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NAUCNI REZULTATI - NOVA GENETI CK

1952 Hersheyi Chase dokazuju
u eksperimentu sa fazima
da je DNK nosilac
genetitke informacije
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NAUCNI REZULTATI - NOVA GENETI CK

nlCEUERS L A ululdOLEKULARN GBI CLO G E—

1953 Watsoni Crick definisu
strukturu dvostrukog
heliksa molekula DNK

1966 Nirenberg, Ochoa i
Khorana su definisali
genetiki kod

NAUCNI REZULTATI - NOVA GENETI CK
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makaze”) koji veoma LU I)m
precizno seku molekul m@

DNK bez obzira na 1

njegovo poreklo
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1967 Gellert otkriva DNK ligazu, enzim
koji katalizuje povezivanje bilo kojih
fragmenata DNK

1962 Arber prikazuje prve W%ﬁ




1972-1973U laboratoriji Boyer, Cohen i Berga
konstruisan prvi rekombinantni
plazmid i kloniran prvi gen

o, - ECORT
-

1978 Kompanija “GENENTECH” - konstruisana
bakterija Escherichia coli koja proizvodi humani insulin

Kap humanog insulina
koji je proizvela bakterija
Escherichia coli
konstruisana genetékim
inZenjerstvom

Lo
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1980 Vrhovni sud SAD u sl#aju kompanija
“DIAMOND” protiv Chakrabarty-a presudio
da segeneticki konstruisana bakterija moze
patentirati

CAM/OCT XYL plazmid
plazmid R g

NAH plazmid

Normalni mis W}m Transgeni mis
g
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NAUCNI REZULTATI - NOVA GENETI CK

nlCEUERS L A ululdOLEKULARN GBI CLO G E—

f2A 1983 Rekombinantni Ti plazmid
4 prvi put iskoris¢en za
transformaciju biljaka

NAUCNI REZULTATI - NOVA GENETI CK

nlCEUERS L AululdRLEKULARN GBI CLO G "

1985 Mullis i saradnici su konstruisali
sistem lartane reakcije polimeraze PCR)
koriste¢i DNK polimerazu izolovanu iz
Thermus aquaticus
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ZAZOVITBUDU ENoSTT
—\ S| SIS PAZET S—

1. Dobijanije sirovina za hemijsku i ostale industrije iz drugih, obnovljivih izvora
(npr. biomasa), a ne iz fosilnih goriva.

2.

i
'MOLEKULARNA BIOTEHNOLOGIJA
' IZAZOV 21. VEKA

4. Unapredijenije poljoprivredne proizvodnje (dobijanje djubriva organskog
porekla, stoéne hrane, aktivnih i manje opasnih pesticida).

3.

5. Zdravstvena zastita(proizvodnja novih antibiotika, novih vakcina,
novih lekova i novih dijagnosti¢kih sredstava).

6. Zastita zivotne sredine(prediSéavanje otpadnih voda
razgradnja polutanata, itd.)

MOLEKULARNA BIOTEHNOLOGIJA

Molekularna biotehnologija je nova nana disciplina koja je
bazirana na kori&rmju GENETICKOG INZENJERSTVA

Sta su geneitki modifikovani organizmi (GMO)?

- Organizmi u koje je uneSen gen drugog organizma¢ak iz nesrodnog,
koriSéenjem genetékog inZenjerstva

‘ - Organizmi u kojima je sopstvena DNK modifikovana da bi se dobio
Zeljeni karakter (svojstvo), kori&enjem genetékog inzenjerstva
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BAKTERIJE

.

