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SAZETAK: Rad donosi pregled pojmova i spoznaja o genetickom inZenjerstvu te njegova raz-
voja u drugoj polovici XX. stolje¢a do danas u svijetu i u Hrvatskoj. Geneti¢ko inZenjerstvo je naziv koji
je pretrpio najveée pojmovne deformacije u biologiji i stoga su u radu jednozna¢no objasnjeni vazni
pojmovi. Kako podatci i dokumentacija o genetickom inZenjerstvu u Sirem opsegu nisu dostupni javno-
sti, u radu se donosi sustavan pregled njegova razvoja u Hrvatskoj te su prikazane uloge pojedinaca,
njihove interakcije i doprinosi. Ve¢ su u 1970-ima hrvatska farmaceutska industrija, kao i istrazivacke
institucije u Hrvatskoj, bile popriste zamaha biotehnologije i geneti¢koga inZenjerstva u istrazivanju i
razvoju proizvoda. Razli¢ite istrazivacke grupe, vecinom okupljene oko sastavnica Sveudili§ta u Zagrebu
(napose Prehrambeno-biotehnoloskoga fakulteta i Prirodoslovno-matematickoga fakulteta), Instituta
Ruder Boskovi¢ i PLIVE, rabe tehnologiju rekombinantne DNA za svoja osnovna istrazivanja. Osim
kronologije zbivanja povezanih s temom genetickoga inZenjerstva, rad opisuje i zasluge znanstvenika
(M. Demereca, V. Johanides, M. Alagevi¢, Z. Trgovéevica, Z. Kucana, S. Jelaske, V. Gamulin, V. Delica,
I. Weygand-Durasevié, Z. Zgage, S. Jeleniéa, i dr.) u podrucju geneti¢koga inZenjerstva.

Kljuéne rijedi: geneticko inZenjerstvo; gen; tehnologija rekombinantne DNA; vektori; kloniranje;
farmaceutska industrija; biotehnologija

1. Uvod

Predmet genetickoga inZenjerstva, geni, materijalne su jedinice nasljedivanja, dijelo-
vi molekula deoksiribonukleinske kiseline (DNA!) koji nose informaciju nasljednih
osobina od roditelja na potomstvo. Genetika je biolos§ka znanost koja istrazuje naslje-

! Iako su DNA, RNA (ribonukleinska kiselina) i imena ostalih makromolekula ¢esto nastajala
kao kratice engleskih naziva, danas ih smatramo simbolickim imenima pa se ona ne prevode, vec se
koriste u izvornome obliku. Hrvatske su kratice stoga istovjetne medunarodnima. Npr. pojam deoksiri-
bonukleinske kiseline obuhvaden je imenom DNA, a ne DNK itd. Bududi da su prvotni akronimi posta-
li sluzbenim, autonomnim imenima, oni se ne »ispisuju«, ve¢ se koriste u istom, nepromijenjenom obliku
i od njih se nadalje stvaraju izvedenice. Podatci dobavljeni s mrezne stranice »Geneticki leksikon« (»Ge-
netikon«) (http:/genetikon.biol.pmf.hr/).
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divanje i raznolikost geneticke informacije. Istrazuje kako se prenose svojstva rodite-
lja na potomstvo, zbog ¢ega nasljedna svojstva kod jedinki istih roditelja variraju, koji
¢imbenici odreduju ta svojstva, na koji se nacin svojstva mijenjaju i stjeCu nova te
kako se rezultati tih istrazivanja mogu iskoristiti u medicini, stoarstvu, poljoprivre-
di, farmaceutskoj industriji. Cinjenica je da se geneti¢ko inZenjerstvo temelji na broj-
nim znanstvenim otkri¢ima i spoznajama iz genetike i molekularne biologije koja se
odnose na nasljedivanje u Zivih bica, a bila su poznata i prije 1970-ih, od kada se po-
Celo razmisljati o mogucnosti spajanja dviju molekula DNA dobivenih iz razli¢itih
organizama in vitro,? tj. u epruveti, te o unosenju u odredeni organizam domacina u
kojem bi ta hibridna molekula DNA izrazila svoja svojstva.

Kako bismo o tehnologiji rekombinantne DNA, a posebno o tehnologiji gene-
tickoga inzenjerstva u Hrvatskoj mogli smisleno razgovarati, potrebno je prije ras-
prave utvrditi koji se pojmovi pod tim nazivima kriju. Hrvatski jezik biljezi obilje
leksicki praznih i nedoreCenih mjesta u oblikovanju i usustavljivanju znanstvenoga
genetiCkog nazivlja uzrokovanih ponajprije izravnim preuzimanjem toga nazivlja iz
engleskoga jezika. Dodatnu poteskocu ¢ini naglaseno progresivan razvoj genetike i
genetickoga inZenjerstva, brzina oblikovanja novih naziva u toj struci i svakako
znanstvena produkcija hrvatskih znanstvenika koji radove objavljuju poglavito na
engleskome jeziku. RjeCotvornim rjeSenjima i uskladi jezi¢nih zakonitosti i stru¢nih
potrazivanja uvelike su pridonijele Mirjana Pavlica i Petra Korac iz Zavoda za mole-
kularnu biologiju Prirodoslovno-matematickoga fakulteta (PMF), u suradnji s Od-
sjekom za kroatistiku Filozofskoga fakulteta SveuciliSta u Zagrebu (Bernardina Pe-
trovi¢) i Ministarstvom kulture (Ana Vrane$a), u sklopu projekta »Geneticki
leksikon, koji je financirala Hrvatska zaklada za znanost (putem natjecaja »lzgrad-
nja hrvatskoga strukovnog nazivlja«)’.

Geneticko inZenjerstvo pretrpjelo je velike pojmovne deformacije u biologiji.
Vazna je pojmovna razlika izmedu genetickoga i genskoga inZenjerstva. MozZe se reci
da geneticko inZenjerstvo ukljucuje niz laboratorijskih postupaka i tehnika koji omo-
gucavaju izdvajanje ili sintezu to¢no odredenoga gena ili odsjecka gena, njegovu ana-
lizu i modifikacije (izmjene, preinacivanje), te ponovno uvodenje i ekspresiju u isti ili
neki drugi organizam ili stanice. Ispravno je reci geneticko inZenjerstvo, a ne gensko,
$to upucuje da je organizam izmijenjen, preinacen, oplemenjen metodama genetike
i genetickoga inZenjerstva (tehnologije rekombinantne DNA). U sadrzajno-istovrs-
nom smislu, tehnologija rekombinantne DNA (rDNA) predstavlja niz molekularno-
-genetickih metoda uz pomoc¢ kojih je moguce preinaciti deoksiribonukleinske kise-

2 in virro - koji se provodi izvan Zivoga sustava ili organizma; in vivo — koji se provodi unutar
organizma

3 »Geneti¢ki leksikon« (»Genetikon«) (http:/genetikon.biol.pmf.hr/).
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line (DNA) s ciljem izradbe hibridne (kimerne) molekule DNA od posebnog interesa
koja se moze ugraditi u genom stanice uz pomoc tzv. vektora. Vektori su plazmidne
ili virusne nukleinske kiseline koji imaju svojstvo replikacije u odredenom domacdinu
te imaju uklonjene gene za virulenciju. Uvazavajudi te ¢injenice, treba razumjeti ko-
riStenje pridjeva »genski«, »genetski«, »genomski« i »genetic¢ki«. Pridjev »genski«
moguce je primijeniti kod opisa svojstava koja pripadaju samomu genu, koja se odno-
se samo na njega — npr. »genska« sekvencija (slijed) ili »genska« mutacija. Cesto se
takav oblik zamjenjuje genitivom: sekvencija ili mutacija gena. Pridjev »genetski«
moze se koristiti u dvama slucajevima — kad se odnosi na genezu (ispravan je izraz
»filogenetsko« stablo) ili kad se koristi za opis rezultata djelovanja gena (npr. »/mono/
genetska« bolest; Korac 2018: 69). Pridjev »genomski« rijetko se koristi, iako je u ve-
likom broju slucajeva i najprecizniji i najto¢niji opis onoga $to je svojstvo samoga ge-
noma (npr. »genomske« regije). Pridjev »geneti¢ki« moze se koristiti samo onda kada
se opisuju genetika kao grana biologije ili njezin rezultat (»geneticka« definicija, »ge-
neticko« inZenjerstvo, »geneticko« istrazivanje i sl.).

Geni su materijalne jedinice nasljedivanja, a otkrio ih je 1865. Gregor Mendel,
utemeljitelj genetike. Po svojoj molekularnoj strukturi, geni su dijelovi vrlo dugackih
molekula DNA, sastavljeni od Cetiriju tipova osnovnih jedinica, nukleotida, koje
oznacavaju slova geneti¢koga teksta (A, T, G i C), a nose informaciju za protein ili
molekulu ribonukleinske kiseline (RNA). Molekule DNA podlozne su mutacijama.
Povijest otkri¢a i istrazivanja mutacija gena pocinje, za svoje doba, revolucionarnim
opazanjima krajem XIX. i po¢etkom XX. st., usporedno s reafirmacijom mendeliz-
ma. Termin mutacija, u znacenju promjene u nukleotidnoj sekvenciji DNA, prvi je
koristio Nizozemac Hugo de Vries, primijetivsi da jedinke vrste Lamarckov nocu-
rak ili veCernja jagorcevina (lat. Oenothera lamarckiana) pokazuju veliku promjenlji-
vost u eksperimentima hibridizacije koja se ne moZe pripisati kombiniranju mende-
lovskih gena. Spontano su se pojavljivale biljke s osobinama kakvih nije bilo u
prethodnim generacijama. De Vries je zakljucio da su spontane nove varijante poslje-
dica materijalnih promjena u genima, nazvavs$i ih mutacijama. Novonastale odlike
ponasale su se po Mendelovim pravilima, §to je dokazivalo da se zaista radi o izmije-
njenim genima. Hermann Muller pokazao je elegantnim pokusima na vinskoj musi-
ci da radijacija izaziva mutiranje gena (Muller 1927: 66). Sredina, dakle, itekako utje-
¢e na promjene u nasljednom materijalu. Tijekom daljnjega obogacivanja znanja o

4 Adenin je purinska baza u molekulama DNA i RNA koja stvara vodikove veze s kom-
plementarnim bazama timinom i uracilom; medunarodna i hrvatska kratica A. Timin je pirimidinska
baza u molekuli DNA koja stvara vodikove veze s komplementarnom bazom adeninom; medunarodna
i hrvatska kratica T. Gvanin je purinska baza u molekulama DNA i RNA koja stvara vodikove veze s
komplementarnom bazom citozinom; medunarodna i hrvatska kratica G. Citozin je pirimidinska baza
u molekulama DNA i RNA koja stvara vodikove veze s komplementarnom bazom gvaninom; meduna-
rodna i hrvatska kratica C.

93




Studia lexicographica. 14(2020) 26, STR. 91-130
Vlatka Godini¢ Mikulcié¢: Povijesni i tehnoloski razvoj genetickoga inzenjerstva u Hrvatskoj

mutacijama i o mutagenezi, procesu njihova nastanka, utvrdeno je da razli¢iti fakto-
ri iz okoline organizama uzrokuju mutacije, djeluju kao mutageni. Evolucijski napre-
dak vrste ovisi 0 povremenoj sposobnosti gena da mutiraju. Genske ili tockaste mu-
tacije nastaju u somatskim i generativnim stanicama. Ponekad genske mutacije
mogu biti Stetne, a mnoge su letalne. Mutacije su najcesce recesivne jer je u heterozi-
gota prisutan i normalni alel gena, pa je mutirani alel sakriven iza funkcije normal-
noga. Mutacije nastaju spontano ili su inducirane. Spontane mutacije naj¢e$¢e nasta-
ju zbog gresaka u replikaciji DNA (primjerice zbog tautomerne promjene baza).
Primjerice tautomerni imino-oblik baze citozina sparuje se s adeninom, §to nakon
replikacije rezultira mutacijom (par CG zamijenjen parom AT), a inducirane muta-
cije nastaju djelovanjem npr. fizikalnih i kemijskih mutagena. Genom nekoga orga-
nizma jest njegova cjelokupna DNA organizirana u kromosome, vidljive u stani¢noj
jezgri s pomocu mikroskopa kao jasno razlucene strukturne jedinice samo za diobe
stanice. Izvan diobenoga procesa kromosomi tvore njeznu nitastu tvorevinu, tzv.
kromatinsku mrezicu stani¢ne jezgre. Molekula DNA jednoga jedinog haploidnoga
seta ljudskih kromosoma duga je 1,5 m (Kucan 1999: 11).

Geneticki izmijenjen ili preinacen organizam (engl. genetically modified orga-
nism) jest organizam u koji je unesen genomski materijal koristenjem tehnologije
rekombinantne DNA, tj. metodama genetickoga inZenjerstva (medunarodna kratica
GMO). Hrvatska je kratica istovjetna medunarodnoj, a nerijetko se moZze upotrijebi-
tiizraz GM-organizam. Kao sinonim za GM-organizam Koristi se pojam »transgeni
organizame, a to je organizam Kkoji u svojim stanicama sadrzava transgen (gen koji
potjece iz nekoga drugog organizma/vrste). Pojam kloniranje obuhvaca prirodne ili
umjetne postupke za dobivanje klonova pojedinih organizama. Klon je skup genetic-
ki jednakih individua, stanica ili molekula identi¢nih nekom prvotnom organizmu,
stanici ili molekuli koje su nastale nespolno (aseksualno), vegetativno ili na temelju
diploidne partenogeneze (tj. razvojem zametka iz jajne stanice bez oplodnje), ili, kod
biljaka apomiksije. Klon organizama i stanica ne moZe nastati oplodnjom, nego is-
kljucivo diobom. Tako npr. potomci koji su nastali diobom iz jedne papucice ili jedne
bakterije ¢ine klon. Ipak, iako su klonovi vrlo sli¢ni svojim geneti¢kim izvorima, oni
im nisu potpuno identi¢ni zbog uobicajenih mutacija koje se dogadaju u kromosom-
skom i mitohondrijskom genomu, zbog individualnih varijacija u epigenetickom
statusu, kao i zbog utjecaja npr. citoplazme jajasca primatelja. Kada govorimo o klo-
niranju, ¢esto najprije pomislimo na kloniranje pod kontrolom ¢ovjeka. U javnosti je
manje poznato da se kloniranje svakodnevno dogada u prirodi. Kloniranje je dobro
poznat prirodan postupak dobivanja populacije identi¢nih jedinki narocito u biljnih
organizama (npr. prilikom razmnozavanja jagoda rasadivanjem ogranaka materin-
skih biljaka nastaju isto tako klonovi). Tehnikama kulture biljnih stanica i tkiva u
uvjetima iz vitro mnoge biljne vrste mogu se klonirati u laboratoriju te iz malih dije-
lova biljke ili ¢ak iz pojedinih biljnih stanica uzgojiti ¢itavu biljku. Takve se regene-
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rirane bilj¢ice mogu iz epruvete prenijeti u zemlju, a predstavljaju velik broj genetic-
ki identi¢nih potomaka — klonova majcinske biljke. Za prvo nastojanje regeneracije
mrkve iz diferenciranoga tkiva korijena zasluzan je britanski botanicar Frederick
Campion Steward 1952. Kultura biljnoga tkiva danas osnova je za razvoj i primjenu
mnogih metoda biljne biotehnologije.

