacuje” u prvi organizam.>°

Geneticki modificirani organizmi imaju velik potencijal, ali
postoji velika zabrinutost vezana uz njihovu primjenu zbog
negativnog ucinka koji mogu imati na okolis i zdravlje ljudi
ukoliko se puste u prirodu. Od samih zacetaka genetickog
inzenjerstva postoji otpor kako bi se sprijecio utjecaj ljud-
ski stvorenih genskih materijala na zivi svijet. Vec je davne
1975. godine odrzana konferencija u Asilomaru, gdje su
zabrinuti znanstvenici pozvali na strogu regulaciju u pri-
mjeni genetickog inzenjerstva.>

Reguliranje geneticki modificiranih organizama (CMO),
odnosno zivih modificiranih organizama (engl. living mod-
ified organisms, LMO) ili, kako se negdje nazivaju, produ-
kata moderne biotehnologije uspostavljeno je zahvaljujuci
brojnim dokumentima, organizacijama i dogadajima koji
su se bavili i aktivno se bave tom temom. Neki od znacaj-
nijih su:

* Program Ujedinjenih naroda za okoli$
(engl. United Nations Environmental Programme),

e Konvencija o bioloskoj raznolikosti
(engl. Convention on Biological Diversity),

* Organizacija za ekonomsku suradnju i razvoj
(engl. Organisation for Economic Cooperation and
Development, OECD),

e Protokol iz Cartagene o biosigurnosti.

Problem moze nastati u slucaju kada modificirani organiz-
mi prevladaju nad autohtonima jer tada dolazi do ugro-
Zavanja ekoloske ravnoteze. Takoder, protok gena izmedu
geneticki modificiranog i prirodnog organizma mozda je i
najvedi rizik prilikom upotrebe modificiranih organizama
u bioremedijaciji in situ jer se na taj nacin moze prenijeti
otpornost na antibiotike u patogene mikroorganizme. Jed-
no od rjeSenja je upotreba takozvanih “gena samoubojica”
koji uzrokuju smrt bakterije nakon Sto zavrsi razgradnju
toksi¢nih kemikalija.'%>

[zrecen je stav' da se u okolis ne dodaje novi gen ukoliko
se u jednu vrstu mikroorganizma iz tla doda gen iz drugo-
ga, takoder mikroorganizma iz tla. Velika je vjerojatnost da
geneticki modificirani organizam nece dugo Zivjeti nakon
Sto je potrosio specifican supstrat kojim se hrani. Ukoliko
se tome pridoda da gen koji prenosi informaciju o spe-
cificnoj aktivnosti metabolizma u pravilu nije povezan sa
svojstvom patogenosti, rizik od modificiranog soja za upo-
trebu u bioremedijaciji vrlo je nizak. Medutim prevladava
zabrinutost od utjecaja genetic¢ki modificiranih organizama
u okolisu, te se stoga mnoga istrazivanja bave pronalaskom
nacina kako da se obustavi njihov potencijalni negativni
utjecaj.

Nove ideje zastite u podrucju sintetske biologije ne zasni-
vaju se na granicama izmedu prirodnih i sintetskih orga-
nizama kao spomenuti “geni samoubojice”, ve¢ na pro-
nalazenju alternativnih umjetnih molekularnih jezika koji
ne mogu komunicirati s postoje¢im zivim svijetom. Na taj
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nacin bi se u potpunosti sprijecila razmjena gena. Takvi su
sustavi u razvoju i obuhvacaju upotrebu ksenonukleinskih
kiselina umjesto deoksiribonukleinske kiseline, pri ¢cemu bi
takav genski zapis bio potpuno nepoznat i necitljiv prirod-
nim DNK polimerazama. Druga takva ideja temelji se na
promjeni veli¢ine DNK cijim se prosirenjem molekule DNK
procesom benzo-homologacije u dvije dimenzije dobivaju
parovi baza koji su, ako udu u prirodnog domacina, preve-
liki da se smjeste u dvostruku zavojnicu DNK. Prednosti tih
prosirenih molekula DNK je Sto zasebno cine vrlo stabilne
i funkcionalne uzvojnice, a pri sparivanju s prirodnom mo-
lekulom DNK dolazi do destabilizacije, ¢ime je onemogu-
¢ena ugradnja rekombinantne DNK u srodne bakterije. Ta-
koder se istrazuje zamjena ili povecavanje genske abecede
DNK s parovima baza koji nisu pronadeni u prirodi, ¢ime
se onemogucava prirodnim polimerazama prepoznavanje
takvih zapisa, a istodobno se pokusavaju stvoriti novi tipovi
enzima polimeraze koji bi mogli prepoznati umjetno stvo-
rene zapise da bi takav organizam mogao funkcionirati.*®