Kako mislite =
ekstremni uslovi? ‘® Kako uspevate da
Mi smo presrec¢ne (3 S/ zivite u ovako

Sto zivimo ovde ™

IM _ ekstremnim uslovima? |

A) zagadena voda,
B) ista voda posle dvogodisSnjeg tretmana bakterijama.
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Plasti¢ne boce, 2007. godina

2.000.000 plastinih boca od napitaka se baca u SAD-u
svakih 5 minuta
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Plasti¢cne kese, 2007. godina

60.000 plastinih kesa se koristi u SAD-u
svakih 5 sekundi

, Plastlcne boce 2007. godlnﬁf ¥

:wm-ww gl - et

| 2. 000 000 plastinih boca od napitaka se baca u SAD-
svaklh 5 mlnuta
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Bioplastika

“BAKTERIJSKI POLIESTER”  (poly-3-hydroxybutirat - PHB)

Poly-B-hydroxybutyrate (PHB)

BIOPLASTIKA

Arabidopsis thaliana
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BAKTERIJE U DIGESTIVNOM TRAKTU

Patogene Patoge__ne
bakterije bakterije
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PROBIOTICI N

Kulture Zzivih bakterija koje ispoljavaju pozitivan

efekte na zdravlje doma&ina

Rédukcija krvhog pritiskal

Re‘dukcija konbentracije sérumskog holesterola
Redukcija alergijskih oboljenja

Mddulacija eképresije citokina

Efekat adeVahsa

Régresija tumora
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Prekursori za sintezu
zida bakterija

o+e—3
i

| MOLEKULI NA POVRSINI BAKETRIJE

Antigeni

Ligandi

Molekuli koji prepoznaju patogene bakterije —»_

MIKROBIOM podrazumeva
ukupan broj mikroorganizama,
njihove genettke elemente
(genome) i njihove interakcije
sa sredinom u kojoj se nalaze.

Joshua Lederberg(1925 - 2008)
Americki molekularni biolog

24.5.2015
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The Human MicrobiomeProject (HMP)

Identifikacija i molekularna karakterizacija mikro organizama u zdravim
i bolesnimosobama

~™1ZASTO 229"

CILJ PROJEKTA

Testiranje da li su i kako su promene u huwanom mikrobiomu vezane
za normalno zdarvstveno stanje ljudi ili nast@nje i razvoj bolesti

ODGOVOR:

| 1 || Broj mikroorganizama u ¢oveku je veéi od broja éelija od kojih je izgradjen
[2]] Ukupni broj gena humanog mikrobioma je 100 x v& od broja genacoveka

| 3 || Kompleksnost humanog mikrobioma : Eubakterije i bakteriofazi
bakterije domena Archea

kvasci
virusi

| 4 || Mnogi mikroorganizmi humanog mikrobioma su nekarakterisani

24.5.2015
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Mikroflora GIT ¢oveka

Zeludac Tanko crevo Debelo crevo

)

D

7

¢

pH sredine: 2 8 od5do 7
mJ(‘ch’jffg; _ 107-10¥m 10-108/ml 104%/ml

Laktobacili, Streptokoke, Laktobacili, Laktobacili, Streptokoke,
Kvasci, Helicobacter pylori Streptokoke, Enterobakterije,

Enterobakterije, Bifidobakterije, Klostridije,

Bifidobakterije, Kvasci, Peptokoke,

Klostridije Ruminococcusspp.,

Butyrovibrio spp.,

Fusobacteriumspp.,
Peptostreptococcuspp.,

Atopobiumspp., Eubacteriumspp.

24.5.2015
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_ .
s Prirodna mikroflora ¢oveka

Poljoprivreda BILJKE

* Na naSoj planeti,18% zemljiSta se koristi za poljoprivrednu

proizvodnju. Ovaj procenat se ne moze zikajno uvecati.

* Apsolutno je potrebno da serinos po hektaru poveta iznad

danasSnjeg nivoa s obzirom da humana polpulacija raste i da se

otekuje daée 2050. godine brojat 9 Milijardi.

* Svake godine se gubi 70,000 km2 poljoprivrednog zemljiSta
zbog rasta gradova i kori€enja zemljiSta u druge svrhe.

* Znadajno se menja tip ishrane wemljama u razvojw kojima

se prelazi sa proteinske ishranéiljnog porekla na proteinsku

ishranu Zivotinjskog poreklaTo zahteva povéanje proizvodnje

stoéne hrane biljnog porekla.