2. Primjena genetiCckoga inZenjerstva te povijesni razvoj u svijetu

2. 1. Primjena genetickoga inZenjerstva

Tehnologija rekombinantne DNA danas je vrlo rasirena te nalazi primjenu u bioteh-
nologiji, biokemijskom inZenjerstvu, medicini, poljoprivredi te u fundamentalnim i
primijenjenim znanstvenim istrazivanjima. U biotehnologiji geneti¢ko se inzenjer-
stvo koristi u proizvodnyji lijekova (biofarmaceutika), za povecanje prinosa odredeno-
ga metabolita, konstrukciju GM-biljaka te poboljSanje svojstava hrane i drugih indu-
strijskih proizvoda. U medicini se geneticko inZenjerstvo koristi za razvoj novih
lijekova, proizvodnju hormona, proizvodnju velikih koli¢ina terapeutskih proteina
za lijeCenje bolesti (inzulin, interferon, hormon rasta, ¢imbenici rasta, ¢imbenici
zgrusavanja), cjepiva (protiv hepatitisa B, herpesa, bjesnoce), dijagnostici (proizvod-
nja protutijela), sekvenciranje humanih genoma te identifikaciju gena za razliCite
bolesti. Bioloski lijek, u uzem smislu biofarmaceutik, lijek je ¢ija je djelatna tvar bio-
loska tvar, koja se proizvodi ili izluCuje iz bioloskoga izvora (ljudskog, Zivotinjskog ili
mikrobioloskog). Bioloski lijekovi mogu biti imunoloski lijekovi (cjepiva i serumi, tok-
sini, proizvodi alergena), lijekovi iz ljudske krvi ili ljudske plazme (npr. albumin ili
imunoglobulini), lijekovi dobiveni biotehnolo$kim postupcima (postupcima koji
ukljuc¢uju uporabu zivih sustava ili organizama), lijekovi za naprednu terapiju (koji se
temelje na genskoj terapiji, terapiji somatskim stanicama ili tkivnom inzenjerstvu) i
ostali lijekovi dobiveni iz bioloskoga izvora (npr. heparin ili pankreatin). Dakle, u bio-
loske lijekove spadaju monoklonska protutijela, hormoni, citokini, ¢imbenici zgrusa-
vanja krvi i cjepiva. Neki od njih su proizvedeni biotehnoloskim metodama, a Cesto
je rijeC o proteinima proizvedenima metodama genetickoga inZenjerstva. Geni koji
kodiraju odredeni protein, npr., ugrade se u Zivu stanicu koja pocinje proizvoditi
zeljeni protein lijek. Proteini se, potom vrlo slozenim postupcima izoliraju, procis¢u-
ju i kao djelatna tvar koriste u proizvodnji odredenoga lijeka. Geneticko inZenjerstvo
pokazalo je svoju snagu na podrudju medicine i farmaceutike te je na tim podrucji-
ma opc¢eprihvaceno i dobrodoslo. Medutim, nepovjerenje prema genetickom inze-
njerstvu sveprisutno je kada je rije¢ o proizvodnji GM-hrane. U poljoprivredi se ge-
neticko inZenjerstvo upotrebljava za proizvodnju biljaka otpornih na herbicide, susu,
hladnocu, visoku temperaturu, preveliku koli¢inu soli, loSe uvjete skladiStenja i
transporta, te za proizvodnju biljaka bolje prehrambene vrijednosti. Gen za Bt-tok-
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sin (gen crylAb) iz bakterije Bacillus thuringiensis uveden je u vise od 50 biljnih vrsta,
a ekspresija ovoga gena pruza biljci zastitu od insekata (npr. kukuruznoga moljca
Ostrinia nubillalis). Medutim, postoje istrazivanja koja dokazuju kako Bt-kukuruz (s
ugradenim genom iz B. thuringiensis), otpusta Bt-toksin u tlo i negativno djeluje na
kolonizaciju tla mikorizama, pa time i na plodnost tla (Castaldini 2005: 6719). Trenu-
ta¢no su na trziStu dostupne razli¢ite vrste genetiCki preinac¢enih biljaka poput soje,
rize, rajCice, kukuruza, krumpira, duhana, pamuka, dinje, papaje i dr. Prva transge-
na raj¢ica pod nazivom Flavr Savr na trzistu je od 1994; ima ugraden gen s reducira-
nom aktivno$¢u enzima poligalakturonaze (normalna aktivnost enzima uzrokuje
prerano sazrijevanje ploda). U industriji se primjenjuju geneticki modificirane bak-
terije koje razgraduju toksi¢ni otpad, geneticki modificirani kvasci koji koriste celu-
lozu za proizvodnju glukoze i alkohola za gorivo, u uzgoju alga u marikulturi. Tre-
nutacno je u procesu istrazivanja ili patentiranja oko 30-ak vrsta GM-riba i
GM-skoljkasa. U Europskoj uniji proizvoda¢ima hrane trenutacno nije u interesu
proizvodnja zivotinja kloniranjem u svrhu proizvodnje hrane, no ipak su istaknuli
kako je za odrZavanje konkurentnosti neophodan pristup genima visoke u¢inkovito-
sti, uklju¢ujuci materijal za razmnozavanje klonova. To znaci da, ukoliko je kloniranje
provedeno u tre¢im zemljama, europskim proizvodac¢ima ostaje moguénost za uzgoj
potomstva kloniranih zivotinja, kao i stavljanje hrane takva podrijetla na trziste.

U Zelji da pronadu jo$ precizniji i u€inkovitiji alat za modifikaciju gena, znan-
stvenici su razvili mehanizam za uredivanje genoma posredovan bakterijskim nu-
kleazama, nazvan sustavom CRISPR-Cas (engl. Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats-CRISPR-associated). Sustav je prvotno otkriven u bakterija koje
ga koriste u obrani stanice domacina od strane DNA, primjerice prilikom borbe
protiv bakteriofaga. Do sada su tehnologijom CRISPR-Cas geneticki modificirani
neki usjevi, ali postoje i neka istrazivanja ucinkovitosti tehnologije u lijeCenju ljud-
skih bolesti. Tijekom 2019. objavljeni su preliminarni rezultati studije lijeCenja dvaju
pacijenata oboljelih od srpaste anemije i talasemije sustavom CRISPR-Cas, koji su
uputili na znatno pobolj$anje krvne slike u oba slucaja nekoliko mjeseci od pocetka
genske terapije®. Tehnologija CRISPR-Cas dosla je dodu$e na lo$ glas u kontekstu
humane medicine 2018., kad je kineski znanstvenik He Jiankui geneticki modifici-
rao tri ljudska embrija, s ciljem stvaranja imunosti na HIV, kr$eci ne samo medicin-
sku etiku ve¢ i zakonsku regulativu, za $to je osuden na tri godine zatvora®. Neoce-
kivana je primjena tehnologije CRISPR-Cas u pivarstvu. Potraznja za hmeljem
drasti¢no raste, primjerice samo je u SAD-u tijekom protekloga desetljeca utrostru-
Cena prodaja hmelja. Linalol i geraniol su primarni spojevi odgovorni za intenzivan,
hmeljasti okus piva, medutim njihova koncentracija u hmelju moze znatno varirati,

> https:/investorsvrtx.com/news-releases/news-release-details/crispr-therapeutics-and-vertex-
announce-positive-safety-and (pristupljeno 26. VI. 2020).

°  https://www.nature.com/articles/d41586-020-00001-y (pristupljeno 26. VI. 2020).
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$to ima negativan ucinak na ponovljivost kvalitete piva. Denby i suradnici (Denby
2018: 965) sustavom CRISPR-Cas geneticki su modificirali kvasac Saccharomyces
cervesiae, koji proizvodi zeljene monoterpene za hmeljasti okus piva. Moguc¢nosti su-
stava CRISPR-Cas iznimno su velike te ne staju na konvencionalnoj percepciji gen-
ske modifikacije. Neobi¢na je i primjena sustava CRISPR-Cas u ozivljavanju izumr-
lih vrsta. U projektu Revive & Restore’ znanstvenici rade na oZivljavanju izumrloga
sjevernoamerickoga goluba Ectopistes migratorius s pomocu tehnike CRISPR-Cas.
Do danas su uspijeli dobiti transgeni¢noga goluba, medutim u haploidnim stanicama
jedinke tek jedna od sto tisuca nosi Zeljeni gen, Sto drasticno smanjuje izglede za
transgeni¢nim potomstvom. Usprkos tome, radi se o napretku u ostvarenju projekta,
a sadasnje projekcije oCekuju izlijeganje prvih novovjekovnih Ectopistes migratorius
do 2025 (Kovacic¢ 2019: 202).

Jedna od mogucih primjena genetickoga inZenjerstva terapijsko je kloniranje
stanica, organa i tkiva za transplantaciju. Terapijsko kloniranje drugi je izraz za po-
stupak poznat kao »prijenos jezgre somatske stanice« (engl. somatic cell nuclear trans-
fer, SCN'T), koji se zasniva na izdvajanju DNA iz somatske stanice individue kojoj je
potrebna transplantacija, a izolirana DNA zatim se umece u drugu jajnu stanicu iz
koje su prethodno odstranjeni kromosomi. Jajasce tada sadrzava pacijentov nasljedni
materijal ili geneticku uputu. Potom je stimulirano na diobu i ubrzo nakon toga for-
mira se grozdasta struktura stanica — blastocista. Stanice iz blastociste dalje se isko-
riste za dobivanje embrionalnih mati¢nih stanica, nediferenciranih stanica koje
mogu tvoriti $iroki raspon razli¢itih stani¢nih razvojnih smjerova (diferencijacija).
Za razliku od terapijskoga kloniranja, reproduktivno pak kloniranje ima cilj stvara-
nja nove osobe jer se novostvoreni embrij stavlja natrag u okoli§ maternice, gdje se
mozZe razvijati. Podrazumijeva se da je primjena ovakvih postupaka moguca tek na-
kon savladavanja mnogih imunoloskih, metodoloskih, tehnickih, etickih i drugih
prepreka. S druge strane, razvoj i perspektive kloniranja Cesto nisu adekvatno prace-
ne spremno$¢u drustva za prijam ostvarenih rezultata. To se narocito odnosi na
terminologiju i odredbe u zakonima, a pogotovo na regulativu pojedinih medicin-
skih postupaka. Dio nesnalaZenja mozda treba pripisati ¢injenici da nije jednostavno
povudi jasnu granicu izmedu pokusa reproduktivnoga (kloniranje individua) i tera-
pijskoga kloniranja (kloniranje stanica i tkiva u medicinske terapeutske svrhe). Tes-
koce u tom pogledu zadaje podudarnost u metodama rada u ovim istrazivanjima.

2. 2. Povijest geneti¢koga inZenjerstva u svijetu

Razvoj genetickoga inzenjerstva temelji se na brojnim znanstvenim otkri¢ima i spo-
znajama iz genetike i molekularne biologije koja se odnose na nasljedivanje u Zivih

7 https:/reviverestore.org/ (pristupljeno 26. V1. 2020).
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bica, a bila su poznata i prije 1970-ih kada se pocelo razmisljati o moguénosti spajanja
dviju molekula DNA dobivenih iz razli¢itih organizama in vitro, tj. u epruveti, te o
unosenju u odredeni organizam domacina gdje bi ta hibridna molekula DNA izra-
zila svoja svojstva. Opcéu strukturu DNA poznajemo od 1953. kada su razjasnjene
strukture DNA i njezine uloge u nasljedivanju zahvaljujuc¢i Jamesu Watsonu i Fran-
cisu Cricku, koji su zajedno s Mauriceom Wilkinsom 1962. dobili Nobelovu nagradu
za fiziologiju ili medicinu. Njihovu uspjehu pridonio je rad znanstvenice Rosalind
Franklin, koja je u ranim 1950-ima X-zrakama dobila difrakcijske slike DNA, zahva-
ljujudi kojima su Watson i Crick zakljucili da DNA ima strukturu dvostruke zavoj-
nice. Otkriéem prostorne grade DNA, 1953. rodena je nova znanstvena disciplina:
molekularna biologija. Gotovo usporedno, razvoj geneti¢koga inZenjerstva zapocet je
otkri¢em restrikcijskih endonukleaza godine 1952., enzima koji cijepaju (presijecaju)
molekulu DNA na to¢no odredenim redoslijedima nukleotida, Cineci usjeke te se
mogu Kkoristiti kao »molekularne Skare za DNA«. Enzimi restrikcijske endonukleaze
(slika 1) nalaze se prirodno u bakterijama kao dio restrikcijsko-modifikacijskoga su-
stava za obranu od bakteriofaga (virusa koji napadaju bakterije), a za to otkriée §vi-
carski znanstvenik Werner Arber podijelio je Nobelovu nagradu za fiziologiju ili
medicinu 1978. s ameri¢kim znanstvenicima Danielom Nathansom i Hamiltonom
Smithom. Nazivi restrikcijskih endonukleaza potjecu od bakterije iz koje su prvotno
izolirane, na nac¢in da prvo slovo dolazi od roda, druga dva slova u imenu prva su dva
slova bakterijske vrste, iza Cega moze slijediti slovo koje oznacava soj ili rimski broj,
ukoliko je iz tog organizma izolirano viSe enzima. Npr. naziv restrikcijske endonu-

N 3
5

Slika 1. Restrikcijske endonukleaze
Otkride restrikcijskih endonukleaza dovelo je do razvitka tehnika rekombinantne DNA. Ove tehnike
omogucuju spajanje fragmenata DNA iz najrazli¢itijih izvora s prikladnim molekulama DNA koje se
samostalno repliciraju — vektorima. Tako nastale, rekombinantne molekule mogu se klonirati (visestru-
ko umnoziti) unosenjem u stanice domacina gdje se umnazaju koristedi se stani¢nim enzimima za
replikaciju DNA. Geni uneseni u nove domacine na ovaj nacin se mogu i transkribirati i translatirati,
tako da se u stanici domadina pojavljuju strani proteini. Sljedovi baza u molekuli DNA koje prepoznaju
ovi enzimi gotovo su uvijek palindromi, dakle sljedovi koji imaju dvostruku os simetrije. Svaki pojedini
enzim prepoznaje svoj slijed i presijeca ga se uvijek na isti nacin. Na slici je prikazano mjesto presijeca-
nja enzima EcoRI. Tako presijecanjem mogu nastajati tupi krajevi ili krajevi koji strse na 5>-kraju ili
3-kraju. Strsedi krajevi nazivaju se i ljepljivi (kohezivni) krajevi jer se mogu medusobno spariti,
stvarajudi vodikove veze medu bazama.
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kleaze EcoRI potjece iz bakterije Escherichia coli (E. coli), a slovo R predstavlja soj,
koji je u ovom slucaju RY13, a prvi je u nizu izoliran iz te bakterije (Godbey 2015: 203).

Sljededi vazan dogadaj za geneticko inZenjerstvo zbio se 1967. otkricem enzi-
ma DNA-ligaza. Enzimi DNA-ligaze mogu pak spajati usjeke nastale u jednom lan-
cu molekule DNA izmedu susjednih nukleotida u molekuli DNA, djelujuci kao »mo-
lekularno ljepilo«, a dobiveni su ili iz bakterija ili od bakterijskih faga (slika 2).
Uporabom DNA-ligaza moguce je fragmentiranu DNA ponovno spajati te su ubrzo
ustanovljene metode kojima se molekule DNA mogu ugraditi u specificne genske
elemente bakterija i umnoziti u milijardama primjeraka. Sve te spoznaje bile su pred-
uvijet za spajanje dviju molekula DNA iz vitro iz razliitih organizama u jednu hi-
bridnu (kimernu) molekulu sasivanjem genetickoga materijala razlicitoga podrijetla
(slika 2). Godine 1972. rodeno je geneticko inZenjerstvo — konstruirana je prva mole-
kula DNA in vitro, »rekombinantna« DNA (rDNA), stoga se geneticko inZenjerstvo
naziva i »tehnologija (metodologija) rekombinantne DNA«. Prvomu je to uspjelo bio-
kemicaru Paulu Bergu, koji je 1980., s Walterom Gilbertom i Frederickom Sangerom

Plazmid | ‘a

Zeljeni gen
q=>kL

Slika 2. Stvaranje rekombinantne DNA

Jednostavni prikaz stvaranja rekombinantne DNA. Da bismo odsje¢ak DNA koji Zelimo ispitivati
(najcescée neki Zeljeni gen ili vise gena) unijeli u novoga domacina, potrebno ga je ugraditi u odgovara-
juci vektor. Kao vektori najéesce se koriste plazmidi, koji osiguravaju da se ispitivana DNA replicira u

novom domacinu. U tu svrhu presijeCemo ispitivanu DNA i plazmidni vektor istim restrikcijskim

enzimom, pri ¢emu nastaju komplementarni ljepljivi krajevi. Potom poveZemo ispitivanu DNA s

plazmidnom DNA koristec¢i enzim DNA-ligazu (koji povezuje slijepljene komplementarne krajeve) i

nastaje rekombinantna DNA. Restrikcijski enzimi ne razlikuju sljedove DNA sisavca, kvasca ili kakve
biljke od slijeda bakterijske DNA (iako neki enzimi razlikuju metiliranu od nemetilirane DNA i djeluju