Jo$ jedno od rjesenja problema pustanja geneticki modifi-
ciranih organizama u okoli§ moze biti u upotrebi proteina
za bioremedijaciju ekspresijom proteina koji su zasluzni za
razgradnju onecis¢ujuce tvari, ali bez stanica. Osim sigur-
nosti, primjena takvih sustava ima i prednost sto se proces
odvija u prisutnosti toksi¢nih tvari bez pojave inhibicije,
odnosno smrti Zivih stanica. To znaci da se enzimi mogu
proizvesti u ve¢im koncentracijama nego u zivim stanica-
ma, Sto bi povecalo efikasnost bioremedijacije.>” Takoder,
svi se energetski izvori na taj nacin upotrebljavaju za zZelje-
nu svrhu razgradnje bez njihova trosenja za razmnozava-
nje stanica. Primjenom sustava bez cijelih stanica izbjegava
se evolucijsko ponasanje organizama koje ¢esto smanju-
je ili cak ponistava funkcije koje su naglasene genetickim
inzenjerstvom. Ekspresija proteina izvan stanica podrazu-
mijeva upotrebu ekstrakta stanice koji sadrzi sve potreb-
no za prepisivanje i prevodenje gena uz potrebne pufere,
nukleotide, aminokiseline i izvore energije. Takvi se sustavi
ve¢ dulje vrijeme primjenjuju u bioloskim istraZivanjima
pri ¢emu se proizvode proteini koje je tesko dobiti ekspre-
sijom u Zivim stanicama. S obzirom na to da su izazovi
vezani uz slabija iskoristenja i visoku cijenu tih postupaka
u novije doba prevladani, nema prepreke niti za njihovu
primjenu u bioremedijaciji. Trenutacni nedostatci takvih
sustava su njihovo ogranic¢eno vrijeme djelovanja te razli-
kovanje brzine procesa razgradnje s brzinom razgradnje u
stanici. Unaprjedenje upotrebe takvih sustava temelji se na
suSenju i konzerviranju komponenata za ekspresiju prote-
ina izvan stanice kako bi se izbjegla potreba za njihovim
skladistenjem uobicajeno pri —80 °C, sto nije odrzivo uko-
liko se ti sustavi Zele primjenjivati u bioremedijaciji in situ.
Takoder, kako bi se poboljsala zastita i integracija reage-
nasa potrebnih za izvanstani¢no prepisivanje i prevodenje
gena te u svrhu povecanja stabilnosti sustava, istrazuje se
njihovo kapsuliranje u liposomima i polimerima.

Napomena: Sto se tice hrvatskog nazivlja u podru¢ju gene-
tike, naputak Instituta za hrvatski jezik i jezikoslovlje je da
se pridjev “genski” upotrebljava kada se pojam odnosi na
gene. Pridjev “geneticki” znaci “koji se odnosi na geneti-
ku”. U skladu s navedenim, u ovome se radu rabe pojmovi
kao sto su genski kod, geneticko inzenjerstvo te geneticki
modificirani organizmi.
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6. Zakljucak

Tehnologija bioremedijacije upotrebljava metabolizam or-
ganizama za uklanjanje onecis¢ujucih tvari iz okolisa. U
procesu bioremedijacije se ne upotrebljavaju kiseline, luzi-
ne ili druge toksicne kemikalije, a proces se odvija pri oko-
lisnim temperaturama i tlaku, Sto trosi manje energije od
uobicajenih kemijskih procesa. Bioremedijacija se vise ne
smatra funkcijom jedne vrste mikroorganizma, vec se nove
tehnologije zasnivaju na upotrebi mikrobnih zajednica.