24.5.2015
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GM BILJKE

Prednosti:

. Rezistentnost na Stetfine (insekte)

. Tolerancija na herbicide (herbicid deluje na koov, ali ne na gajene GM biljke)
. Rezistentnost na bolesti (viruse, gljive, baé&tije)
. Tolerancija na hladnctu, mraz

. Tolerancija na susu

. Povéanije nutritivne vrednosti hrane |

. Proizvodnja farmaceutskih sredstava [{iljka kao bioreaktor) |

. GM biljke za bioremedijaciju

© o|Nljolr A W N P

. GM biljke za proizvodnju bioplastike

1. Sveze izolovani protoplasti pSenice. *

2-3. Prva i druga deoba
protoplasta po regenerisanju
¢elijskog zida.

4-5. Dobro organizovan zreli
somatski zametak iz protoplasta, i
njegovo klijanje.

6-8. Izdanci i bilj¢ice.

9. lzrasle regenerisane biljke pSenice.

24.5.2015
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transformisan
protoplast

transformacija

transgenorE]

— protoplasti
biljka primalac
gena

GM biljka

Transgena biljka

Agrobacterium
virusni vektori

elektroporacija
mikrobombardovanje
mikroinjekcija

regeneracija

Prirodni krompir

Transgeni krompir

Rus. Bur 17227-1 22587-43 22587-9

24.5.2015
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Transgeni kukuruz

- KVALITETA

i povetan sadrzaj flavonoida
(antikancerogeni efekat)

Y& OdloZeno truljenje/sazrevanije
(inhibicija enzima
koji razgradjuje pektin/inhibicija
sinteze etilena)
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GM BILJKE

’l Posledice po zdravljetoveka, zdravlje Zivotinja i efekat na
Zivotnu sredinu

1. Alergenost hrane proizvodene od GM sirovingGM hrana)
2. Eventualni neZeljeni i nepredvidjeni efektiGM hrane
3. Nenamerna Steta po druge organizme (Bt toksin ndruge insekte)

4. Smanjena efikasnost pesticida (rezistencija inkata na pesticide)
5. Prenos transgena na druge srodne vrste (ugroZavje biodiverziteta)

2 Socijalne i ekonomske posledice

BILIKE KAO BIOREAKTORI

VAKCINE ANTITELA - "PLANTIBODIES” M
My epitop specifEne My dijagnostika
M “jestive” vakcine My terapija zaraznih bolesti i kancera

Klini €ki testirano:

Klini €ki testirane: = |

5 ; l‘ IgA antitela protiv Streptococcus
e Ly mutans izazivafa karijesa (duvan)

{

hepatitis B
dijarea uzrokovana
enterotoksinom iz
E.coli i virusom Norwalk

Antitela za imunodijagnostiku kancera
GraSak

3ap i slinavka goveda g'v”n"’.‘c

gastroenteritis svinja senica

24.5.2015
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GM banana - “jestiva vakcina” protiv hepatitis B virusa

Xenarutuc b je jexna ox Hajpammpenujux 6oJjiectu cBera y passojy. [lpouemyje
ce 1a 0Ko uMa oko 350MU/INOHA XPOHUYHHX HOcHiIana Xenatutuc b Bupyca u 1a ce Taj
opoj yBehapa 3a 20 muiinona rognmme. Ilpoduinakca y 06,1MKy BakiHe MoKe CIPeIUTH
mupeme oosectu. PexkomOnHaHTHA BakuuHa 1o0ujena n3 I'M kBacua je ckyna, Te
OrpaHN4YaBa MacoOBHO Kopulleme y BAKIMHAIMjH CTAHOBHUIITBA Yy 3eM/baMa Y Pa3Bojy.
Crora je npou3Bomka BAKIIMHA Y jeCTUBUM ILI0J0BHMA €KOHOMCKA aJTePHATHBA.
IToxa3aHo je 1a y koHcTpyncanom I'M qyBaHy /10J1a3H 10 CHHTe3e IIOBPIIMHCKOT AHTHIeHA
xenarutuc b Bupyca (HBSAQ) . Kacuuje je moka3ano aa je moryhe qo6uru I'M cajary u
maprapeny y KojumMa ce CHHTeTHIIe 0Baj AaHTHIeH, KOjU HMa HCTe KapaKTepUCTHKe Ka0 1
OHAj M30/10BAaH M3 IJIa3Me WM PeKOMOMHAHTHOI KBacla.