specifi¢no samo na nemetiliranu DNA), tako da mozemo bez problema DNA-ligazom povezivati
molekule DNA iz najrazli¢itijih izvora, pod uvjetom da smo ih presjekli istim restrikcijskim enzimom.
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dobio Nobelovu nagradu za kemiju, za rad na biokemiji nukleinskih kiselina. Dalj-
njim razvojem genetickoga inzenjerstva omoguceno je uvodenje preciznih genetic¢-
kih promjena u zive organizme, uklju¢ujuci i mogucnost sinteze DNA i prijenosa
izmedu razli¢itih organizama (vrsta). Prva modifikacija virusa u svrhu prenosenja
stranih gena u stanicu objavljena je 1968., a kao vektor koriSten je virus mozaika
duhana TMV (engl. tobacco mosaic virus). Nakon toga je, u svrhu prijenosa gena u
stanice sisavaca, konstruiran vektor od virusa SV40 (engl. simian virus 40) u koji je
ugraden gen za globulin zeca te je uspjesno unesen u kulturu stanica. Godine 1973.
u bakteriju E. coli prvi je put unesena i umnozena rekombinantna DNA te je tako
nastala i prva GM-bakterija. Zahvaljujuéi tome, primjerice, danas se u bakteriji E.
coli proizvodi ljudski inzulin. Stovise, inzulin koji se danas koristi nije istovjetan pri-
rodnom ljudskom inzulinu, nego je dodatno izmijenjen i unaprijeden genetickim
inzenjerstvom. U SAD-u je 1976. osnovana tvrtka Genentech Inc, koja je prva u povi-
jesti uspjela eksprimirati ljudski gen u bakteriji (1977) i tako proizvesti hormon soma-
tostatin. Jedna je od glavnih metoda koja se primjenjuje u genetickom inZzenjerstvu
sekvenciranje — odredivanje slijeda nukleotida u DNA. Godine 1977. istodobno su
objavljene dvije metode sekvenciranja DNA — Maxam-Gilbertova i Sangerova meto-
da sekvenciranja. Prvi sekvencirani genom bio je genom bakteriofaga ®@X174, koji se
sastoji od 5368 parova baza, a sekvenciranje je predvodio F. Sanger 1977. godine. Prva
GM-bakterija patentirana je 1981. u SAD-u i pripada rodu Pseudomonas (poznata
pod nazivom oil-eating bacterium) te ujedno predstavlja prvi patentirani zivi organi-
zam. Iste godine konstruiran je i prvi GM-sisavac (miS). Spoznajna znanost koja is-
kljucuje patentnu zastitu i na kojoj se ne moze stjecati bogatstvo, na neki je nacin od
toga doba sve manje bila slobodna od poslovnoga svijeta. Nadalje, GM-biljke postaju
komercijalno dostupne od 1986. Otkrice tehnike PCR (engl. polymerase chain reaction:
lan¢ana reakcija polimerazom) 1983. bilo je klju¢no za daljnji razvoj eksperimentalnih
otkrica u genetickom inZenjerstvu. Lanc¢ana reakcija polimerazom omogucuje stva-
ranje golemoga broja kopija odredenoga dijela DNA. Sam razvoj tehnike PCR sma-
njio je vrijeme potrebno za ugradnju Zeljenoga slijeda DNA i time je mogucnost
izvodenja eksperimenata, ali i njihova ucinkovitost, postala uvelike dostupna. Za
izum tehnike PCR Kary Mullis i Michael Smith dobili su Nobelovu nagradu za
kemiju 1993. godine. Prva genska terapija na covjeku provedena je 1990. na Cetvero-
godiSnjoj djevojcici primjenom terapijskoga gena u svrhu lijeCenja nasljedne mono-
genske bolesti, teSke kombinirane imunodeficijencije koja proizlazi iz manjka enzi-
ma adenozin-deaminaze. Projekt ljudskoga genoma, koji je sustavno trajao 1990-2000.,
pothvat je golemih razmjera kojim je odreden slijed nukleotida u ljudskom genomu
od gotovo tri milijarde parova baza DNA (Zgaga 2000: 237). Metode genetickoga
inzenjerstva omogucdile su stvaranje kombinacija gena in vitro te unoSenje takvih
konstruiranih gena u oplodenu jajnu stanicu metodom mikroinjektiranja. UnosSe-
njem takve jajne stanice u uterus Zivotinje primatelja moguce je dobiti transgene Zi-
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votinje. Znanstvenici Roslinova instituta kraj Edinburgha, predvodeni biolozima
Ianom Wilmutom i Patrickom Dixonom, 1997. uspjeli su kloniranjem, tj. nespolno
(aseksualno), stvoriti prvoga kloniranog sisavca, ovcu Dolly, $to je tada bila najveca
znanstvena senzacija. Ovca Dolly klonirana je iz somatske stanice odrasle jedinke.
Znanstvenici su iz tjelesnih stanica vimena odrasle ovce izdvojili dvostruki (diploidni;
2n) set kromosoma i prenijeli ga u jednu neoplodenu jajnu stanicu druge ovce iz koje
su prethodno odstranili njezine kromosome. Takvu diploidnu stanicu koja se nor-
malno pocela dijeliti implantirali su u maternicu trece ovce (surogat majke). Odmah
je bilo sporno je li Dolly ve¢ pri rodenju stara koliko i njena majka, koja je bila izvor
genetiCkoga materijala. Zna se, naime, da nasljedni materijal u stanicama podlijeze
izvjesnim procesima starenja. Poslije su kod Dolly primijeceni neki simptomi prera-
noga starenja, njezine tjelesne stanice bile su »starije« nego $to bi odgovaralo njezinoj
dobi. Medutim, ona je ipak dozivjela ov¢ju »srednju dob«. Zrtvovana je kad se razbo-
ljela od neizljeCive upale pluca, u starosti od skoro sedam godina, koja otprilike odgo-
vara ljudskoj starosti od 35 do 40 godina. Prethodno je na prirodan nacin zacela i
rodila zdravo, normalno janje. Potom su dobivene i druge transgene zivotinje koje,
npr. u mlijeku, imaju povecane koli¢ine vaznih lijekova koji se ne mogu dobiti u za-
dovoljavaju¢im koli¢inama na druge klasi¢ne nacine (antitripsin, tkivni aktivator
plazminogena, laktoferin i dr.). Takoder je 1997. konstruirana GM-svinja koja u mli-
jeko izlu¢uje humani ¢imbenik zgrusavanja VIII (Paleyanda 1997: 971). Ovakav pri-
stup u kojem se GM-biljke i Zivotinje koriste kao proizvodaci farmaceutskih proizvo-
da, npr. izlu¢ivanjem u mlijeko, popularno se naziva pharming, a takve zivotinje
mammary bioreactors. Razvojem novih metoda sekvenciranja, odnosno sekvencira-
nja novih generacija (NGS, od engl. next generation sequencing; sinonim je i masivno
paralelno sekvenciranje) u 2005., znatno se povecala brzina sekvenciranja genoma te
se smanjili tro§kovi postupka.

Adaptacije zivih organizama koje omogucavaju prezivljavanje i razmnozava-
nje rezultat su prirodne selekcije. Za veéinu gena, selekcija alternativnih alela zasniva
se na tome koliko pridonose prezivljavanju i razmnoZavanju nekoga organizma. Na-
ime, »gene drive« (gensko upravljanje; genski pogon) jest pristup, tj. tehnika genetic¢-
koga inZenjerstva, ponekad sinonim i za sam geneticki element, koji »prkosi« prirod-
noj selekciji, glavnom mehanizmu evolucije, i rezultira nasljedivanjem odredenih
gena, ¢ak i ako sveukupno nemaju pozitivan utjecaj na domacina. Oni zaobilaze
Mendelova pravila nasljedivanja — umjesto 50% vjerojatnosti da ¢e potomak naslije-
diti odredeni alel, za gene drive alele ta se vjerojatnost povecava na 60%, pa ¢ak do
99%. Austin Burt je 2003. prvi predlozio ideju o uporabi takvih prirodnih »sebi¢nih«
genetickih elemenata za ciljano uredivanje genoma i manipulaciju divljih populacija.
Eksperimentiranje sa sintetskim gene drive sustavima dozivijelo je veliki uzlet nekoli-
ko godina poslije zbog otkri¢a sustava CRISPR-Cas tehnologije koja je omogucila
brze, preciznije i u¢inkovitije dizajniranje gene drive alela. Aktualna istraZzivanja bave
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se mogucnostima primjene sintetskih gene drive sustava za suzbijanje malarije modi-
fikacijom populacije komaraca te za kontrolu populacija glodavaca na nacin da e se
geni korisni za neku populaciju s pomocu ovakvih sustava Siriti brze i temeljitije
nego $to to dozvoljava prirodna selekcija. Medutim, gene drive sustavi sa sobom nose
i potencijalne opasnosti za ekosustav. Posljednji revolucionarni pomak u primjeni
genetickoga inZenjerstva ostvaren je 2012. kad su Jennifer Doudna i Emmanuelle
Charpentier otkrile sustav za ciljanu modifikaciju genoma CRISPR-Cas9 (engl. Clu-
stered, Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats-CRISPR-associated protein 9).
Kao i restrikcijske endonukleaze koje su omogucdile razvoj genetickoga inZenjerstva,
i sustav CRISPR-Cas prirodno sluZi bakterijama za obranu od bakteriofaga. Sustav
CRISPR-Cas predstavlja adaptivni imunosni sustav bakterija i arheja u borbi protiv
bakteriofaga i plazmida (strane DNA). U gotovo svim arhejama i velikom dijelu bak-
terija, ali ne u virusima ni u eukariotima, otkriveni su odredeni geni koji sadrzavaju
specificne sekvence, Cije su zajednicko obiljeZje ponavljajudi sljedovi DNA to¢no
odredene veli¢ine (24-40 parova baza), medusobno odijeljeni sljedovima veli¢ine od
20 do 58 parova baza. Naime, bakterija stjeCe otpornost ugradnjom kratkih fragme-
nata strane DNA u lokus CRISPR. Bakterije koje preZive infekciju s pomocu
CRISPR-Cas sustava pohranjuju fragmente patogene DNA unutar CRISPR lokusa
u vlastitom genomu. Ugradeni fragmenti omogucavaju bakterijama pamdenje i pre-
poznavanje iste strane DNA u sljedecoj infekciji. Sustav CRISPR-Cas omogucuje jo$
uspjesnije, jednostavnije i preciznije uvodenje genetickih modifikacija u zivu stanicu
programiranjem sustava CRISPR-Cas u laboratoriju, kao i brojne primjene u gene-
tiCkom inZenjerstvu.

3. Razvoj i primjena genetiCkoga inZenjerstva u Hrvatskoj

Ve¢ 1970-ih, ubrzo nakon otkric¢a tehnologije rekombinantne DNA u svijetu, hrvat-
ska farmaceutska industrija i istrazivacke skupine okupljene oko Instituta Ruder
Boskovi¢ (IRB), farmaceutskoga poduzeéa PLIVA i sastavnica Sveucilista u Zagre-
bu, napose Prehrambeno-biotehnoloskoga fakulteta (PBF) i Prirodoslovno-matema-
tickoga fakulteta (PMF) u Zagrebu, rabile su tehnologiju rDNA za svoja osnovna i
primijenjena istrazivanja.

3. 1. Geneticko inZenjerstvo u hrvatskoj industriji — PLIVIN IstraZivacki
institut

Pojavom tehnologije rDNA podrucje terapijskih proteina postalo je najuzbudljivije i
najbrze rastuce podrucje farmaceutske industrije. Terapijski proteini upotrebljavali
su se i prije pojave tehnologije rDNA. To su bili proteini zivotinjskoga podrijetla, kao
$to su govedi i svinjski inzulin ili humani proteini, kao $to su humani hormon rasta
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i ¢imbenik zgru$avanja VIII koji su izolirani iz humanoga tkiva ili seruma. PLIVAS
je s biotehnologijom zapocela 1938. kada se iz pankreasa svinje radila ekstrakcija in-
zulina. Od 1958. biotehnologija se koristi u proizvodnji vitamina, kvasca, vakcina za
veterinarsku industrija, a petnaestak godina proizvodili su se industrijski enzimi.

U PLIVINU Istrazivackom institutu, selekcija i mutageneza bile su uobicaje-
ne metode rada u preinacivanju mikroorganizama koji sintetiziraju farmaceutski
korisne tvari. Tehnologije genetickoga inZenjerstva u najvecoj su se mjeri razvijale i
primjenjivale u Odjelu za mikrobnu i molekularnu biologiju, gdje je postojalo dugo-
godiSnje iskustvo u radu na genetici industrijskih mikroorganizama koji sintetizira-
ju korisne proizvode za ljudsko zdravlje (antibiotici, vitamini, enzimi). Iskustva ste-
Cena u istrazivanjima na genetici i mutacijama u tih mikroorganizama dala su ¢vrste
temelje i bili su preduvjet za lak$u primjenu i prihvacanje tehnologija rekombinant-
ne DNA u Hrvatskoj. Stru¢njaci i znanstvenici iz PLIVE koji su se bavili molekular-
nom genetikom prihvatili su tehnologije rekombinantne DNA s ciljem dobivanja
proizvodnih mikroorganizama novih svojstava. Neki od njih bili su: Jasenka Pigac
(Pigac 1979: 575; 1988: 222), Daslav Hranueli (Hranueli 1983: 401), Vladimir Deli¢
(Delic¢ 1989: 299), Zora Toman i Maja Bili¢. Tehnologija rekombinantne DNA u PLIVI

8 PLIVA (akronim od Proizvodnja lijekova i vakcina) farmaceutsko je poduzece sa sjedistem u
Zagrebu. Prethodnik joj je bilo poduzece Kastel d.d., osnovano 1921. u Karlovcu, kojemu je prvi pred-
sjednik Odbora dionicarskoga drustva Kastel bio profesor Gustav Janecek. Kastel se 1927. preselio u
Zagreb u novoizgradenu zgradu na Prilazu baruna Filipovica. Vecinski vlasnik tvornice postao je dr.
Ladany, koji je 1935. zapoc¢eo suradnju s Vladimirom Prelogom, poslije dobitnikom Nobelove nagrade za
kemiju 1975. Prelog je 1941. otiSao u Institut za organsku kemiju na Tehnickoj visokoj $koli u Zurichu
(ETH Zirich) i tamo nastavio sa znanstvenim radom. God. 1940. osnovan je Banovinski zavod za pro-
izvodnju lijekova biolo§koga i kemijskoga sastava (PLIBAH), koji je 1941. preimenovan u Drzavni zavod
za proizvodnju lijekova i vakcina (PLIVA); od 1945. u njegovu je sastavu i tvrtka Kastel. Ubrzo poslije
integracije Kastela s PLIVOM, farmaceutska se tehnologija po¢inje naglo razvijati u Hrvatskoj. PLIVIN
Istrazivacki institut utemeljen je 1952. Od 1958. u PLIVI se biotehnologija koristi u proizvodnji vitamina,
kvasca, vakcina za veterinarsku industrija, a petnaestak godina od 1981. proizvodili su se industrijski
enzimi za proizvodnju multienzimskoga pripravka za hranidbu Zivotinja. U razdoblju 1953-66. izgrade-
no je novo postrojenje za proizvodnju vitamina C te za fermentaciju i izolaciju oksitetraciklina. Godine
1957.u PLIVU je pozvan dr. Gavro Taburasev kako bi zapoceo istrazivanja fermentativnih procesa, a cilj
je bio izrada postupka za proizvodnju antibiotika oksitetraciklina i drugih antibiotika te skupine, §to je
uspjesno dovrsio 1959. Iste godine zapocela je i proizvodnja vitamina B6. U 1970-ima, kao odgovor na
izazov pronalaska antibiotika pobolj$anih svojstava spram eritromicina A i klaritromicina, zaposlenici
PLIVINA Istrazivackoga instituta (Slobodan Pokié, Gabrijela Kobrehel, Zrinka Tamburasev i Gorjana
Radobolja-Lazarevski) 1979-8l. sintetizirali su novi makrolidni antibiotik, koji je predstavljao prvoga
¢lana nove skupine makrolidnih antibiotika, azalida. PLIVA je azitromicin stavila na trziste 1988. pod
robnom markom Sumamed, a Pfizer 1991. pod nazivom Zithromax. Najveci je uspjeh PLIVA postigla
upravo otkricem makrolidnoga antibiotika, azitromicina. Osim azitromicina, 1976-86. uvedena su u
proizvodnju 132 nova lijeka, od kojih 58 na osnovi vlastite farmaceutske sirovine ili recepture. PLIVA je
svoje poslovanje prosirila pripajanjem vise farmaceutskih kompanija u Poljskoj, Ceskoj, Njemackoj, Ve-
likoj Britaniji, SAD-u i dr. Od 2005. PLIVA svoje istrazivacke aktivnosti usmjerava ponajprije na razvoj
generickih lijekova. Godine 2006. vec¢inski vlasnik PLIVE postala je americka kompanija Barr Pharma-
ceuticals, a od 2008. PLIVA je u sastavu izraelske Teva grupe.
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se rabila za dobivanje novih bioloski aktivnih tvari, za kloniranje gena u mikroorga-
nizmima (streptomiceti, E. coli, Bacillus sp.), u pronalazenju novih biosintetskih pu-
teva s pomocu metaboli¢koga inZenjerstva (mikroorganizmi Erwinia, Aureobacterium)
i za konstrukciju plazmidnih vektora za industrijski vazne sojeve bakterija (Deli¢
1993: 85; Hranueli 1984: 27). Tehnologije koje su u svijetu bile razvijene na modelima
bakterija, a s kojima su istrazivac¢i PLIVE imali iskustva zbog proizvodnje antibioti-
ka u streptomiceta (Poki¢ 1986: 1881, 1987: 1006, 1988: 152), bile su ¢vrsta osnova za
razvoj i primjenu novih tehnologija genetickoga inZenjerstva (Mutak, 2016: 359).
V. Deli¢ se u PLIVINU Istrazivackom institutu bavio konstrukcijom, kloniranjem
i ekspresijom gena u prokariotskim organizmima metodama rekombinantne DNA,
a objavio je ¢ak pet patenata’. Pridonio je otkrivanju metode kooperativne biosinteze
za analizu redoslijeda blokova u biosintetskim putevima mikroorganizama, prona-
$ao je optimalne uvjete mutageneze nitrozogvanidinom u bakterija roda Strep-
tomyces i Gaffkya, proveo izolaciju i karakterizaciju regulatornih mutanata u biosin-
tetskim putevima za histidin i izoleucin u mikroorganizama te otkrio nove
neopisane plazmide u roda Erwinia. Utvrdeno je da su genomi nekih prokariota vrlo
stabilni za razliku od genoma streptomiceta koji pokazuju znatnu nestabilnost. Tada
je ve¢ vise od 20 godina farmaceutska industrija selektirala proizvodne sojeve zbog
vecega prinosa antibiotika, ali su ti »hiperproducenti« bili Cesto geneticki nestabilni.
D. Hranueli bio je voditelj znanstvenoga projekta Struktura, slogenost i stabilnost ge-
noma streptomiceta (Ministarstvo znanosti, obrazovanja i $porta /MZOS/, 1991-95), a
suradnice su bile Marija Alacevi¢ i Margareta Vesligaj (Vesligaj 1981: 986). Temeljni
ciljevi ovoga projekta bili su: bolje razumijevanje molekularnih osnova geneticke ne-
stabilnosti u »hiperproducenata« i uporaba tih informacija u pripravi stabilnih deri-
vata s povecanim proizvodnim potencijalom, analiza genetiCkih preraspodjela dijelo-
va DNA (npr. delecija, duplikacija i amplifikacija) koje se pojavljuju u nestabilnih
izolata npr. soja S. rimosus R6, karakterizacija dodatnih genetickih elemenata (gi-
gantskoga linearnog plazmida i provirusa) i ispitivanje njihove uloge u biosintezi
antibiotika i geneti¢koj nestabilnosti, te konstrukcija stabilnih vektora. U isto vrije-
me, J. Pigac bila je glavna istrazivacica na projektu Ekspresija gena u micelijskim mi-
kroorganizmima, a suradnici su joj bili Radovan Valinger, Z. Toman, Margareta Ves-
ligaj, Silvija Mestri¢, Sumski Simaga i Stefica Sumiga-Kobrehel, te je imala razvijenu
suradnju sa SveuciliStem u Glasgowu. Pigac se u istrazivanjima na ovom projektu
koristila spoznajama i rezultatima dugogodiSnjih proucavanja streptomiceta i asper-
gila u PLIVINIM laboratorijima, kao i najnovijim dostignu¢ima metodologija i teh-
nika za proucavanje ekspresije gena u ovim mikroorganizmima. Prvi je put opisala i

®  Npr. patent US5252481A — Mutant of bacterium Clostridium histolyticum, a process for the obta-
ining thereof, and its use in the production of clostripain-free collagenase iz 1991 (izumitelji: Milan Holjevac,
Ivan Udovi¢i¢, Sonja Cizmek, Vlasta Sojak-Derkos, Stjepan Gamulin, V. Deli¢), te patent DE3212380A1
Process for obtaining purines by fermentation iz 1981. (izumitelji: V. Sojak-Derkos i V. Deli¢).
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uvela brzu i pouzdanu metodu za transformaciju streptomiceta elektroporacijom,
$to je omogucilo uvodenje razlic¢itih vektora kao i ugradivanje i ekspresiju VHb-gena
(hemoglobin gen iz bakterije Vitreoscilla) u kromosom soja S. rimosus R6. Upravo
ovakvo predznanje PLIVINIH stru¢njaka omogucilo je prikupljanje potrebnih in-
formacija za pripravu stabilnih proizvodnih sojeva u farmaceutskoj industriji s po-
mocu genetickoga inzenjerstva. U PLIVINU Istrazivackom institutu takoder su se
bavili kloniranjem i ekspresijom gena razlicitoga podrijetla radi proizvodnje proteina
i razvoj potencijalnih sojeva za proizvodnju homolognih i heterolognih proteina,
npr. ispitivala se ekspresija gena za primarne (glukoamilaza) i sekundarne metabolite
(poliketidni antibiotik, oksitetraciklin — OTC) u micelijskim mikroorganizmima.
Napravljeni su prvi pokusaji ekspresije heterolognih gena u svrhu povecanja prinosa
OTC-a, te ekspresija gena za humani inzulin. Kombinacijom kemijske i biokemijske
metode sintetizirao se gen za humani proinzulin, koji je bio pod kontrolom regula-
tornih sljedova glukoamilaznoga gena u micelijskom organizmu.

