1. BIOTEHNOLOGIJA U XXI VIJEKU

Sergej Puranovic’

Sazetak: Buduc¢nost nauke je nepredvidljiva i svaki pokusaj predvidanja razvoja iste
uglavnom se zavr$ava greSkama i ozbiljnim propustima. Glavni razlog tome je da je jako tes-
ko odrediti granice ljudske inventivnosti u pokusajima ovladavanja prirodom i prirodnim
procesima, kao i u stvaranju alternativnih hipoteza kroz kriticko i kreativno razmisljanje.
Ogroman i brz napredak u prirodnim naukama u posljednjih 40 godina kao i kratak uvid u
potencijalne aplikacije istih u razvoju biotehnologije kao jedne od primijenjenih nauka pod-
sti¢u objektivnog posmatraca na zaklju¢ak da ¢e biotehnologija biti nauka XXI vijeka.
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Abstract: The future of the science is unpredictable and every attempt to predict its de-
velopment usually ends with errors and serious omissions. The main reason for this is that
it is very difficult to determine the limits of human invention in attempts to master nature
and natural processes as well as the creation of alternative hypotheses through critical and
creative thinking. The enormous and rapid progress in natural sciences in the last 40 years
as well as a brief insight into the potential application of the same in the development of bi-
otechnology as one of the applied sciences encourages an objective observer to the conclusi-
on that biotechnology will be the science of the 21 st century.
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1.1. UVOD

Po nekoj nepisanoj definiciji — biotehnologija je nauka koja povezuje prirodne,
medicinske i inZenjerske nauke da bi se postigla primjena organizama, ¢elija, njiho-
vih djelova i molekularnih analoga u dobijanju proizvoda za dobrobit ¢ovjec¢anstva.
Moglo bi se slobodno re¢i da istorija biotehnologije pocinje jos u doba neolita i op-
$tepoznate neolitske revolucije. Tadasnji preci danasnjeg modernog ¢ovjeka su uvi-
djeli nacine po kojima je bilo moguce selektirati i unaprijediti odredene biljke kako
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bi dobili vise proizvoda potrebnih za prehranu. Iako je proces fermentacije bio znan
u starim civilizacijama poput Mesopotamije, Egipta i Indije, tek Pasterovo objasnje-
nje ovog procesa predstavlja prvi primjer kontrolisane i razumne primjene bioteh-
nologije za konvertovanje jednog oblika hrane u drugi. Razvojem nauke a ponajvi-
$e mikrobiologije, poc¢etkom 20. vijeka, dolazi do prave eksplozije u razvoju tradici-
onalne biotehnologije i njene primjene u industriji. Spektar proizvoda dobijenih izo-
lovanjem prirodnih produkata od odabranih i prirodnom selekcijom unaprijedenih
organizama raste svakog dana.

Otkrice restrikcionih endonukleaza, 1970. godine [1], kao enzima za specificno
i kontrolisano sije¢enje DNK molekula [2], kao i docniji razvoj metoda za izolovanje
i amplifikaciju gena ili segmenata DNK-a i tehnika za ubacivanje istih u druge celi-
je stvorilo je mogu¢nost stvaranja geneticki modifikovanih organizama, kao i pro-
izvodnju rekombinantnih proteina. Kori$¢enjem ovih saznanja patentiran je 1980.
godine prvi geneticko-modifikovani organizam (izveden iz roda Pseudomonas) koji
je bio u stanju da razlozi sirovu naftu [3, 4, 5]. Nedugo zatim, 1982. godine, odobre-
no je u SAD i nekim zemljama Zapadne Evrope, kori$¢enje biosinteticke verzije hu-
manog insulina proizvedenog rekombinantnom DNK tehnologijom iliti genetickim
inzenjeringom u bakteriji E. Coli [6]. Ova dva dogadaja su oznacena u istoriji bioteh-
nologije kao pocetak onoga §to danas nazivamo moderna biotehnologija.

Vrlo je nezahvalno dati prognozu razvoja bilo koje nauke, ali ako je biotehnolo-
gija jasno napredovala krajem 20. vijeka, sada nakon zavrsetka sekvenciranja ljud-
skog genoma [7, 8] i razvoja bioinformatike moze se slobodno re¢i da ¢e ova nau¢na
grana imati jo$ vidljiviju i znacajniju ulogu u 21. vijeku. Nedavno objavljeni rezultati
o stvaranju takozvane ,,sinteticke ¢elije” predstavljaju novi pravac u razvoju moder-
ne biotehnologije ovog vijeka [9]. Ne treba takode zaboraviti da jos uvijek neotkrive-
na flora i fauna nekih djelova nase planete, kao i raznolikost mikroorganizama na-
stanjenih u najekstremnijim uslovima Zivotne sredine predstavljaju i dalje nepresu-
$an izvor za razvoj i tradicionalne biotehnologije.