Banana je ngeanHa 6usbKa 3a NPON3BOAILY ,, jeCTHBHX BaKIUHA" ¢ 003HpOM Ha
NPeJHOCTH Koje MMa. BaHaHy Mory jecTH Jbyiu pasjH4HTOr y3pacTa yK/bydyjyhu u geny,
JOCTYIHA je IeJie FOJHHE, pacTe Y TPONCKHM U CYNITPOIICKAM YCJI0BHMA y KOjUMA sKHBH
BeJIMKa nomyjaanuja koja natu of xenatutuc b. C npyre crpane, 6aHaHa Koja ce KOpUCTH
3a I'M Hema ceMe U Pa3MHO’KaBa ce BereTaTHBHO, TAKO 2 He NMOCTOjH OMACHOCT IO
JKHBOTHY CpPeIMHY y CMHCJIY pacejama TpaHcrena. I'M 6anaHa je no0ujeHa kopuihemem
crangapaHe tpanchopmaumje nomohy 6axkrepuje Agrobacterium IMopex Tora, ycmMepeHa cy
U HCTPaKUBama Ha MoryhHocTy npousBoame enuTona y Ou/bKamMa Koju 0u OuMiIn
LHUTOTOKCHYHH 32 hesuje Tymopa.

24.5.2015
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PRINCIP DOBIJANJA TRANSGENIH ZIVOTINJA

Ubacivanje Zelienog genasa signalom
za ekspresiju umleénoj zliezdi u oplodjenu
jajnu éeliju

Embrion dobijen
in vitro fertilizacijom

Transgeno potomstvodaje
Zeljeni proizvod u mleku Inplantacija embriona u surogat majke

{:} Mastitis - bolest vimena krave izazvana bakterijom Staphylococcus aureus
£¥ Mastitis - nanosi Stetu u SAD od $ 1.7 miljard godisnje

{:} Konstruisana transgena krava sa genom za lizostafin poreklom
iz nepatogenog sojaStaphyococcus

{:}Annie je transgena krava (rodjena 2000. godine) sintetiSe
LIZOSTAFIN u mle¢noj Zljezdi - ne oboljeva od mastitisa

24.5.2015
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ROSIE

1997. godine

{:} Rosie je transgena krava u cijem mleku senalazi humani a-laktalbumin

NOVA STRATEGIJA

~ Kompanija AgResearch, Novi Zelandplanira konstrukciju transgene
krave sa ljudskim genomza mijelinski bazini protein (MBP)

~ Izbor domaé¢ina - krava frizijske rase

R

~ Rezultat - velika koli¢ina MBP proteina iz mleka transgene krave
za tretman multipne skleroze (MS)

24.5.2015
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TRANSGENE KOZE

Nedostatak antitrombina je nasledna bolest (jednau 2 000mo 5 000 osoba
pati ox te bolesti.

Kompanija GTC Biotherapeutics u SAD
proizvodi rekombinantni terapeutski
protein antitrombin (rhAT ) izolacijom
iz mleka koze (preko 99%cistoce).

Za tretman hemofilije, diseminovane
intravaskularne koagulacije (DIC) i

trombozu u dubokim venama(DVT).
Koristi se i pre hiruskih intervencija.

GTC tvrdi da jedna GM koza moze
da proizvede istu koltinu antitrombina

u jednoj godini koliko se moZe sakupiti
iz krvi 90.000 donatora

AHTHUTPOMOMH je MPOTeHH Y KPBH KOjH KOHTPOJIHIIE 3rpymaBame KpBu. Hemocrarak
AHTHTpPOMOMHA je HacjaeaHa GosiecT U jenna y 2 000mo 5 000oco6a matu ox Te 60JIECTH.
PexoMOMHAHTHH aHTUTPOMOMH je M30;I0BaH u3 miexa I'M ko3e u npeunimheH BHIlle Hero
99%. Cnenn¢nyHa aKTHBHOCT OBOT AHTHTPOMOHMHA je OWJIa HIEHTHYHA KA0
AHTHTPOMOMHA W30JI0BAHOT U3 IUIa3Me Y0BeKa . Y /by KOMepIHjaTHOT A00Hjama
PeKOMOUHAHTHOT aHTUTPOMOMHA, komnanuja GTC Biotherapeuticsy CAJL