PLIVINA istrazivanja na biotehnologiji sekundarnih metabolita zavr$avaju
1990-ih godina — projekt antibiotika mupirocina zadnji je u nizu. Nova era nastupa
uvodenjem rekombinantnih tehnologija temeljenih na kulturama stanica i mikroor-
ganizmima. PLLIVA uspjesno razvija ekvivalentne bioloske proizvode, ¢ime dokazuje
svoju ekspertizu u podrucju molekularne biologije, formulacija, gotovih oblika, pro-
izvodnije, te pokazuje potencijal za uspjesno sudjelovanje na svjetskom trzistu biolos-
kih lijekova. Radilo se na dvama bioloskim lijekovima: eritropoetinu (EPO) i faktoru
stimulacije rasta granulocita (G-CSF), na kojima je PLIVA suradivala s poduze¢ima
Barr Pharmaceuticals i Mayne Pharma. Hrvatska Agencija za lijekove i medicinske
proizvode (HALMED) dala je 2005. odobrenje PLIVI za stavljanje u promet biosli¢-
noga eritropoetina — ta registracija EPO-a ujedno je predstavljala prvu europsku re-
gistraciju genericke inacice originalnoga bioloskog lijeka koji je proizvela tvrtka
Johnson & Johnson. Radi se o lijeku koji stimulira proizvodnju eritrocita u bolesnika
s kroni¢nim bubreznim zatajenjem na dijalizi i bolesnika koji primaju kemoterapiju.
Od 2005. PLIVA svoje istrazivacke aktivnosti usmjerava ponajprije na razvoj gene-
rickih lijekova. U listopadu 2006. vecinski vlasnik PLIVE postala je americka kom-
panija Barr Pharmaceuticals, koju je 2008. kupila izraelska kompanija Teva Pharma-
ceuticals, pa se PLIVA od 2008. nalazi u sastavu Teva grupe. PLIVA 2009. prodaje
biotehnolos$ko poslovanje ameri¢koj kompaniji Hospira te pogon Hrvatski Leskovac
Hrvatskom zavodu za transfuzijsku medicinu.

Danas hrvatska farmaceutska industrija koristi biotehnologiju i tehnologije
genetickoga inZenjerstva u istrazivanju i proizvodnji farmaceutskih proizvoda. U
proizvodnim pogonima tvornice Hospira Zagreb d.o.o. proizvodi se lijek filgrastim
(Nivestim®), rekombinantni ljudski faktor stimulacije rasta granulocita (G-CSF), i to
je zasad jedini odobreni biosli¢ni lijek koji se proizvodi u Hrvatskoj. Lijek se prven-
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stveno Kkoristi kako bi se smanjila ucestalost i trajanje kroni¢ne neutropenije i pridru-
zenih komplikacija. Filgrastim je rekombinantni terapijski protein koji se sastoji od
175 aminokiselina, molekulske mase 18 800 Da. Slican je humanom proteinu G-CSF,
koji je za razliku od filgrastima glikoziliran i sadrzava dodatnu aminokiselinu na
N-kraju proteina (metionin). U proizvodnji se koristi plazmidni vektor konstruiran
tehnikama genetickoga inZenjerstva, a proizvodnja proteina odvija se u stanicama
bakterije E. coli. Filgrastim se proizvodi submerznim uzgojem E. coli u vise faza pri
optimalnim fizioloskim uvjetima. Proces proizvodnje podijeljen je u Cetiri faze, koje
¢ine uzgoj cjepiva I u Erlenmeyer tikvicama, zatim uzgoj cjepiva II za biosintezu u
biorektoru manjega volumena, biosinteza u bioreaktoru volumena 30 | te faze sepa-
racije i pro¢iScavanja®. Buduci da se proizvod nalazi u obliku inkluzijskih tijela, po-
trebne su viSestruke separacije, razmuljivanje, homogenizacija i centrifugiranje,
prvo same dobivene biomase, a zatim inkluzijskih tijela.

Nove tehnike u genetiCkom i biokemijskom inZenjerstvu omogucile su razvoj
niza novih procesa koji se prije iz tehnickih razloga nisu mogli ostvariti. Razlicite
istrazivacke skupine, veéinom okupljene oko sveucilista (Farmaceutsko-biokemijski
fakultet, Zagreb; PBF, Zagreb; Medicinski fakultet, Rijeka; Medicinski fakultet,
Zagreb; PMF, Zagreb; Fakultet kemijskog inzenjerstva i tehnologije, Zagreb; PMF,
Split; Medicinski fakultet, Osijek; Centar za istrazivanje i prijenos znanja u bioteh-
nologiji, SveudiliSte u Zagrebu), instituta (Mediteranski institut za istrazivanje Zivo-
ta, IRB), Hrvatskoga zavoda za javno zdravstvo i poduzeca (Fidelta d.o.o. za istrazi-
vanje i razvoj; BICRO BIOCentar d.o.0.!; Genera istraZivanja d.o.o.; Hospira Zagreb
d.o.0.), rabe tehnologiju rekombinantne DNA u svojim istrazivanjima i u dijagnosti-
ci. Prema Zakonu o genetski modificiranim organizmima, sve institucije u Hrvat-
skoj koje rade s GM-organizmima upisane su u odgovarajuci upisnik koji vodi nad-
leZno ministarstvo. U ovaj upisnik je do 2019. upisano 19 institucija s ukupno 55
prijavljenih zatvorenih sustava za rad s GMO-om (laboratorija/ustrojbenih jedinica),
vecinom registriranih za najnizu razinu opasnosti 1, dok je za razinu opasnosti 2
registrirano 11 laboratorija, s time da je za obje razine rizik za ograni¢enu uporabu
GMO-a zanemariv ili malen.

10 Vrbié, Antonija (2011), Biotehnoloska proizvodnja terapijskog proteina filgrastima (diplomski
rad), PBF, Zagreb.

1 BICRO BIOCentar, hrvatski istrazivacki i razvojni centar, nacionalni resurs koji razvija mre-
zu zainteresiranih partnera u podruéju biotehnologije. Otvoren je 2015. u suradnji Hrvatskom agenci-
jom za malo gospodarstvo, inovacije i investicije (HAMAG-BICRO), Ministarstvom znanosti i obrazo-
vanja, SveuciliStem u Zagrebu i Gradom Zagrebom. Zamisljen je kao inkubacijski centar s laboratorijima
i uredskim prostorima ukupne povrsine oko 4500 m? kako bi, na znanju utemeljenim poduze¢ima u
nastanku, pruzio potrebne uvjete za obavljanje njihove djelatnosti u podrucju biotehnologije, a sve u
svrhu spajanja znanstvenih skupina i industrije radi komercijalizacije tehnologije.
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3. 2. Geneticko inZenjerstvo u hrvatskoj znanosti

Kad je Zakonom od 1902. podignut gospodarski odjel krizevackoga ucilista na rang
visega ucilista, u Krizevcima se stvara brojni znanstveni kadar, a mnogi bivsi studen-
ti postat ¢e poznati znanstvenici izvan Hrvatske. Najpoznatiji medu njima je Milislav
Demerec, hrvatsko-americki geneticar, koji je krace vrijeme radio u Krizevcima, ali
1919. odlazi u SAD te svojim radom u inozemstvu postaje jedan od najvaznijih geneti-
&ara svojega vremena (Serman 2013: 123). Od 1940. Demerec traga za organizmom koji
bi imao vrlo mnogo potomaka, pa u Cold Spring Harbor poziva Maxa Delbriicka i
Salvadora Luriju, te tako u laboratorije na velika vrata ulaze istrazivanja bakterija i
bakterijskih virusa — bakteriofaga (Serman 2013: 115). Rezistencija bakterije E. coli na
bakterijske viruse 1945. naznacuje prekretnicu u Demercevu radu i radu njegova la-
boratorija (Demerec 1933: 368, 1948: 63). Godine 1950. u Cold Spring Harbor dolazi i
Alfred Hershey koji zapocinje svoje poznate eksperimente s bakteriofagima. Hershey
Ce za ta istrazivanja 1969. dobiti Nobelovu nagradu za fiziologiju ili medicinu, koju ¢e
podijeliti s M. Delbriickom i S. Lurijom. Od 1941. u Cold Spring Harboru i Barbara
McClintock zapocinje svoja istrazivanja o nestabilnosti gena i kromosoma kukuruza,
te radi na otkric¢u transpozona, za koja ¢e 1983. dobiti Nobelovu nagradu za fiziologiju
ili medicinu (Serman 2013: 115). Od 1950. Demerec se posvema posvecuje genetici
mikroorganizama i sa svojim suradnicima utemeljuje bakterijsku genetiku, iz koje
izrasta suvremena molekularna biologija i danas$nja molekularna genetika (Demerec
1963: 1519). Potaknut otkri¢em transdukcije u bakterije Salmonella typhimurium Nor-
tona Zindera i Joshue Lederberga 1952., Demerec i cijeli njegov tim zapocinju analizu
gena koji kontroliraju sintezu raznih aminokiselina u bakterija. Ispitivanjem funkcio-
nalne organizacije bakterijskoga kruznoga kromosoma otkriva fenomen bliske veza-
nosti gena ¢iji proteinski proizvodi — enzimi — omogucuju ostvarenje sli¢nih funkcija.
Njegova otkric¢a bila su klju¢na za suvremeno razumijevanje funkcije gena i razvoj
genetiCkoga inZenjerstva. Nastavivsi suradnju sa znanstvenicima u Hrvatskoj, Stjepa-
nom Juricem, Aloisom Tavc¢arom i Albertom Ogrizekom, pomagao je jo$ od 1920-ih
razvoj biometrike i oplemenjivanja bilja na Agronomskom fakultetu u Zagrebu.

3. 2. 1. Geneti¢ko inZenjerstvo na Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu —
razvoj genetike industrijskih mikroorganizama

Pod vodstvom profesorice Vere Johanides, u Laboratoriju za industrijsku mikrobio-
logiju Tehnoloskoga fakulteta u Zagrebu (danas PBF), krajem 1970-ih prvi se put u
Hrvatskoj pocinje razvijati genetika industrijskih mikroorganizama (§u§kovic' 2019: 438).
0d 1979. pod vodstvom je M. Alacevié.? Godine 1980. naziv je promijenjen u Labo-

2 Alacevié¢, Marija (Makarska, 19. IV. 1929 — Zagreb, 25. IL. 2015), mikrobioloska inZenjerka.
Struc¢njakinja za mikrobiolosku genetiku u prehrambenoj i kemijskoj industriji. U Zagrebu je na PMF-u
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ratorij za biologiju i genetiku mikroorganizama, u kojem su nastavljena istrazivanja
oplemenjivanja industrijskih mikroorganizama primjenom klasi¢nih geneti¢kih me-
toda i metoda rDNA, posebice bakterija roda Streptomyces koje se koriste u proizvod-
nji antibiotika, kao i prou¢avanje molekularnih mehanizama mutageneze i popravka
DNA. Prof. Alacevi¢ bavila se genetikom industrijskih organizama, rekombinacija-
ma u streptomiceta, biosintezom histidina u vrsti Strepromyces rimosus, rekombina-
cijama medu sojevima te vrste te redoslijedom genetickih markera na njihovu kro-
mosomu i njihovim genetickim mapiranjem. Radedi na organizmima koji proizvode
antibiotike, bila je dugogodi$nja suradnica farmaceutskoga poduzec¢a PLIVE. Sa
svjetski poznatim geneticarem Miroslavom Radman, Alacevic je 1978. iznijela zami-
sao o prvom Centru za molekularnu genetiku, kao medunarodnom centru koji ¢e
pod pokroviteljstvom Ujedinjenih naroda djelovati u Splitu, ali ta zamisao tada nije
zazivjela. U preinacenu obliku sredinom 2000-ih ostvarena je kao splitski Medite-
ranski institut za istrazivanje zivota (MedILS) (Rudez 2013: 87).

Od 1980-ih na PBF-u djelovao je profesor Zoran Zgaga, biotehnoloski inZe-
njer, stru¢njak za molekularnu biotehnologiju i utemeljitelj istrazivanja genetike kva-
saca u Hrvatskoj. Podrudja su njegova znanstvenoga i stru¢noga interesa bila mole-
kularna biotehnologija i geneti¢ko inZenjerstvo u biotehnologiji, narocito istrazivanja
u kvascima. Istrazivao je u¢inkovitost homologne rekombinacije koristeci integraciju
plazmida (jednolancanoga i dvolan¢anoga) u kromosom kvasca. Predavao je kolegije
Molekularna genetika, Geneticko ingenjerstvo, Izolacija, konstrukcija i odrZavangje pro-
izvodnog soja te Genetika eukariota. Takoder se bavio proucavanjem palindroma u
genomima i mehanizmima zamjene gena u kvasca. Jedan je od utemeljitelja Hrvat-
ske udruge genetic¢kih inZenjera (HUGI)" neprofitne udruge znanstvenika i struc-
njaka Hrvatske koji u svojoj znanstvenoj i stru¢noj praksi primjenjuju geneticko in-
zenjerstvo. Udruga je osnovana 2001. u Zagrebu, a najvazniji motiv za osnivanje bilo
je strucno i objektivno izvjeStavanje javnosti sredstvima javnoga priop¢avanja o te-
meljnim spoznajama i primjeni geneti¢koga inZenjerstva. Clanovi Udruge nastoje
unaprijediti razvoj genetickog inZenjerstva u Republici Hrvatskoj, stru¢no i objek-
tivno predstaviti geneticko inZenjerstvo najsiroj javnosti, sudjelovati u izradbi pravil-

1954. diplomirala biologiju, a na Tehnoloskome fakultetu 1965. doktorirala disertacijom Interspecijske
rekombinacije vrsta roda Streptomyces (mentorica V. Johanides). Radila je 1956-79. na Kemijsko-tehnolos-
kome te 1956-94. na Prehrambeno-tehnoloskom odjelu Tehnoloskoga fakulteta (danas PMF), od 1978.
kao redovita profesorica. Predavala je kolegije iz genetike mikroorganizama, za $to se usavrsavala u
Rimu 1961. i 1964. Bila je predstojnica Zavoda za biokemijsko inZenjerstvo 1990-95. te voditeljica Labo-
ratorija za biologiju i genetiku mikroorganizama 1979-94. Umirovljena je 1994. Autorica je mnogobroj-
nih radova te je objavljivala u ¢asopisima Nature (1963), Mikrobiologija (1965), Journal of Genetical Micro-
biology (1973), Mutation Research (1991) i dr. Suosnivadica je Hrvatskoga genetic¢kog drustva (1978).
Dobitnica je Nagrade »Ruder Boskovic¢« 1981. Od 1997. je professor emeritus Sveucilista u Zagrebu. Po-
datci preuzeti s https:/tehnika.lzmk.hr/alacevic-marija/ (pristupljeno 30. VI. 2020).

B Podatci preuzeti s http://www.hugi.hr/ (pristupljeno 30. VL. 2020).
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nika i zakona o genetiCkom inzenjerstvu, te nastavnoga plana i programa iz podruc-
ja biologije i genetike, sudjelovati u zastiti ljudskoga zdravlja, bioloske raznolikosti i
okolisa, te znanstveno i stru¢no suradivati s pojedincima, udrugama i institucijama.
Od 2011. Udruga dodjeljuje nagradu, koja nosi ime prof. Zgage, za najbolji diplomski
rad u kojem se primjenjuju metode genetickoga inZenjerstva.