1. 2. NASTAVAK RAZVOJA ZAPOCETOG KRAJEM XX VIJEKA

Razvoj kao i otkrivanje novih tehnika, kao i najnovija saznanja iz oblasti prirod-
nih nauka, medicine, tehnologije i inZenjerstva predstavljace i dalje glavnu pokre-
tacku snagu za razvoj biotehnologije. Nakon uspjesne primjene biosintetickog hu-
manog insulina sve je vise novih lijekova zasnovanih na proteinima dobijenim re-
kombinantnom DNK tehnologijom. Mozda najbolji primjeri su danasnja primjena u
medicini rekombinatnog ljudskog hormana rasta (thGH, Humatrope), eritropoeti-
na (EPO, Epogen) ili interferona (Avonex, Rebif ili Betaseron). Kombinaciona hemi-
ja kao i automatizacija metoda za skeniranje fizioloske aktivnosti velikog broja sup-
stanci dodatno su pobolj$ali mogo¢nosti za pronalazak novih lijekova.

Sekvenciranje humanog, kao i genoma ostalih organizama, i sve veca upotre-
ba bioinformatike, prouzrokovalo je stvaranje novih interesantnih sfera u bioloskim
naukama. Inteligentno koris¢enje podataka dobijenih sekvenciranjem genoma, pra-
vilna anotacija sekvenci, kao i odredivanje njihove primarne funkcije kroz reduk-
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cionisticki eksperimentalni pristup su osnovni zadatak funkcionalne genomike. Sa
druge strane, razvoj metoda za predikciju strukture proteina (zasnovanih na homo-
logiji proteinskih sekvenci), kao i napredak u metodama za odredivanje strukture
proteina doveo je do razvoja takozvane strukturne genomike - ¢iji je cilj odredivanje
strukture svakog proteina iz genoma. Krajem proslog vijeka stvoren je takode i pro-
teomiks iliti sveobuhvatna studija proteina u zivim celijama [10]. S obzirom na limi-
te genomike — proteomiks ima za cilj istrazivanje proteina u ,,originalnim” zivim ce-
lijama, odredivanje funkcionalnih modifikacije na proteinima kao i ispitivanje nji-
hovih interakcija u kompleksima s drugim proteinima ili nukleinskim kisjelinama.
Ove tri grane biologije predstavljaju osnov razvoja i primjene moderne biotehnolo-
gije u farmaceutskoj industriji danas.

Glavni fokus biotehnologije u farmaciji naredne dvije decenije vjerovatno ce biti
na proizvodnji ,induvidualnih” lijekova. Normalne genetske varijacije u genima od-
govornim za metabolizam lijekova ili receptorima za odredene ligande su vrlo zna-
¢ajne kod primjene lijekova uopste. Odredivanjem posebnih ,individualnih” varija-
cija za svakog pojedinca moze se racionalisati izbor lijeka, kao i nivo doziranja istog.
Koris¢enjem farmakogenomike moguce je razviti lijekove na bazi specifi¢nih protei-
na, enzima ili RNK-a molekula, koji bi za cilj imali samo ,,bolesne” gene ili ¢elije kod
odredenih bolesti. Ovakav pristup ima za svrhu da minimizira $tetan uticaj odrede-
nih lijekova na susjedne inace potpuno zdrave celije. Kombinacijom strukturne ge-
nomike i bioinformatike vrlo brzo ¢e biti mogu¢ racionalni dizajn specifi¢nih lije-
kova koji ¢e biti napravljeni prema odredenoj strukturi proteina. Na taj nacin ce se
smanjiti ogromni troskovi ,de novo” razvoja i testiranja ogromnog broja potencijal-
no aktivnih supstanci, a takode ¢e biti moguce izbjeci nezeljene interakcije lijeka sa
sli¢nim ciljnim proteinima ili makromolekulima.

Paralelno sa razvojem lijekova nove generacije bice potreban razvoj i metoda ko-
jima ¢e se omoguciti laksi skrining potencijalno oboljelih pojedinaca. Uz ve¢ kori-
$¢ene metode za prenatalni kao i skrining novorodencadi, bi¢e potrebne jos bolje
metode za presimptomatsko testiranje pojedinaca za procjenu rizika od pojave ra-
ka kao i predvidanje mogu¢ih oboljenja u kasnijim stadijumima Zivota (Hantingto-
nova, Alchajmerova ili Parkinsonova bolest). Svakako, glavni fokus razvoja u tom
smjeru obuhvataju proteinski-bazirani ,,bioc¢ipovi” koji mogu zamijeniti silicijum-
ske ¢ipove. Vjeruje se da ¢e ,,bio¢ipovi” biti brzi i energetski efikasniji. Bioelektri¢ni
integrisani krug implantata u tijelu moze da isporuci precizne kolicine lijekova i da
utice na rad srca, lu¢enje hormona ili da kontrolise vjestacke udove. Biosenzori koji
za monitoring koriste enzime, ili monoklonska antitjela, ili neke druge proteine mo-
gu biti korisceni za testiranje kvaliteta vazduha i vode, za otkrivanje opasnih mate-
rija, kao i za prac¢enje komponenti krvi in vivo.