je moyesia npouzBoamy ATryn (KoMepuHjaJaHO HMe 32 PEKOMOMHAHTHH AHTUTPOMOMH
4yoBeka). OH ce u3oiyje u3 miexka I'M Kko3e u 610 je NPBH JieK KOjH je H30J10BaH U3

Tpancrene ;xkuBotume. GTC TBpan Aa jexna I'M Ko3a Mo:ke NPOH3BECTH HCTY KOJUIUHY
aHTHTPOMOMHA y jeqHoj roqunu, kao u3 kpeu 90 0001onaTopa KpBH.

Deep vein thrombosis(DVT) occurs when a blood clot (thrombus) forms in onenore of the
deep veins in your body, usually in your legs.

Disseminated intravascular coagulation (DIC)s a serious disorder in which the proteins that
control blood clotting become over active.

24.5.2015
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Ekspresija rekombinantnih humanih proteina u mleku transgenih koza

Gen Promotor Nivo ekspresije (mg/mL)| Referenca
Monoklonska antitela | koziji B-kazein 14 Pollock et al., 1999
Antitrombin koziji p-kazein 0,09-12,5 Zhou et al., 2005
Butirilholinesteraza koziji p-kazein 0,1-5,0 Huang et al., 2007
a-fetoprotein koziji p-kazein 06-11 Parker et al., 2004
Laktoferin koziji pB-kazein 0,77 Zhang et al., 2008
Lizozim kravlji ag-kazein 0,27 Maga et al.,
G-CSRP kravlji i koziji B-kazein 0,07 Freitas et al., 2010
GHP koziji B-kazein 0,07 Lee et al., 2006
G-CSRP koziji p-kazein 0,05 Ko et al., 2000
Faktor IX kravlji  p-kazein 9,5x 16 Huang et al., 1998

aGranulocyte Colony-Stimulating Factor; "Growth Hormone

SVILENA VLAKNA PAUKA

24.5.2015
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LEN KN.

‘ Svilena vlakna pauka su ~ist protein - B_KERATIN

‘ Svilena vlakna pauka su najja~a i najtvrdja vlakna poznata ~oveku.
Izdr'avaju 200.000 kg po kvadramom in~u bez pucanjalllll

Svilena vlakna pauka su 25% lak{a od plasti-nih vlakana iste debljine
dobijenih petrohemijski

‘ Svilena vlakna pauka imaju veliku elasti~nost i mogu se rastezati
do 30% svoje originalne du‘ine bez pucanja

‘ Svilena vlakna pauka su kompatibilna vezivnom tkivu ~oveka

TRANSGENE KOZE

=) Paukov gen je jedan od 70,000 gena koze i mé&e na njen izgled

=) U adultnoj kozi, gen pauka se aktivira za reme laktacije i prestaje
biti aktivan sa prestankom laktacije

‘ Jedna transgena kozamoze sintetisati
7 gr svilenih vlakana pauka dnevno

27



Biotelik.

ZDK Bio¢elik je rekombinantni protein svilenog vlakna pauka

ZDZ Svilena vlakna pauka suéist protein - B—KERATIN

ZDK Izluéuje se putem mleka (nazvanosvileno mieko”)

ZDK Proteini se izoluju iz mleka i upredu u viano

ZDZ Vlakna bioéelika su u pre&niku tanja od 1 mm

ZDK Vlakna bioéelika ¢e biti koriSéena u medicini za dobijanje:
- jakih i évrstih tetiva
-jakih i é&vrstih ligamenata
- jakih i é&vrstih kukova

e —————————
DOBROBIT ZA "OVE"ANSTVO

MOLEKULARNA MEDICINA

24.5.2015
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Primena projekta sekvenciranja humanog genom

pharmaco - lek
genome- ukupna genetitka informacija jedne
¢elije ili organizma

- Studije farmakogenomike ne predstavljaju lov & gene odgovorne za
bolestve¢ trazenje genetékih markera koji mogu biti bitni za izbor
pravilne terapije.