3. 2. 2. Geneticko inZenjerstvo na Institutu Ruder Bos§kovi¢ — razvoj i
utemeljenje metoda

U Hrvatskoj, samo tri godine nakon otkrica strukture DNA (1953), u IRB-u formi-
rala se mala jezgra istrazivaca (Branimir Miletié, Zeljko Kuéan, Dina Keglevi¢) koja
—u skladu s op¢im tendencijama istrazivanja Instituta u tom razdoblju — pocinje is-
pitivati djelovanje zracenja na DNA. Rad na podrucju molekularne biologije ukljuci-
valo je istrazivanje radiobioloskih u¢inaka na razini stanice metodama biofizike, bio-
kemije, mikrobiologije, citologije i genetike. ZapocCeta su istrazivanja virusa,
bakterija i zivotinjskih stanica u kulturi. Ve¢ na pocetku rada otkriveno je da gama-
-zraCenje razgraduje DNA u bakterijama i mnogo godina laboratorij je zadrzao
ugledno mjesto u svjetskim okvirima na istrazivanju te pojave. U usporednim istra-
zivanjima otkriveno je da gama-zracenje prouzrokuje razgradnju dijela RNA ozrace-
nih bakterija. Fotorestauracija (oporavak pod utjecajem svjetlosti), kao aktualna pro-
blematika u to doba, takoder se istrazivala u bakterijskim sustavima.

Uspjesan razvoj znanstvenih istrazivanja u 1960-ima i 1970-ima vrlo je brzo
obogacen suradnjama IRB-a s farmaceutskom i kemijskom industrijom. Izravna su-
radnja Instituta s PLIVOM zapocela je 1967. ugovorom Tetraciklinski antibiotici. Su-
radnja se pro$iruje sklapanjem jo$ nekoliko manjih ugovora, a 1970. sklapa se velik
ugovor Pepridi i proteini, koji je angaZirao gotovo cijeli Odjel organske kemije i bioke-
mije. Tijekom godina suradnja se usmjeravala prema specificnim temama (beta-lak-
tamski antibiotici, bioloski aktivni peptidi, enzimi), koje obuhvacaju zasebni ugovo-
ri. Neosporno, suradnja Instituta i PLIVE bila je tada iznimno uspje$na: u tih deset
godina iz devet ugovora proizaslo je 20 patenata, a desetak suradnika PLIVE speci-
jaliziralo se u Institutu i steklo zvanje magistra ili doktora znanosti. Gledajuci s ka-
drovske strane, broj zaposlenika u znanstvenom sektoru u Institutu u razdoblju
1971-79. iznosio je oko 500. Zanimljiv podatak jest i srednja dob istrazivaca: 1979. ona
je iznosila 37,5 godina. Mladi su ljudi, dakle, u Institut dolazili, a suradnici s vis§im
akademskim zvanjima odlazili iz Instituta. Iz Instituta je do tada na fakultete preslo
vise od 100 istrazivaca, a u industriju oko 120 istrazivaca. Iskustva steCena radom u
molekularnoj biologiji i genetici usmjerila su istrazivace na podrucje genetickoga
inZenjerstva, za primjenu koja su bili zainteresirani i zdravstvo i privreda. Iz inozem-
nih znanstvenih institucija dobiveni su Cisti, srodeni sojevi laboratorijskih Zivotinja i
standardne kulture Zivotinjskih stanica, te bakterija i virusa. Tako je 1970-ih u Insti-
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tutu formiran vlastiti uzgoj laboratorijskih Zivotinja i banka stani¢nih kultura, $to je
bio pionirski pothvat u nasoj zemlji.

Razvoj metoda i utemeljenje genetickoga inZenjerstva u Hrvatskoj zapoceo
je 1970-ih godina, kada je Republi¢ka zajednica za znanstveni rad na prijedlog
IRB-a i PLIVE u okviru zajedni¢koga ugovora pocela financirati izrazito priori-
tetno istrazivanje konstrukcije stabilnih bifunkcionalnih vektora (dvojnih plazmi-
da) za prijenos gena izmedu Streptomyces spp., vaznih industrijskih proizvodaca
antibiotika, i bakterije E. coli pod naslovom »Primjena genetickog inZenjerstva u
biotehnologiji: konstrukcija plazmida za kloniranje gena kod streptomiceta, indu-
strijskih proizvodaca antibiotika«. Naime, Republicki fond postao je glavni finan-
cijer Instituta u razdoblju 1971-75., kada je nastupilo doba samoupravljanja uz
»ourizaciju« (Rudez 2017: 11). Naime, Institut se 1974. poceo organizirati u OOUR-e
(Osnovne organizacije udruzenoga rada). Osnivanjem SIZ-ova (samoupravnih in-
teresnih zajednica) 1976., oni postaju glavni izvor institutskih sredstava, a ukidaju
se 1990. osnivanjem Ministarstva znanosti tehnologije i informatike Republike
Hrvatske. Molekularno-geneticka istrazivanja streptomiceta dozivjela su uzlet tih
godina, medutim jo$ uvijek je nedostajalo prikladnih vektora za kloniranje gena.
Postignuti su se rezultati ukljucivali u op¢i fond znanja na tom podrucju, §to je
urodilo porastom drustvene uloge znanstvenih djelatnika i odgovaraju¢im doma-
¢im i medunarodnim priznanjima. Kronologiju zbivanja povezanih s temom ge-
netickoga inzenjerstva od pocetka 1970-ih nemoguce je zamisliti bez udjela profe-
sora Z. Kuc¢anal4, u skladu s ¢injenicom §to mu je neosporno priznat status jednoga
od vodecih hrvatskih biokemicara. Glavno podrucdje interesa mu je biokemija nu-

4 Kudan, Zeljko (Zagreb, 24. V. 1934), biokemicar. Zavrsiv§i gimnaziju u Zagrebu 1953. upisao
je biokemiju na Kemijskom odjelu PMF-a. Tijekom studija dobio je stipendiju IRB-a. Diplomirao je 1958.
(Pokusaj izolacije aktivne tvari iz Monilia laxa, mentor K. Balenovic), a doktorat kemijskih znanosti po-
stigao 1964 (Studij poremecaja biosinteze deoksiribonukleinske kiseline nakon X-zracenja, mentor B. Mile-
ti¢). Od 1958. do 1983. radio je u IRB-u, isprva u Radiobioloskom odjelu, a zatim u Odjelu Organske ke-
mije i biokemije. Bio je procelnik Odjela organske kemije i biokemije 1972-76., osniva¢ i voditelj
Laboratorija za biosintezu, a nekoliko je puta bio biran za tajnika Znanstvenoga vijeca Instituta. Godine
1972. bio je izabran za docenta, a odmah zatim i za izvanrednoga profesora biokemije u Zavodu za or-
gansku kemiju i biokemiju PMF-a. Godine 1983. posve prelazi na Fakultet kao redoviti profesor bioke-
mije. Od 1985. do 1988. bio je procelnik Kemijskoga odjela, od 1988. predstojnik Zavoda za organsku ke-
miju i biokemiju, a od $k. god. 1990/91. do 1993/94. dekan Fakulteta. Od 1995. do 1999. bio je predstojnik
novoosnovanoga Zavoda za biokemiju, a do 2000. i prodekan za ulaganja PMF-a. Vise od Sest godina je
proveo u inozemnim znanstvenim institucijama. Od 1961. do 1963. boravio je u laboratoriju nobelovca
Fritza Lipmanna u Rockefellerovu institutu u New Yorku, gdje je zapoceo istrazivanja biosinteze pro-
teina. Od 1969. do 1972. radio je kao gostujudi istrazivac¢ u laboratoriju R. W. Chambersa na Odsjeku
za biokemiju Sveudilista u New Yorku te bio i gostujuéi profesor biokemije u $k. god. 1977/78. 1 1978/79.
Bio je predsjednik Hrvatskoga biofizickog drustva, u dva navrata predsjednik Hrvatskoga biokemijskog
drustva, dugogodi$nji ¢lan redakcija ¢asopisa Croatica Chemica Acta i Periodicum Biologorum, organiza-
tor medunarodnih i domacih ljetnih §kola, kongresa i sl. Redoviti ¢lan HAZU od 1991. Dobitnik je Re-
publicke nagrade za znanstveni rad »Ruder Boskovié« (1991). Nositelj je Reda Danice hrvatske. Podatci
preuzeti s https:/dizbi.hazu.hr/a/?pc=i&id=50250 (pristupljeno 16. VI. 2020).
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kleinskih kiselina i njihova uloga u biosintezi proteina. Bududi da se radi o podruc-
ju biokemije, koje se naziva i molekularnom biologijom, kemicari ga ¢esto smatraju
Cistim biologom, a biolozi Cistim kemic¢arom. Nukleinske kiseline — ¢ija struktura
dvostruke zavojnice omogucuje svoju vlastitu replikaciju, dakle nasljedivanje ge-
neti¢ke informacije, te proteini — kao osnovni nosioci Zivota i biokemijskih reakci-
ja ¢inili su vazna podrucja istrazivanja Instituta, koja su uglavnom biokemijskoga
karaktera, tj. polazila su od izolacije makromolekule iz prirodnoga materijala s
kona¢nom svrhom da se ispitaju njene reakcije pod biolo§kim uvjetima. Ve¢ 1975.
u OOUR-u Organske kemije i biokemije (OKB, slika 3) istrazivali su se izolacija i
odredivanje struktura polimera iz stani¢ne ovojnice bakterija, mehanizam trans-
formacije stanica onkogenim virusima, katabolizam pirimidina u bakterija, inter-
akcija specifi¢nih enzima sa tRNA (transfer RNA), izolacija i karakterizacija enzi-

Slika 3. Institut Ruder Boskovi¢ - OOUR Organske kemije i biokemije (OKB).
Preuzeto iz Spomenice Instituta Ruder Boskovic uz 30. godinu osnutka (1950.-1980.).
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ma vezanih uz metabolizam nukleinskih kiselina, proteina, peptida i njihovih
prekursora. Takoder, radilo se na dva projekta s PLIVOM: Ispitivanje djelovanja
antibiotika u ekstraktima bakterija i [zolacija i karakterizacija nekih hidrolitickih en-
zima (voditelj Z. Kuéan). Godine 1976. u OOUR-u OKB-a radila su 32 istrazivaca,
14 asistenata postdiplomanada te 15 tehnickih suradnika. Iste je godine profesor
Kudan osnovao je Laboratorij za biosintezu IRB-a unutar OOUR-a OKB-a, u ko-
jem su neko vrijeme proveli istrazivac¢i Vera Gamulin, Ira Kucan, a poslije Miro-
slav Plohl, Purdica Ugarkovi¢ i Ivana Weygand-Durasevi¢, kasnije docentica i
profesorica na PMF-u. Upravo u Laboratoriju za biosintezu IRB-a utemeljile su se
metode genetickoga inZenjerstva u Hrvatskoj, a znanje se razmjenjivalo s PLIVOM
is nekoliko godina kasnije osnovanim laboratorijem, danas zvanoga Laboratorij za
biologiju i genetiku mikroorganizama, koji je na PBF-u 1980. osnovala M. Alace-
vi¢. U 1980-ima naglo je poraslo specijalisticko poznavanje metodologije i aktualne
problematike znanstvenoga rada, §to je unaprijedilo istrazivacke mogucnosti i re-
zultate. Vec 1976. u Laboratoriju za biosintezu zapocinju istrazivanja procesa bio-
sinteze proteina, izolacija i karakterizacija enzirna vezanih uz funkciju tRNA te
analiza interakcije proteina s tRNA. Ubrzo, u Laboratoriju za biosintezu IRB-a
metodologijom rekombinantne DNA isprva se istrazivala primarna struktura, ge-
nomska organizacija te regulacija ekspresije gena kod E. coli, kvasaca i streptomi-
ceta. Istrazivanja organizacije, strukture i nacina ekspresije gena za tRNA iz bak-
terije S. rimosus rezultirala su odredivanjem primarne strukture nekoliko gena za
tRNA. Kasnije su se bavili analizom promotorskih i terminatorskih regija gena,
proucavala se fotoreaktivnost neuobicCajenih nukleozida, organizacija genoma
kukca brasnara, te odnos strukture i funkcije nukleinskih kiselina na modelu
tRNA iz kvasca, a neka od tih istrazivanja odvijala su se u suradnji s Kemijskim
odsjekom PMF-a u Zagrebu. U ranim 1980-im godinama u Laboratoriju su us-
postavljene brojne metode genetickog inZenjerstva, kao §to su: izolacija i detekcija
plazmida u E. coli i Streptomyces lividans, transformacija DNA, izolacija ¢iste DNA
plazmida ultracentrifugiranjem u gradijentu cezijeva klorida i etidijeva bromida,
elektroforeza na gelu agaroze i poliakrilamida, obiljezavanje krajeva DNA i tRNA
radioaktivnim izotopom fosfora *?P, metoda prijenosa kromosomske i plazmidne
DNA s agaroznog gela na nitrozelulozne filtre kao i hibridizacija DNA. Specific-
nim nukleolitickim cijepanjem i zatim enzimskim spajanjem plazmida pBR322 i
pIJ350 dobiven je Zeljeni bifunkcionalni vektor, tj. plazmid pogodan za ugradnju
stranih gena koji se dobro umnozava u dvije vrste bakterija. U to istrazivanje bile
su ukljucene istrazivacke grupe okupljene oko prof. Alacevic (Alacevi¢ 1973: 173) s
PBF-a, PLIVINA Istrazivackoga instituta, prof. Ku¢ana s PMF-a i Vere Gamulin
iz IRB-a. Klju¢ni korak u realizaciji nac¢inile su V. Gamulin i J. Pigac (slika 4) koje
su 1985. nakon dugotrajne selekcije uspjesno konstruirale vektor pZGl te potom i
nekoliko drugih bifunkcionalnih plazmidnih vektora za prijenos gena izmedu
Strepromyces spp. i bakterije E. coli (Durajlija 1991: 317). Plazmid pZGl bio je prvi
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rekombinantni ekspresijski vektor konstruiran u Hrvatskoj i to je otkric¢e objavlje-
no 1988. godine (Pigac 1988: 222). Potom se istrazivala strukturna nestabilnost bi-
funkcionalnoga plazmidnog vektora pZGl u sojevima Streptomyces lividans i
Strepromyces rimosus, te se nastavilo s konstrukcijom novih bifunkcionalnih vekto-
ra s potencijalno stabilnijim svojstvima. Kasnije konstruirani plazmidi pZG5 i
pZG6 uspjesno su koristeni za unos nekoliko homolognih gena za tRNA u S. rimo-
sus. V. Gamulin neosporno je bila jedna od klju¢nih osoba u molekularnoj biologiji
u Hrvatskoj, koja je prva prepoznala vaznost tehnologije rekombinantne DNA.
Pocetkom 1980-ih odlazi na Sveuciliste Yale, u laboratorij profesora Dietera Solla,
gdje je kao poslijedoktorski student radila na karakterizaciji gena za tRNA i na
proucavanju reakcije aminoaciliranja tRNA. Dvogodisnji boravak na Sveucilistu
Yale u velikoj je mjeri oznacio njezinu znanstvenu karijeru, tijekom koje je cijelo
vrijeme proucavala strukturu razli¢itih gena i njihove evolucijske odnose. Po po-
vratku u IRB glavni znanstveni interes bio joj je proucavanje gena za rRNA (ribo-
somska RNA) i tRNA u industrijski vaznim bakterijama roda Strepromyces, te
konstrukcija bifunkcionalnih ekspresijskih vektora. Kasnije, tijekom 1990-ih godi-
na, njezin znanstveni interes okrenuo se viSe prema molekularnoj evoluciji mor-
skih spuzava (Cetkovi¢ 2007: 332). Krajem 2004., zahvaljujuéi njezinom visegodis-
njem zalaganju i sredstvima MZOS-a za nabavku krupne opreme, u Zavodu za
molekularnu genetiku IRB-a uspostavljen je uredaj za automatsko sekvenciranje
DNA (DNA-sekvenator), ¢ime se utemeljio servis za ocCitavanje slijeda nukleotida
molekula DNA dostupan svim znanstvenicima — prva servisna djelatnost toga tipa

Slika 4. Znanstvenice dr. sc. Jasenka Pigac (PLIVA), prof. dr. sc. Marija Alacevi¢ (PBF) i dr. sc. Vera
Gamulin (IRB) i ¢lanovi njihovih istrazivackih skupina zasluzni su za uspje$no provodenje izrazito
prioritetnoga istrazivanja konstrukcije stabilnih bifunkcionalnih vektora (dvojnih plazmida) za
prijenos gena izmedu Streptomyces spp., vaznih industrijskih proizvodaca antibiotika, i bakterije E. coli,
pod naslovom Primjena genetickog inZenjerstva u biotehnologiji: konstrukcija plazmida za kloniranje gena
kod strepromiceta, industrijskih proizvodaca antibiotika, koje je rezultiralo konstrukcijom prvoga
rekombinantnoga vektora u Hrvatskoj (pZGl).
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Slika 5. Prvi automatski uredaj za sekvenciranje molekula DNA u Hrvatskoj instaliran 2004. u
Laboratoriju za molekularnu genetiku Zavoda za molekularnu biologiju IRB-a koji djeluje kao servisna
djelatnost koju su uspostavile Vera Gamulin i Helena Cetkovi¢ (https://www.irb.hr/Istrazivanja/
Kapitalna-oprema/DNA-sekvenator-ABI-PRISM-R-3100-Avant-Genetic-Analyzer).

Slika preuzeta s mreznoga izvora http:/fulir.irb.hr/205/1/Rudjer%282005%29vol6_br3_4.pdf

u Hrvatskoj (slika 5). DNA-sekvenator je uredaj kojim se odreduje slijed nukleotida
u molekuli DNA. Naime, prirodni supstrati za sintezu DNA su nukleotidi. Enzimi
koji sintetiziraju DNA mogu ugraditi u rastudi lanac i analoge nukleotida, uzroku-
juci zaustavljanja daljnje sinteze DNA lanca. Svaki analog nukleotida obiljeZen je
drugom fluorescentnom bojom. Na kraju reakcije nastaje smjesa fragmenata DNA
koji se razlikuju duljinom samo za jedan nukleotid. Tijekom elektroforeze fluores-
centno obiljeZeni odsje¢ci putuju u okomito postavljenom gelu, a detekcija se pro-
vodi sustavom koji ukljucuje laserski ¢itac. Signali se automatski pohranjuju i racu-
nalno obraduju.