Napredak znanosti omogucava bolje razumijevanje meta-
bolizma mikroorganizama i nudi nova rjeSenja za uklanja-
nje onecis¢enja iz okolisa. Moderne tehnike koje se bave
izucavanjima na razini gena dovode do novih saznanja o
procesima razgradnje onecis¢ujucih tvari. lako su mole-
kularne tehnike unijele revoluciju u proucavanju mikro-
organizama, njihova primjena u bioremedijaciji jo$ je u
zacCetcima. Primjena genetickog inZenjerstva na mikroor-
ganizmima moze uvelike poboljsati proces uklanjanja one-
Cis¢enja u okolisu. Vazno je detaljno ispitati ponasanje ta-
kvih organizama u okolisu prije upotrebe, a zakonski okviri
vezani za njihovu uporabu uzrokuju prepreke i dodatne
troskove.

S obzirom na sve poznate prednosti procesa bioremedija-
cije, potencijalno uspjesniji sustavi od dosadasnjih koji su
otkriveni proucavanjem organizama na razini gena mogli
bi biti od velikog znacaja u buduénosti te je pozeljno da
se takva istrazivanja nastave s obzirom na prednosti koje
bioremedijacija nudi nad drugim tehnologijama uklanjanja
onecis¢enja iz okolisa.

Popis pojmova i kratica
List of terms and abbreviations

DDT —1,1'-(2,2,2-trikloroetan-1,1-diil)bis(4-
klorobenzen)
—-1,1"-(2,2,2-trichloroethane-1,1-diyl)bis(4-
chlorobenzene)
Nukleotidi/  — monomerske jedinice nukleinskih kiselina i
Nucleotides posrednici u reakcijama prijenosa energije u
stanicama
— monomeric nucleic acid units and mediators
in cell energy transfer reactions
DNK / — (deoksiribonukleinska kiselina) — nukleinska
DNA kiselina u obliku dvostruke spiralne zavojnice
koja sadrzi genske upute za specifi¢ni bioloski
razvoj stanicnih oblika Zivota i vecine virusa
— (deoxyribonucleic acid) — a thread-like chain
of nucleotides carrying the genetic instructions
for the specific biological development of all
known living organisms and many viruses
DNK — enzim koji ima klju¢nu ulogu u
polimeraza / udvostrucavanju DNK jer kontrolira pravilno
DNA ugradivanje nukleotida DNK na matricu
polymerase originalnog lanca DNK

— enzyme that plays a key role in doubling DNA
because it controls the proper DNA insertion
of nucleotides on the original DNA chain
matrix
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Rekombinantna— DNK nastala umjetnim putem

DNK/ — artificially produced DNA

Recombinant

DNA

RNK — bioloski vazan tip molekula koji se sastoji od

(ribonukleinska  dugih kovalentno vezanih jedinica nukleotida

kiselina) / — biologically important type of molecule

RNA consisting of long covalently bound nucleotide
(ribonucleic units

acid)

Genom / — genom nekog organizma su svi njegovi
Genome nasljedni podatci kodirani u DNK

— genome of an organism is all hereditary data
encoded in DNA

Metagenom / - sav genski materijal prisutan u uzorku iz

Metagenome  okolisa koji se sastoji od genoma brojnih
pojedinacnih organizama
— all gene material present in the sample of the
environment consisting of the genomes of
many individual organisms
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environment: Managing the interplay between natural and

SUMMARY

Improvement of Bioremediation Efficiency on the Gene Level

Morana Cesnik,” Zvjezdana Findrik BlaZevi¢, and Marija Vukovi¢ Domanovac

Bioremediation uses the potential of microorganisms for the removal of contaminants from the
environment. The metabolic pathways that degrade contaminants into less toxic substances are
very complex. Bioremediation mechanisms are studied on the gene level using advanced molec-
ular biology techniques. The gene responsible for the production of a protein that degrades the
contaminant can be isolated and introduced into another organism, creating an organism with
enhanced bioremediation properties. Scientific research worldwide focuses on genetically engi-
neered microorganisms. However, the greatest obstacle in their application for bioremediation
is the legal framework and insufficient knowledge of the consequences of their release into the
environment.
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