- Odgovor pacijenta na bilo koji lek ne zavisi d produkta samo jednog gena.

TERAPEUTSKO KLONIRANJE

Proizvodnja ranih embriona ¢oveka do stupnja blastocita
¢ime bi se dobio bezgraréni izvor imunokompatibilnih éelija
za zamenu obolelikéelija i transplantacionu medicinu

* Otvara moguénost lefenja razli¢itin oboljenja kao Sto su
dijabetes, infarkt, multipla skleroza, neurodegenerativne
bolesti (Parkinson, Alchajmer) kao i razne povrede

24.5.2015
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Somatskacelija Oocit bez jedra
- biopsija
Pacijent =~ =
/ ‘ Transfer jedra
©

TERAPEUTSKO ¢ - —
KLONIRANJE | Embrionalne stem éelije |

COVEKA ' _— " \‘\‘
D & - a

Celije Hematopoetiéne  Kardiomiociti Neuroni Hepatociti
\_ pankreasa celije L
o~
Imunoloski
kompatibilan
transplant

Kulture tkiva 3.0

f\\l Mati€ne Celije

Bioreaktor

Tkivaza
implantaciju

Biomaterijal

<

Specijalizovanioblik

Vunjak-Novakovic 2014.
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Organi na Cipu:

Immune response

Contractility and conduction

Transport and clearance

Absorption

Absorption

L]
Oral drug .. °

TRENDS in Cell Biology

Vunjak-Novakovic 2014

3. Mikro-organi za ispitivanje lekova

Celije pacijenta

8/9 lekova testiranih u =]
iivotinjama pokazuje toksiéne L T
efekte u klinickim ispitivanjima ——

1/3 srce, 1/3 jetra, 1/3 sve ostalo @

Vunjak-Novakovic 2014

24.5.2015
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1. Dobijanje sirovina za hemijsku i ostale industrije iz drugih, obnovljivih izvora
{npr. biomasa), a ne iz fosilnih goriva.

2. Dobijanje novih biodegradabilnih materijala (bioplastila, biocelilk).

3. Debijanje alternativaih formi energije (koris¢enjesckundarme biomase
i ostalih otpadaka raznog porekla za proizvodnju gasa, alkohola
i vodonika).

4. Unapredjenje poljoprivredne proizvodnje (dobijanje djubriva organskog
porekla, stocne hrane, aktivnih i manje opasnih pesticida).

5. Zdravstvena zastitla (proizvodnja novih antibiotika, novih vakeima,
novih lekova i movih dijagnostickih sredstava).

6. Zastita Zivoine sredine (preciséavanje otpadmnih voda,
razgradmnja polutamata, itd.)

Molekularna biotehnologija i etika

ETIKA
Ay POLITIKA | RELIGIJA
/(

MOLEKULARNA
EKONOMIJA BIOLOGIJA

N

24.5.2015
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{ genetitke modifikacije primenom

&
Analiza svakogpojedina¢nog tipa

principa predostroznosti

@

TEHNOLOSKI RAZVOJ '

GDE NAS VODE NOVE TEHNOLOGIUJE |

STA MI MOZMO U CINITI POVODOM TOGA ?22?

MI MORAMO RAZUMETI TEHNOLOGIJU |
KOOPERATIVNO SARADJIVATI | TO SAMO
NA GLOBALNOJ SKALI ILI CEMO NESTATI !I!

John McHale
u knizi “Future of the future”, 1969

24.5.2015
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"Modern man does not experience himself as part of nature,
but as an outside force destined to dominate and conquer it.
He even talks of a battle with nature - forgetting that,
if he won the battle, he would find himself orihe losing side"

Ekonomista Fritz Schumacher(1911-1977)
u knjizi: “Small is Beautiful”

Nazalost, na¥na otkri éa
su ¢esto kao sekira u

rukama patoloskog
kriminalca
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HVALA VAM NA PAZNJI
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