Istaknuti hrvatski molekularni geneti¢ar, akademik Zeljko Trgovéevic®, od
1964. djelovao je u IRB-u, a doktorirao je pod mentorstvom Z. Kudéana. Isprva je

15 Trgoveevié, Zeljko (Zagreb, 22. V. 1939 — Zagreb, 21. 1. 2000), molekularni geneti¢ar. Na Me-
dicinskom fakultetu u Zagrebu diplomirao 1963. i doktorirao 1968. Usavrsavao se na Medicinskom fa-
kultetu Sveudilista Yale (1972-75). Od 1964. djelovao je u IRB-u, gdje je isprva istrazivao razgradnju, a
potom popravak i replikaciju DNA u ozracenih bakterija. Sluzedi se slozenim tehnikama, u kojima su
enzimi za popravak ili replikaciju DNA bili proizvod bakterijskoga genoma, ili su bili uneseni u bakte-
rijsku stanicu preko plazmida ili bakteriofaga, otkrio je uloge pojedinih rekombinacijskih proteina u
tim procesima. Bio je redoviti profesor na PMF-u u Zagrebu, gdje je predavao kolegij Molekulana gene-
tika. Bio je ¢lan mnogih medunarodnih i domacih znanstvenih drustava te Nacionalnoga vijec¢a za
znanost. Od 1992. bio je redoviti ¢lan HAZU. Nagraden je Nagradom za znanstveni rad »Ruder Bosko-
vic« 1990. Podatci preuzeti s https://www.enciklopedija.hr/natuknica.aspx?id=62222 (pristupljeno
22. V1. 2020.)
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istrazivao razgradnju, a potom popravak i replikaciju DNA u ozracenih bakterija
(Trgoveevic 1967:193). Ipak, tek kad je M. Radman otkrio inducirani popravak DNA,
tzv. SOS-popravak, postalo je jasno da je degradacija DNA bila pokusaj bakterija da
poprave o$teCenja genoma nastala zracenjem (Rudez 2013: 73). Trgovcevié, sluzedi se
slozenim tehnikama, u kojima su enzimi za popravak ili replikaciju DNA bili pro-
izvod bakterijskoga genoma, ili su bili uneseni u bakterijsku stanicu s pomocu plaz-
mida ili bakteriofaga, otkrio je uloge pojedinih rekombinacijskih proteina u tim pro-
cesima i znatno pridonio razvoju molekularne genetike u Hrvatskoj. Jedan je od
osnivaca Zavoda za molekularnu biologiju na IRB-u i dugogodisnji direktor moleku-
larno-bioloskoga programa istrazivanja Struktura, funkcija i evolucija stanicnog geno-
ma. Biokemijska istrazivanja spojio je s molekularno-genetickima te pratio sudbinu
bakteriofaga u ozraCenoj stanici. Tako je otkrio da radiosenzitivnost bakterije odre-
duju u medusobnoj interakciji dva rekombinacijska sustava: sustav bakterije i sustav
faga. Istrazivao je uloge pojedinih enzima u tom procesu, a narocito proteina za ve-
zanje jednolan¢anog DNA enzima RecBCD. U istrazivanjima mikrobijalne radiobio-
logije utvrdeno je da provirusni dio bakterijskoga kromosoma — pod stanovitim
uvjetima — moZe povecati otpornost bakterije-domacina. IstraZivala se i pojava pre-
tvorbe provirusa u virus. Utvrdeno je da se prve faze razvojnoga ciklusa bakteriofa-
ga lambda (to je virus koji parazitira u bakterijama) odvijaju u sustavu iz vitro, bez
prisutnosti Zive stanice, tj. u izoliranim frakcijama stani¢ne membrane i stijenke. Bio
je aktivan ¢lan Hrvatskoga genetickog drustva (predsjednik 1982-83). Osnovni cilj
Drustva je okupljanje geneticara i stru¢njaka srodnih struka radi unapredivanja svih
podrucja genetike, pruzanje strucne i znanstvene pomoci u cilju poboljSanja nastave
iz genetike na fakultetima i popularizacije genetike, odrzavanje javnih sastanaka,
predavanja, kolokvija, seminara i teCajeva iz podrucja genetike, biokemije i moleku-
larne genetike, genetickoga inZenjerstva, mutageneze, oplemenjivanja organizama i
populacijske genetike. Takoder ¢lanovi Drustva sudjeluju u organizaciji znanstve-
nih skupova i kongresa, te pruzanju stru¢ne pomoci pri izradi pravilnika, ekspertiza
i analiza s navedenih znanstvenih podrucja. Drustvo je sluzbeno pocelo s radom
1978. godine. Prva predsjednica Drustva bila je prof. dr. sc. Ljiljana Zergollern (1978-80),
a potom su Drustvo vodili akademik Mirko Vidakovi¢ (1980-82), akademik Zeljko
Trgovcevi¢ (1982-84), akademkinja Sibila Jelaska (1984-87), akademik Andrija Ka-
stelan (1987-89), dr. sc. Jasenka Pigac (1989-96), prof. dr. sc. Drazena Papes$ (1996—
2002), dr. sc. Burdica Ugarkovic¢ (2002—-07), prof. dr. sc. Jasna Franekic¢ Coli¢ (2007-11),
prof. dr. sc. Verica-Garaj-Vrhovac (2011-15), prof. dr. sc. Hrvoje Sar&evié¢ (2015-19) i
prof. dr. sc. Ivan KreSimir Svetec (od 2019). Prvi znanstveni sastanak Hrvatskoga
genetickog drustva odrzan je u Osijeku 1979., a organizirali su ga ¢lanovi Poljopri-
vrednoga instituta u Osijeku koji su tom prigodom uspjeli okupiti velik broj ugled-
nih geneticara i oplemenjivaca bilja. Takoder 1979. u Tucepima je odrzan kongres

6 MreZna stranica Hrvatskoga genetickog drustva https://pubweb.carnet.hr/genetika/
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Ninth Annual Meeting of European Environmental Mutagen Society (EEMS) koji je
organizirala profesorica M. Alacevi¢, nakog Cega je u Hrvatskoj, Sloveniji i Srbiji
poceo nagli razvoj istrazivanja na podruc¢ju mutageneze. Hrvatsko geneticko drus-
tvo od 2001. dodjeljuje Nagradu »Zeljko Trgovéevié« najboljim mladim znanstveni-
cima iz podrucja molekularne biologije. Nagrada se dodjeljuje jednom godisSnje mla-
dom znanstveniku za izniman znanstveni rad izraden u Hrvatskoj i objavljen u
vrhunskom casopisu.

Znanstvenici IRB-a uspje$ni su u komercijalizaciji proizvoda dobivenih gene-
tickim inZenjerstvom. Od 1990-ih znanstvenici Instituta, Lea Vojta i Hrvoje Fulgosi,
proucavali su protein TROL, kljuc¢an u fotosintezi i biogenezi biljaka (Juri¢ 2009:
783). Najprije su u biljci uro¢njak (lat. Arabidopsis thaliana) pronasli gensku sekvencu
za taj protein, potom su stvarali biljke s eliminiranim genom za TROL, no nedosta-
jala je mogucnost stvaranja antitijela (seruma) za taj protein. Uspjeh je ostvaren 2019.
razvojem biotehnoloskoga procesa proizvodnje proteina uz pomo¢ genetickoga inze-
njerstva (tehnologijom rDNA), proc¢is¢avanjem proteina i na kraju dobivanjem anti-
tijela za taj protein imunizacijom zeceva. Postoji mogucénost skore komercijalizacije
seruma buducdi da je njegovo koriStenje nezaobilazno u istrazivanjima fotosinteze,
odnosno razli¢itih metoda ¢iséenja atmosfere, istrazivanjima alternativnih izvora
energije, fotosinteze u algama i cijanobakterijama te proizvodnji biljaka otpornijih
na stres, koja su posljednjih godina iznimno vazna zbog klimatskih promjena.

3. 2. 3. Geneticko i proteinsko inZenjerstvo na Prirodoslovno-matematickom
fakultetu u Zagrebu

Biokemija se u Hrvatskoj isprva razvila u IRB-u i to u radioizotopnom laboratoriju
Dine Keglevi¢ i radiobioloskom Branimira Miletica u kojem je svoj rad zapo&eo Z.
Kucan 1958. Osim toga laboratorija, postojala su barem jo$ tri biokemijska laborato-
rija u IRB-a koje su vodili profesori Sveucili§ta u Zagrebu, Mihovil Prostenik, Viktor
Hahn i Kresimir Balenovi¢ (Rudez 2017: 72). Krajem 1950-ih Balenovic je preselio
svoj laboratorij s IRB-a na Strossmayerov trg 14. Mileti¢eva je radiobiologija pocivala
na koncepciji da treba istrazivati ostecenja nasljedne tvari DNA na jednostavnim
modelima. Bila je to ponajprije bakterija E. coli,, a zatim bakteriofag lambda te napo-
kon animalne stanice. U toj skupini celularnih radiobiologa s IRB-a zapoceo je razvoj
molekularne biologije u Hrvatskoj. Kuc¢an je 1983. presao na PMF kao redoviti pro-
fesor biokemije pa se biokemijska znanost ubrzano razvija u Laboratoriju za bioke-
miju Kemijskoga odsjeka pod njegovim vodstvom, pokrenuvsi u svijetu aktualna,
istrazivanja nukleinskih kiselina i biosinteze proteina. Prof. Kucan je suotkrivac raz-
gradnje DNA u ozracenih bakterija i pokretac istrazivanja molekula tRNA u Hrvat-
skoj. Osnovao je i predavao sve biokemijske kolegije na zagrebackom PMF-u. Na
podrucju molekularne biologije vazno je njegovo otkrice 1961. u suradnji s B. Mileti-
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¢em (Miletic 1961: 343) da se dio genetickoga materijala DNA u ozracenih bakterija
metaboli¢ki depolimerizira (Mileti¢ 1964: 311), nakon Cega se ubrzo poceo baviti
istrazivanjem prevodenja geneticke poruke tj. biosinteze proteina (Kucan 1966: 229,
1971: 237-251; Trgovcevi¢ 1967: 193), a osobito uloge tRNA u tom procesu (Kucan
1971: 177, Nothig-Laslo 1985: 941). Pokazao je da inhibicija biosinteze proteina antibio-
ticima 4n vitro ovisi o sastavu prijepisa geneticke poruke, tj. 0o mRNA (Kudéan 1964:
516). Izolirao je tirozil-tRNA-sintetazu, proucavao interakcije toga enzima s tRNA i
odredio ulogu nekih nukleotida u bioloskoj funkciji tRNA. Studirao je i konforma-
cijske promjene tRNA i pronasao koji su dijelovi te makromolekule pri ¢itanju gene-
ti¢ke §ifre u kontaktu s ribosomom. Pronasao je nadalje da poliamin spermin pospje-
Suje tocnost i efikasnost Citanja geneticke poruke specificnim vezivanjem na tRNA
te da istim mehanizmima sprjeCava krivo Citanje kodona izazvano aminoglikozid-
nim antibioticima.

Eksprimiranje, proci§¢avanje i analiziranje rekombinantnih proteina u Hr-
vatskoj sustavno je zapocelo tijekom 1990-ih godina u Kucanovu laboratoriju u Za-
vodu za biokemiju PMF-a, u doba djelovanja profesorice I. Weygand-Durasevic’. Da
je Weygand-Durasevic bila fascinirana znanstveno-utemeljenim odnosom strukture
i funkcije proteina, dokazuje ¢itav niz primjera iz njezina interdisciplinarnog znan-
stvenog rada na podrucju biokemije i molekularne biologije (Weygand-Durasevic¢
1996: 2455; Lenhard 1997: 1136, 1999: 721; Rokov 1998: 497; LLandeka 2000: 160; Gruic-
-Sovulj 2001: 161; Bilokapi¢ 2004: 694, 2006: 2498; Godini¢ 2007: 2788; Godini¢ Mi-
kul¢i¢ 2011: 3396, 2014: 5191; Greber 2012: 145). Osobito se bavila aminoacil-tRNA-
-sintetazama te u svrhu njihova istrazivanja klonira gene za te enzime metodama
genetickoga inZenjerstva. Zacetnica je proteinskoga inZenjerstva u Hrvatskoj. Ami-
nokiselinski slijed proteina odnosno njegova primarna struktura zapisana je u geni-
ma, odnosno u molekuli DNA. Iako neki sadrze informaciju samo za molekule RNA,
geni izrazavaju svoj funkcionalni efekt stvaranjem proteina. Proteinsko inZenjerstvo
ukljucuje dizajniranje novih varijanti proteina pomoéu metoda geneti¢kog inZenjer-
stva i rekombinantne tehnologije DNA ¢ime se preinac¢uju kemijska, fizikalna i bio-
loska svojstva proteina. . Weygand-Durasevic¢ prva uvodi u uporabu mnoge kvasce-

7 Weygand-Durasevié, Ivana (Osijek, 15. VI. 1952 — Zagreb, 7. IV. 2014), biokemicarka. Skolova-
la se u Zagrebu, gdje je 1975. diplomirala na PMF-u. Iste godine zaposlila se kao asistentica u Zavodu za
biokemiju PMF-a. Stupanj magistre znanosti iz molekularne biologije stekla je 1978., a doktorice znano-
sti 1981. Za docenticu je izabrana 1988. godine, za izvanrednu profesoricu 1995., a za redovnu profesoricu
2000. U prosincu 2005. izabrana je u trajno zvanje redovne profesorice. Objavila je ukupno 60 znanstve-
nih radova, radovi su joj citirani oko 600 puta. Suautorica je udzbenika i stru¢nih radova. Vodila je ne-
koliko domadih projekata, a na sedam inozemnih projekata bila je ili glavni koordinator ili voditelj hrvat-
skoga tima. Bila je predstojnica Zavoda za biokemiju PMF-a u Zagrebu (1999-2014) i voditeljica smjera
Biokemija na poslijediplomskom studiju. Godine 2002. izabrana je za ¢lanicu suradnicu HAZU, a 2012.
za redovitu ¢lanicu. Dobitnica je Drzavne nagrade za znanost za 2005. godinu. Podatci preuzeti s http:/
info.hazu.hr/hr/clanovi_akademije/osobne_stranice/weygand/weygand_biografija/ (pristupljeno 18. VL.
2020).
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ve i bakterijske rekombinantne vektore za ekspresiju proteina i pohranjuje ih u
zbirku Zavoda za biokemiju. U Hrvatsku uvodi u uporabu plazmidne vektore tipa
pET u koji su Zeljeni geni ugradeni pod kontrolom inducibilnog promotora u svrhu
prekomjerne biosinteze proteina (ekspresije) u najcesée heterolognom domacinu. Po-
tice i usmjerava suradnike prema radu na konstrukciji novih plazmidnih vektora za
ucinkovitiju prekomjernu ekspresiju proteina. Nakon stjecanja diplome 1975. na
PMF-u u Zagrebu, odmah je u laboratoriju prof. Kucana pocela istrazivati molekule
tRNA, molekule klju¢ne u translaciji (prevodenju geneticke informacije). Vodena
silnom ambicijom, znatiZeljom i stras¢u da nauci novu tehnologiju, 1984. odlazi na
Sveuciliste Yale u SAD-u, gdje se ve¢ usavrsavala V. Gamulin, i tamo usvaja najsu-
vremenije metode geneti¢koga inZenjerstva koje su joj omogucile prekrajanje mole-
kula tRNA i proteina po vlastitoj zamisli. Na Sveucilistu Yale klonirala je gen za
kvascevu seril-tRNA-sintetazu, §to je i posvema odredilo smjer njezina buduceg
rada. Po povratku u Hrvatsku, uvela je u uporabu suvremene metode genetickoga
inZenjerstva i ustanovila metode proteinskoga inZenjerstva koje su omogucile uvode-
nje zeljene promjene na to¢no odredenom mjestu u makromolekuli i ekspresiju takva
proteina u stanici. Prof. Weygand-Durasevic trajno je tezila izvrsnosti i takve teZnje
narocito je poticala u mladih suradnika (slika 6). Razvila je intenzivnu suradnju La-
boratorija s mnogim istrazivackim institucijama u zemlji i inozemstvu (s Dieterom

Slika 6. Clanovi Zavoda za biokemiju PMF-a u Zagrebu na Kongresu Hrvatskoga drustva za
biokemiju i molekularnu biologiju 2004. S lijeva udesno: Ita Grui¢ Sovulj, Jelena Jaric,
Vlatka Godini¢ Mikul¢i¢, Boris Lenhard, Ivana Weygand-Purasevié, Zeljko Kucan, Sonja Lesjak,
Jasmina Rokov Plavec i Irena Landeka (privatna zbirka V. Godini¢ Mikul¢ic)
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Sollom sa SveuciliSa Yale i Nenadom Banom'® s ETH u Ziirichu, koji su i dopisni
Clanovi HAZU, te s Gregorom Anderluhom s Nacionalnoga instituta za kemiju iz
Ljubljane). U razdoblju 1998-2005. bila je kontakt osoba (engl. liaison officer) Interna-
cionalnoga centra za geneticko inZenjerstvo i biotehnologiju (ICGEB; Trst).

Uporaba tehnika rekombinantne DNA donijela je velik i vazan napredak u
molekularnoj biologiji tako da se na Fakultetima brzo mijenjaju nastavni programi i
osnivaju novi zavodi. Najmladi zavod u okviru BioloSkoga odsjeka PMF-a u Zagrebu
jest Zavod za molekularnu biologiju osnovan 1989. godine®. Glavni doprinos uteme-
ljenju Zavoda dali su profesori i suradnici Bioloskoga odsjeka (Sibila Jelaska, Drazena
Papes, Marijana Krsnik-Rasol, Biserka Nagy, Nikola Jureti¢, Greta Pifat-Mrzljak,
7. Trgovéevié, Jasna Ban, V. Deli¢, Z. Kucan, L. Weygand-Purasevic¢). Njihova nasto-
janja svesrdno su podrzavali nastavnici drugih odsjeka Fakulteta, u prvom redu ta-
dasnji predstojnik Zavoda za biokemiju Z. Kucan, a prva predstojnica Zavoda je bila
akademkinja S. Jelaska?®. Na novoosnovanome Zavodu za molekularnu biologiju
istoga fakulteta, utemeljila je Laboratorij za kulturu biljnoga tkiva. Glavno je pod-

8 Ban, Nenad (Zagreb, 3. V. 1966), molekularni biolog. Diplomirao je molekularnu biologiju na
PMPF-u u Zagrebu (1990). Doktorirao iz biokemije na Kalifornijskom sveucili§tu u Riversideu (1994). Od
1995. do 1999. djelovao na Sveudilistu Yale u New Havenu. Godine 1995. ve¢ je bio kristalografski struc-
njak s viSe od deset radova u vrhunskim ¢asopisima. Na Odjelu molekularne biofizike i biokemije Sve-
ucili$ta Yale, odnosno u laboratoriju profesora Thomasa Steitza, zapocinje rad na strukturi velike ribo-
somske podjedinice. Struktura je bila rijeSena u proljece 2000. Banova struktura velike ribosomske
podjedinice pruzila je prvi uvid u gradu neke stani¢ne ribonukleoproteinske Cestice (Ban 2000: 905).
Razotkrila je da je aktivno mjesto ribosoma gradeno isklju¢ivo iz RNA, pa je ribosom zapravo ribozim.
Za 1o je otkrice bio jedan od dobitnika Nagrade Newcomb-Cleveland, koju dodjeljuje Americko drustvo
za unapredenje znanosti. Njegovi se rezultati smatraju prekretnicom u istrazivanju sinteze proteina.
Ubrzo nakon $to je otkrice objavljeno, ujesen 2000., preselio se u Ziirich. Na Tehnickoj visokoj §koli
(ETH), u Ziirichu gdje je radio kao profesor strukturne molekularne biologije, 2007. je godine, u dobi od
samo 41 godine, postao redovitim profesorom. Biokemijskim, elektronskomikroskopskim i kristalograf-
skim metodama istrazuje ribosome, velike enzime i druge stani¢ne supramolekularne strukture. (http:/
info.hazu.hr/hr/clanovi_akademije/osobne_stranice/n_ban; pristupljeno 18. VI. 2020).

1 120 godina nastave prirodoslovlja i matematike na Sveudili§tu u Zagrebu (21. travnja 1876 —
21. travnja 1996).

20 TJelaska, Sibila (Ljubljana, 19. IX. 1938), biologinja. Gimnaziju zavrsila 1957. u Zagrebu, gdje je
diplomirala biologiju 1962. te 1972. doktorirala tezom Morfogeneza eksplantata bundeve uzgajanih in vitro
na PMF-u. Od 1963. bila je asistentica, a 1975-77. znanstvena suradnica u Institutu za botaniku. Od 1977.
bila je znanstvena suradnica u Botani¢kom zavodu PMF-a, 1980. postala je viSom znanstvenom suradni-
com, 1985. znanstvenom savjetnicom, a 1987. redovitom profesoricom. Nakon utemeljenja Zavoda za mo-
lekularnu biologiju 1989. presla je onamo kao prva predstojnica. Organizirala je laboratorij za kulturu
biljnih stanica na PMF-u. Usavrsivala se u Parizu u Laboratoire de biologie cellulaire (1972), studijski
boravila u SAD-u, Engleskoj, Njemackoj, Svedskoj i Francuskoj, a 1990-91. bila je gostujuca istraZivacica
na Sveudilistu u Berkeleyju. Umirovljena je 1999. Clanica je International Association of Plant Tissue
Culture od 1974. te 1976-90. nacionalna korespondentica za tadasnju Jugoslaviju, predsjednica Hrvatsko-
ga drustva za biljnu fiziologiju 1978-82, Jugoslavenskoga drustva za biljnu fiziologiju 1985-87. i Bioetic-
koga povjerenstva za pradenje genetski modificiranih organizama pri Vladi RH od 1999. Redovita je
¢lanica HAZU od 1997. te dobitnica Nagrade grada Zagreba 1984. i Nagrade za zivotno djelo 2000. Po-
datci preuzeti s http:/hbl.lzmk.hr/clanak.aspx?id=8357 (pristupljeno 8. VIL. 2020).
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rucje njezina znanstvenoga rada razvojna biologija bilja. Vazne je rezultate postigla u
indukciji somatske embriogeneze te regeneraciji i transformaciji biljnih vrsta u kul-
turama in vitro (Jelaska 1981: 285-292, 1984: 125; Mihaljevi¢ 2003: 313; Leljak-Leva-
ni¢ 2004: 120, 229; Bauer 2015: 3). Zacetnica je primjene razli¢itih tehnika kulture
biljnoga tkiva za potrebe klonskoga razmnozavanja biljnih vrsta i ozdravljivanja sad-
nica u Hrvatskoj. Aktivnost Zavoda u podrudju biljne biotehnologije temeljila se na
genetickom inZzenjerstvu. Transformacija posredovana agrobakterijama primjenjuje
se na viSe biljnih vrsta (hren, bundeva, Cetinjace, ukrasna kopriva, Se¢erna repa) u
istrazivanju metabolizma sekundarnih produkata (peroksidaze, ruzmarinska kiseli-
na, taksol) u transgeni¢nom tkivu, te prilikom istrazivanja diferencijacije i regenera-
cije biljne stanice. Istrazuje se mehanizam razvoja i regeneracije biljnoga organizma
in vitro u kontroliranim uvjetima radi dobivanja klonskih i/ili geneticki preinacenih
biljaka, proucavaju se mehanizmi razvoja biljaka na razini genske aktivnosti i epige-
netickih mehanizama u odredenim fazama razvoja biljke (Dunja Leljak Levanic,
Natasa Bauer, Nenad Malenica, Visnja Besendorfer), rabi se sustav CRISPR-Cas
(Ivana Ivancic¢-Bace, Vlatka Zoldos, Maja Matulié, P. Kora¢). Istrazivanja u Zavodu
za molekularnu biologiju zasnovana su na suvremenim metodama molekularne bio-
logije, biokemije, stani¢ne biologije, genetike, biofotonike i bioinformatike, te se pro-
vode na razli¢itim modelnim organizmima: bakterijama, kvascima, diktiostelidima,
beskraljeznjacima, biljkama, laboratorijskim Zivotinjama i stanicama sisavaca u kul-
turi. Podrudja istrazivanja mogu se sazeti u nekoliko $irih tema: replikacija, rekombi-
nacija i popravak DNA, odnosno procesi vezani uz odrzavanje genetiCkoga materi-
jala, geneticka varijabilnost i stvaranje novih vrsta; organizacija genoma i repetitivne
sekvence DNA; transkripcija i translacija geneticke poruke, odnosno procesi vezani
uz ekspresiju geneticke poruke; molekularni procesi vezani uz regulaciju stani¢ne
diobe, diferencijacije, rasta i starenja; molekularni procesi ukljuceni u stani¢ni odgo-
vor na citostatike i antibiotike, kao i na nastanak rezistencije; geneticka pozadina i
regulatorni mehanizmi neurotransmisije; molekularni regulatori fotosinteze; fiziolo-
gija, biokemija i strukturna biologija biljnih hormona; dinamicki procesi u citoskele-
tu; evolucija gena i genoma kao trajni proces u Zivom svijetu. Vazna je uloga Zavoda
za molekularnu biologiju u nastavi i poucavanju studenata u temeljitu razumijeva-
nju bioloskih procesa na molekularnoj razini i rasvjetljavanju osnovnih zakonitosti
zivota, kao i osposobljavanju mladih stru¢njaka za profesionalni rad u molekularnim
bioznanostima, uklju¢ujuci geneti¢ko inZenjerstvo, biomedicinu i biotehnologiju.

3. 2. 4. Primjena genetickoga inZenjerstva u Hrvatskoj

Osim u farmaceutskoj industriji, geneti¢ko inZenjerstvo danas se u hrvatskoj znan-
stvenoj zajednici Cesto rabi u dizajniranju proteina de novo ili u preinac¢ivanju struk-
ture pojedinih dijelova proteina u svrhu eksprimiranja, proc¢i§¢avanja i analiziranja
rekombinantnih proteina, posebice fuzijskih (proteinsko inZenjerstvo). Proteinskim
inZenjerstvom uvode se promjene u aminokiselinskom sastavu proteina, §to omogu-
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¢uje dobivanje proteina novih svojstava, odnosno dizajniranih proteina. U Zavodu
za biokemiju PMF-a, prof. Weygand-Durasevic otkrila je, sa svojim suradnicima (sli-
ka 6), novu skupinu i trodimenzionalnu strukturu atipi¢nih seril-tRNA-sintetaza
(Silvija Bilokapic), analizirala medudjelovanja proteina i otkrila nove makromoleku-
larne komplekse aminoacil-tRNA-sintetaza i ribosoma (Vlatka Godini¢ Mikul¢ic,
Sanda Rocak), analizirala evoluciju i strukturu seril-tRNA-sintetaza (Boris Len-
hard), istrazivala nekanonske uloge homologa seril-tRNA-sintetaza izvan translacije
i biosinteze proteina (Marko Mocibob) te analizirala razlike u mehanizmu amino-
acilacije aminoacil-tRNA-sintetaza (Ita Grui¢ Sovulj, Jelena Jari¢). Od tada pa do
danas u Zavodu za biokemiju PMF-a pripremljeno je vise od stotinu rekombinant-
nih proteina od kojih su mnogima svojstva bila preinacena genetickim i proteinskim
inZenjerstvom, a rabe se za detaljnu analizu strukture i funkcije proteina aminoacil-
-tRNA-sintetaza te za odredivanje njihova unutarstanicnog smjestaja (Jasmina Ro-
kov Plavec). U novije su doba u Hrvatskoj, mahom na fakultetima (Farmaceutsko-
-biokemijskom fakultetu, Zagreb; PBF-u, Zagreb; Medicinskom fakultetu, Rijeka;
Medicinskom fakultetu, Zagreb; PMF-u, Zagreb; Fakultetu kemijskoga inZenjerstva
i tehnologije, Zagreb; PMF-u, Split; Medicinskom fakultetu, Osijek), u Centru za
istrazivanje i prijenos znanja u biotehnologiji SveuciliSta u Zagrebu, i u institutima
(Mediteranskom institutu za istrazivanje zivota, IRB-u), u fokusu istrazivanja: su-
stav CRISPR-Cas (Ivana Ivanci¢ Bace, Vlatka Zoldo§, Marta Popovic, Sonja Leva-
nat, Marin Kovaci¢, P. Korac), primjena tehnika genetickoga inZenjerstva u biljnoj
funkcionalnoj genomici i epigenetici (S. Jelaska, N. Malenica, D. Leljak Levanié,
N. Bauer, Petra Peharec, Biljana Balen, Dubravko Pavokovic¢), molekularna biljna
biologija i biotehnologija (H. Fulgosi, L. Vojta), biologija streptomiceta (Andreja Mi-
ko¢&, Dusica Vujaklija), istraZivanje gena i proteina spuzvi (Helena Cetkovic), struk-
tura i funkcija telomera (Ivica Rubelj), regulacija transkripcije (Marija-Mary Sopta),
mehanizmi geneticke rekombinacije i rekombinacijskoga popravka DNA (Ksenija
Zahradka, Davor Zahradka), istrazivanje biljnih regulatora rasta (M. Sopta, Dunja
Samec, Branka Salopek Sondi), regenerativna medicina (Marijastefanija Antica, Slo-
bodan Vuki¢evi¢), neurokemija i molekularna neurobiologija (Lipa Ci¢in-Sain),
istrazivanje molekularnih i stani¢nih mehanizama odgovornih za nastanak raka (Ja-
nos Terzi¢, Ivana Novak Nakir), proucavanje osobitosti sekvenci i evolucije satelitnih
DNA (Miroslav Plohl, Nevenka Mestrovi¢ Radan, Brankica Mravinac), molekular-
na medicina (Marijeta Kralj, Koraljka Gall Troselj, Silva Katusi¢ He¢imovi¢, Tiho-
mir Balog, Nela Pivac, Oliver Vugrek, Petar Ozreti¢, Neven Zarkovi¢, Sanja Kapita-
novié¢, Neda Slade, Maja Herak Bosnar, Maja Matuli¢), primjena u dijagnostici,
forenzi¢noj DNA analizi i istrazivanju glikoproteina (Gordan Lauc, Dragan Primo-
rac), analize istrazivanja strukture, dinamike i funkcije stani¢noga skeleta (Igor We-
ber, Iva Toli¢), evolucijska genetika (Purdica Ugarkovi¢, Kruno Br¢i¢-Kostic i To-
mislav Domazet-1Lo$o), razvoj rekombinantnih virusnih vektora (Andreja Ambriovic¢
Ristov, Dragomira Majhen), razvoj rekombinantnih cjepiva (Stipan Jonjic¢), opleme-
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njivanje industrijskih mikroorganizama (I-K. Svetec, J. Franekic Coli¢, Bozidar San-
tek, Anita Slavica), proizvodnja rekombinantnih proteina u Zivotinjskih stani¢nih
linija (Igor Slivac, Zlatko Kniewald) te u tehnologiji antibiotika, enzima, probiotika i
starter kultura (Jagoda Suskovié, BlaZenka Kos).

3. 2. 5. Nastava genetickoga inZenjerstva na fakultetima u Hrvatskoj

U nastavku se istiCe vaznost i uloga nastave iz podrucja genetiCkoga inZenjerstva u
Hrvatskoj. PBF u Zagrebu, Zavod za biokemiju i Zavod za molekularnu biologiju
PMF-a u Zagrebu, Farmaceutsko-biokemijski fakultet u Zagrebu, Medicinski fakul-
tet u Zagrebu, Agronomski fakultet u Zagrebu, PMF u Splitu, Medicinski fakultet
u Splitu, Sveuciliste u Rijeci i Sveuciliste u Osijeku imali su vaznu ulogu u obrazova-
nju strucnjaka u podrudju genetickoga inzenjerstva u Hrvatskoj, odrzavajuci nasta-
vu koja ukljucuje pojedina poglavlja genetickoga inZenjerstva. Pocetci razvoja mik-
robne genetike na Zagrebackom sveucilistu povezani su s osnutkom nekoliko studija
koje je potaknula profesorica V. Johanides, zacCetnica biotehnologije u Hrvatskoj
(Suskovi¢ 2019: 438). M. Alagevi¢, mikrobioloska inZenjerka, struénjakinja za mikro-
biolosku genetiku u prehrambenoj i kemijskoj industriji, u Zagrebu je na PBF-u pre-
davala kolegije iz genetike mikroorganizama. Bila je predstojnica Zavoda za bioke-
mijsko inZenjerstvo 1990-95. te voditeljica Laboratorija za biologiju i genetiku
mikroorganizama 1979-94. Nakon umirovljenja M. Alacevic¢ (1994) procelnica LLabo-
ratorija postala je profesorica Jasna Franeki¢ Coli¢, a od 2011. tu je duZnost preuzeo
profesor Ivan-KreSimir Svetec. Na PBF-u danas se predaju sljededi kolegiji: Genetic-
ko inZenjerstvo na preddiplomskom studiju (I.-K. Svetec), gdje se daju osnovni pojmo-
vi genetickoga inZenjerstva, objasnjava podrucje primjene i implikacije na ljudsko
drustvo, usporeduju metodologije oplemenjivanja organizama klasicnim metodama
i metodama genetickoga inzenjerstva te daju konkretni primjeri ekspresije humanih
proteina u bakteriji, zatim Mikrobna genetika i geneticko inZenjerstvo na doktorskom
studiju (L-K. Svetec), Genetika eukariota na diplomskom studiju (I-K. Svetec), GMO
u proizvodnji hrane na diplomskom studiju, gdje se daje uvid u rasprostranjenost
GMO u svijetu, karakteristike i primjena GM-mikroorganizama u proizvodnji hra-
ne, Molekularna genetika na preddiplomskom studiju (L-K. Svetec), Biotehnologija 1
— preddiplomski (A. Slavica), gdje se daje pregled bioprocesa koji se zasnivaju na
rDNA tehnologiji, Molekularna genetika biosinteze antibiotika na doktorskom studiju
(nositelj Jurica Zucko), Biotehnoloska primjena i tehnologija stanica sisavaca na dok-
torskom studiju (Visnja Gaurina Srcek, suradnici L. Slivac, Z. Kniewald i Kristina
Radosevié), Osnove tkivnog ingenjerstva na diplomskom studiju (L. Slivac) te Protein-
sko ingenjerstvo (Irena Landeka Jurcevid). I-K. Svetec predaje kolegij Geneticki modi-
ficirane biljke u proizvodnji hrane na Agronomskom fakultetu SveudiliSta u Zagrebu
na diplomskom studiju Agroekologija/Mikrobna biotehnologija u poljoprivredi. Na
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preddiplomskom studiju na Agronomskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu, profe-
sor Ino Curik u kolegiju Osnove oplemenjivanja domacih Zivotinja na Agronomskom
fakultetu, medu ostalim, obja$njava ulogu i znacenje kloniranja i geneti¢koga inze-
njerstva, a u obliku seminara predvidena je rasprava o etickim postavkama i ograni-
Cenjima primjene kloniranja i genetickoga inZenjeringa u oplemenjivanju domadih
zivotinja (L Curik). Na diplomskomu studiju istoga fakulteta, u kolegiju Uzgoj i susta-
Vi proizvodnje mesa peradi i jaja daje se pregled moguénosti selekcije i genetickoga
inZenjerstva u stvaranju suvremenih linija i hibrida peradi (Zlatko Janjeci¢).

7. Kucan utemeljio je i predavao sve biokemijske kolegije na PMF-u u Zagre-
bu. I. Weygand-Durasevi¢ takoder je predavala niz biokemijskih kolegija, napose
onih koji su ukljucivali poglavlja iz genetickoga inzenjerstva. Od 1993. predavala je
temeljne biokemijske kolegije na dodiplomskom studiju PMF-u u Zagrebu za stu-
dente kemije i za studente molekularne biologije (Biokemija, Opéa Biokemija, Bioke-
mija I, Biokemija II, Biokemija I1I: Biosinteza proteina). Predavala je i niz specijalizi-
ranih kolegija na diplomskom i poslijediplomskom studiju: Ekspresija gena i analiza
genskih produkata, Geneticko i proteinsko inZenjerstvo, Kloniranje gena, Metode rekom-
binantne DNA, Nukleinske kiseline i geneticka informacija (s Z. Kuéanom). S prof.
Kucéanom i dr. sc. Jernejem prevela je opsezan udzbenik Biokemija (Berg 2013) s en-
gleskog. Nastava na PMF-u iz podrucja biokemije isprva se odvijala na Akademic-
kom trgu (danas Strossmayerov trg broj 14). Ovdje vrijedi istaknuti da je nacrt zgrade
prema Janec¢ekovim? uputama izradio arhitekt Herman Bollé. Zgrada se zapocela
graditi 1883., a dovrsena je vec sljedece godine, pa su u njoj bili smjesteni Zavod za
anorgansku kemiju, Zavod za biokemiju i Zavod za analiticku kemiju PMF-a u Za-
grebu. U toj se zgradi nastava biokemije odrzavala do 2005. Kada su se ovi zavodi
PMF-a u Zagrebu preselili na novu lokaciju na Horvatovac (2005), zgrada je, po
odluci Sabora, pripala HAZU. Predstojnik Zavoda za biokemiju 1988. postao je
7. Kucan, koji je na toj duznosti ostao do 1995., kada se Zavod za organsku kemiju i
biokemiju podijelio na dva zavoda: Zavod za biokemiju s predstojnikom Z. Kué¢anom
(do 1999) i Zavod za organsku kemiju s predstojnicom Srdankom Tomic-Pisarovic.
Predstojnica Zavoda za biokemiju 1999-2014. bila je prof. Weygand-Durasevi¢, na-
kon koje je tu duznost preuzela profesorica I. Gruic Sovulj (2014-18), a od 2018. pred-
stojnica Zavoda za biokemiju je profesorica J. Rokov Plavec. Danas se na Zavodu za
biokemiju predaje nekoliko kolegija povezanih s genetickim inZenjerstvom i suvre-
menim metodama u molekularnoj biologiji i biokemiji. U okviru biokemijske grane
istrazivackog smjera diplomskog studija kemije studenti slusaju: Geneticko i protein-
sko ingenjerstvo (J. Rokov Plavec), Genomika i bioinformatika (M. Mocibob), Meha-
nizmi katalize u bioloskim sustavima (1. Grui¢ Sovulj), Stanicna biokemija (M. Dulic),
Modeliranje biomakromolekula (A. MarSavelski). Uz teorijska znanja, studentima se

2 http:/hbllzmk.hr/clanak.aspx?id=125
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pruzaju prakti¢na znanja iz genetickoga inZenjerstva u okviru kolegija Visi prakti-
kum biokemije, gdje studenti kloniraju gene, pripremaju rekombinantne ekspresijske
vektore te eksprimiraju i prociS¢avaju rekombinantne proteine. Kolegij Suvremena
biokemijska istragivanja i njihova primjena omogucuje studentima nastavnickoga
smjera biologije i kemije da, nakon zaposlenja u $koli, na znanstveni na¢in mogu
diskutirati s ucenicima osnovnih i srednjih §kola o drustveno izazovnim temama
povezanih s genetickim inZenjerstvom. Metode i primjene genetickoga inZenjerstva
neizostavni su dio i mnogih kolegija na biokemijskom smjeru doktorskoga studija
kemije na PMF-u.

Uporaba tehnologije rekombinantne DNA donijela je znatan napredak u mo-
lekularnoj biologiji tako da se na Fakultetima brzo mijenjaju nastavni programi i
osnivaju novi zavodi. Zavod za molekularnu biologiju osnovan je 1989. u okviru Bio-
loSkoga odsjeka PMF-a u Zagrebu, gdje se danas odrzava glavnina predavanja s te-
mama genetickoga inZenjerstva. Brojni znanstvenici iz drugih ustanova (IRB, Insti-
tut za tumore, PLIVIN Istrazivacki institut), uz postojeci kadar (S. Jelaska, D. Papes,
M. Krsnik-Rasol), bili su angazirani za predavanja koja su Cinila sadrzaj novoga stu-
dija molekularne biologije na PMF-u u Zagrebu Sveucilista u Zagrebu (G. Pifat-
Mrzljak, Z. Trgov&evié, J. Ban, B. Nagy, V. Deli¢, Z. Kudan, I. Weygand-Duragevic).
Prof. Vladimir Deli¢, znanstveni savjetnik Istrazivackoga instituta PLIVA, bio je
ujedno i profesor na Zavodu za molekularnu biologiju Biolo§kog odsjeka PMF-a u
Zagrebu. Od 1988. bio je nositelj kolegija Geneticko ingenjerstvo u biotehnologiji i Osno-
ve biotehnologije na PMF-u u Zagrebu, a od 1989. predaje i na PBF-u. Autor je sve-
ucilisne skripte Geneticko ingenjerstvo (osnove manipulacije genima) (Deli¢ 1997).
Akademkinja S. Jelaska autorica je udzbenika Kultura biljnih stanica i tkiva — Temelj-
na istragivanja i primjena (Jelaska 1994). U okviru znanstvenih istrazivanja i preda-
vanja koja ukljuCuju geneti¢ko inZenjerstvo, veliki doprinos Zavodu poslije je dao
dr. sc. Srecko Jelenié, koji se bavio istrazivanjem procesa prijenosa Zeljenih gena na
unaprijed odredeno mjesto biljnoga genoma i molekularnim aspektima homologne
rekombinacije u prokariotskom i eukariotskom genomu. U spomen na njega i njegov
iznimno kvalitetan nastavni rad iz podrucja biologije na sveucili§tu i Skolama, Bio-
loski odsjek PMF-a u Zagrebu dodjeljuje Nagradu »Srecko Jeleni¢« najboljem na-
stavniku BioloSkoga odsjeka po izboru studenata. Na Bioloskom odjeku PMF-a u
Zagrebu danas se predaju sljedeéi kolegiji iz podruéja suvremenoga genetickoga in-
zenjerstva: Modelni organizmi u molekularnoj biologiji (nositelji S. Gajovi¢ i M. Matu-
li¢), Osnove genetickog inZenjerstva (nositelj A. Vojta), Metode istraZivanja proteina
(nositelj B. Balen), Genetika (nositelji V. Zoldo$ i M. Pavlica), Biokemija 2 (J. Rokov
Plavec), Molekularna genetika (1. Ivancic¢ Bace), Genomi (P. Korac), Metode istragiva-
nja nukleinskih kiselina (M. Curkovi¢ Perica, M), Metode istragivanja proteina (B. Ba-
len), Uvod u forenzicku biologiju (I. Marijanovic), Bioinformatika (K. Vlahovicek),
Molekularna biologija biljaka (G. Rusak), Mehanizmi biljnog razvitka (D. Leljak-Leva-
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nic), Primjena GIS-a u biologiji (S. Jelaska), Molekularna biologija stanice (M. Matulic,
i A. Vojta), Mutageneza i karcinogeneza (1. Marijanovic) Osnove biotehnologije (N. Ma-
lenica), Geneticko inZenjerstvo u biotehnologiji (N. Bauer), Metode istraZivanja u mole-
kularnoj biologiji (I. Marijanovi¢ i P. Korac), Molekularna virologija (D. Skori¢), Visi
praktikum iz biokemije (1. Gruic¢ Sovulj), Biologija maticnih stanica (1. Marijanovic),
Biologija starenja (1. Rubelj), Genom covjeka (M. Peri¢i¢ Salihovic), Molekularna dijag-
nostika (P. Korad), Epigenetika (V. Zoldos), Filogenija i molekularna sistematika
(Z. Liber, V. Besendorfer, T. Nikoli¢ i Z. Satovi¢), Medicinska genetika (P. Korac) i dr.
Takoder, na PMF-u u Splitu na poslijediplomskom sveudilisnom studiju biofizike
predaju se kolegiji s tematikom genetickoga inZenjerstva.

Na Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu studenti
imaju priliku slusati kolegije: Molekularna biologija s genetickim inenjerstvom (Gor-
dana Maravi¢ Vlahovicek, G. Lauc, Jerka Dumi¢, Sanja Dabeli¢, Sandra Supraha
Goreta i Olga Gornik Kljai¢), Suvremene biokemijske tehnike (nastavnici S. Dabelic,
S. Supraha Goreta i J. Dumic), Molekulske osnove bolesti i terapije (Karmela Barisic i
J. Dumic), Kompleksna genetika (nastavnici S. Dabeli¢, J. Dumié, G. Maravi¢ Vlaho-
vi¢ek i S. Supraha Goreta). Na Sveucilistu u Rijeci profesor SiniSa Volarevi¢ na
preddiplomskom sveuciliSnom studiju Sanitarno inzenjerstvo predaje kolegij Mole-
kularna medicina i biotehnologija. Takoder na Sveucilistu u Rijeci studenti pohadaju
kolegije iz genetickoga inZenjerstva na sljedec¢im studijima: preddiplomski Biotehno-
logija i istrazivanje lijekova, diplomski Biotehnologija u medicini, diplomski Istrazi-
vanje i razvoj lijekova, diplomski Medicinska kemija. Doktorski studij Medicinska
kemija nov je poslijediplomski studij, ne samo u Hrvatskoj nego i u $iroj regiji, koje-
mu su osnivaci partnerske organizacije: Sveuciliste u Rijeci, IRB i Fidelta d.o.0., a
izvodi se od 2016. kao zajednicki studij i u Rijeci i u Zagrebu. Ovaj novi studij rezultat
je strategije Sveucili$ta i otvaranja doktorskih studija potrebama izvan sveucili§ne
zajednice te realizacije bilateralnih ugovora o suradnji s IRB-om i Istrazivackim in-
stitutom Fidelta d.o.o. Svaka od ovih institucija ulaze u ovaj projekt svoje najbolje
znanstvenike i nastavnike, ali i najkvalitetnije specijalizirane laboratorije i opremu.
Treba svakako ovdje spomenuti da se na poslijediplomskom interdisciplinarnom sve-
uciliSnom studiju Molekularne bioznanosti koji su 2006. zajednicki izradili Sveucili-
Ste Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku, IRB u Zagrebu i Sveuciliste u Dubrovniku,
takoder predaju kolegiji s temom genetickoga inZenjerstva. Temeljna znacajka ovoga
poslijediplomskoga studija jest funkcionalno integriranje podrucja biotehnickih
znanosti — polje biotehnologija, polje prehrambena tehnologija, polje poljoprivreda
(agronomija), podrucja biomedicine i zdravstva — polje temeljne medicinske znano-
sti, te podrucja prirodnih znanosti — polje biologija, polje fizika i polje kemija. SteCe-
na znanja iz genetickoga inZenjerstva na spomenutim preddiplomskim, diplomskim
i doktorskim studijima omoguduju zaposljavanje u znanstvenim institucijama (istra-
zivaci, asistenti i znanstveni suradnici), u medicinskim, farmaceutskim, dijagnostic¢-
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kim, forenzickim i drugim laboratorijima i biotehnoloskim kompanijama, u poljo-
privredi i Sumarstvu, zastiti prirode i okoli$a te u drzavnim institucijama, ali i u
privatnom poduzetnistvu.

Zakljucak

Promjene molekula koje se nalaze u sastavu zivih sustava osnova su zivota. Od Wat-
son-Crickova razjasnjenja strukture nasljednoga materijala (1953) do danas traje ne-
prekidan napredak u spoznavanju tajni bioloSkoga naslijeda na razini molekularnih
pojava. Znanstvena saznanja danas se umnozavaju nevidenom brzinom, a jos brze se
pretvaraju u sredstva za rjeSavanje razlic¢itih ljudskih izazova. Od znanstvenih otkri-
¢a odmah nastaju uredaji i postupci primjenjivi u svakodnevnom Zivotu, Cime gene-
ticko inzenjerstvo bez odlaganja ulazi u sve pore nase stvarnosti. U Hrvatskoj samo
tri godine nakon otkrica strukture deoksiribonukleinske kiseline u IRB-u formira se
mala jezgra istrazivaca koja — u skladu s opéim tendencijama istrazivanja Instituta u
tom razdoblju — pocinje ispitivati djelovanje zracenja na DNA. Rad na podrucju mo-
lekularne biologije isprva je ukljucivao istrazivanje radiobioloskih problema na nivou
stanice metodama biofizike, biokemije, mikrobiologije, citologije i genetike. Zapoce-
ta su istraZivanja virusa, bakterija i Zivotinjskih stanica u kulturi. Ve¢ 1970-ih, ubrzo
nakon otkrica u svijetu, hrvatska farmaceutska industrija i istrazivacke skupine oku-
pljene oko IRB-a, farmaceutskoga poduzeca PLIVA i sastavnica Sveucili§ta u Zagre-
bu, napose PBF-a i PMF-a, rabile su tehnologiju rDNA za svoja osnovna i primije-
njena istrazivanja. Nove tehnike u genetickom inzenjerstvu omogucile su razvoj niza
novih procesa koji se prije iz tehnickih razloga nisu mogli ostvariti. Suvremeni gene-
ticari, biotehnolozi, molekularni biolozi i biokemicari u Hrvatskoj, ukljucujuci i nji-
hove istrazivacke skupine, svakodnevno u svojem radu rabe i razvijaju metode gene-
tiCkoga inZenjerstva kako bi ostvarili vazna otkri¢a, a primjenjuju ih i istaknuti
hrvatski znanstvenici u svijetu, primjerice Miroslav Radman (otkrio tzv. SOS-po-
pravak DNA), Nenad Ban (otkrio trodimenzionalnu strukturu mnogih molekular-
nih struktura ribosoma), Igor Stagljar (patentirao tehnologiju MY TH koja omogu-
¢uje pracenje medudjelovanja membranskih proteina), Ivan Diki¢ (zasluzan za
mnoga otkriéa u lijeCenju tumora) i drugi.

Cesto se ¢ini da razvoj i perspektive geneti¢koga inZenjerstva nisu adekvatno
pracene spremnoscu drustva za prijam ostvarenih rezultata. Naime, znanstvene
spoznaje nisu same po sebi ni dobronamjerne ni zlonamjerne, ali one to mogu posta-
ti u uporabi zbog interesa odredenih skupina. [zuzev direktno financijski zainteresi-
ranih korporacija i uz njih vezanih znanstvenika, ostala znanstvena javnost redovito
trazi dodatne provjere rizika prije izdavanja dozvola pustanja GMO u okolis. Uspr-
kos tome, nije ni ispravno ni moguce zaustavljati znanstvena istrazivanja i tehnolos-
ki razvoj. Stoga se bioetika pojavljuje i djeluje na dodirnim crtama izmedu filozofije,
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znanosti, politike i gospodarstva, kao disciplina ¢iji su predmet drustveno-ekonom-
ski aspekti uporabe suvremenoga znanja o zivotu, zivotnim procesima i zivim bici-
ma. Posebnu vaznost i aktualnost bioetici daje hitna i intenzivna integracija moleku-
larno-bioloskoga znanja i GM-proizvoda u razne tokove svjetske ekonomije.
Neznanje i nedovoljno znanje ipak su najvazniji izvori masovnoga nediferenciranog
straha od geneti¢koga inZenjerstva.
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HISTORICAL AND TECHNOLOGICAL DEVELOPMENT OF GENETIC
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ABSTRACT: The paper provides an overview of concepts and knowledge about genetic engi-
neering and its development in Croatia and abroad from the second half of the 20 century to the pre-
sent day. Genetic engineering is the biological term that has undergone the greatest conceptual defor-
mations, and therefore some important concepts are unambiguously explained in the paper. As data and
documentation on this are not widely available to the public, a systematic overview of the development
of genetic engineering in Croatia as well as the roles of individuals, their interactions and contributions
is also presented. As early as the 1970s, the Croatian pharmaceutical industry and research institutions
in Croatia produced a wave of biotechnological and genetic engineering research and product deve-
lopment. Various research groups, mostly gathered around the constituents of the University of Zagreb
(especially the Faculty of Food Technology and Biotechnology and the Faculty of Science), the Ruder
Boskovi¢ Institute and PLIVA, use recombinant DNA technology for their basic research. In addition
to a chronology of events related to genetic engineering, the paper also describes the work and merits of
scientists M. Demerec, V. Johanides, M. Alagevi¢, Z. Trgovéevié, Z. Kucan, S. Jelaska, V. Gamulin,
V. Deli¢, I. Weygand-Durasevic, Z. Zgaga, S. Jelenié, and others in the field of genetic engineering.

Keywords: genetic engineering; gene; recombinant DNA technology; vectors; cloning; pharmaceu-
tical industry; biotechnology
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