Izolovanje humane embrionalne mati¢ne celije u laboratoriji je bio ogroman na-
predak za biomedicinska istrazivanja u posljednjih 10 godina [11]. Mati¢ne celije ili-
ti ,majke svih celija” se tokom razvoja embriona na kraju diferenciraju u 200 ili vi-
$e tkiva koji ¢ine ljudsko tijelo. Iako je do danas izolovan relativno mali broj matic-
nih celija, sasvim je sigurno da ¢e ve¢ina maticnih celija koje ¢ine osnov za sva tki-
va u ljudskom tijelu biti otkrivena u narednim godinama. Ve¢ je stvoren izraz ,,tkiv-
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ni inZenjering” za granu biotehnologije koja ima za cilj da u in vitro uslovima pro-
dukuje jednostavna ljudska tkiva. Primjena ovako stvorene koze ili sr¢anih zalistaka
iz maticnih celija oboljelog pojedinca viSestruko smanjuje rizik od odbacivanja ova-
kvih tkiva u operacijama transplantacije. Jedan od prioriteta u ovom polju su ekspe-
rimenti na mati¢nim celijama izolovanim iz mozga. Trebalo bi biti moguce ubrizga-
ti maticne celije mozga direktno u mozak i kicmene mozdine i omoguditi nove na-
¢ine lijecenja Alchajmerove ili Parkinsonove bolesti, kao i povreda kicmene mozdi-
ne. Realno je da u narednim godinama treba ocekivati i pokusaje in vitro produkcije
manje kompleksnih organa, sastavljenih iz manjeg broja tkiva, koji barem u bliskoj
budu¢nosti mogu biti koris¢eni za izolovane medicinske studije.

Tradicionalna biotehnologija je kroz istoriju selekcijom, kao i razumnim ukr-
$tanjem razlicitih vrsta biljaka ili Zivotinja uspjela da stvori najpozeljnije, industrij-
ski i ekonomski najisplativije poljoprivredne kulture biljaka ili zivotinja. Medutim,
s ogromnim rastom ljudske populacije u posljednjem vijeku, kao i sve ve¢im global-
nim ekoloskim problemima potrebno je na¢i nacin da prinos i kvalitet hrane ostane
isti ako ne i visi iz godine u godinu. S obzirom na ograni¢enu raznovrsnost kao i ne-
mogucnost prirodnog ukrstanja pojedinih poljoprivrednih vrsta, postalo je jasno da
je neophodna primjena genetickog inzenjeringa u danasnjoj poljoprivredi. Sekven-
ciranjem genoma za poljoprivredu vaznijih biljnih i Zivotinjskih vrsta omogucava se
brzi razvitak i primjena moderne biotehnologije u ovoj industrijskoj grani. Posebna
paznja se obraca ne geneticki modifikovane biljne vrste gdje je ubacivanjem ili ukla-
njanjem jednog ili vise gena moguce povecati prinos plodova ili ubrzati i omoguciti
rast u nepovoljnim zivotnim sredinama. Razvojem geneticki modifikovanih biljaka
sa ve¢om ,,samozastitom” od virusa, mikroorganizama, insekata ili drugih $tetoc¢i-
na, smanjuje se i upotreba ogromnih koli¢ina pesticida, koji pored toga $to hemijski
zagaduju okolinu, predstavljaju i opasnost za zdravlje ljudi. Uzgajanje biljaka ili Zivo-
tinja sa pobolj$anim nutricionistickim vrijednostima je postala realnost prvih godi-
na 21. vijeka. ,,Zlatni pirina¢” koji proizvodi vitamin A pokazao se kao jako koristan
za smanjenje sljepila uzrokovanog nedostatkom ovog vitamina u ljudskoj populaci-
za prizvodnju biljaka koje bi u plodovima sadrzali materijal za vakcinu protiv razli-
¢itih bolesti. Ako se ovaj pristup u budu¢im klinickim ispitivanjima pokaze uspjes-
nim, prednosti jestivih vakcina ¢e biti ogromne, posebno za zemlje u razvoju. Pose-
ban aspekt danas, a i u narednim godinama ¢e se davati modifikacijama biljaka koje
¢e smanjiti Stetan uticaj pretjerane iskori$¢enosti Zivotne sredine i poremecene eko-
loske ravnoteze industrijskom proizvodnjom. Na taj nacin se Zeli zaustaviti negati-
van trend unistavanja prirodnih bogatstava na ustrb industrijske dobiti narocito pri-
sutnog u industrijski i biotehnoloski nerazvijenim zemljama.

1. 3. GENOMSKI INZENJERING KAO OSNOV ZA DALJI RAZVO]J

Za potrebe proizvodnje slozenijih molekula u industriji primjena moderne bi-
otehnologije se ¢esto povezuje sa upotrebom geneticki izmijenjenih mikroorgani-
zama, najc¢e$ce bakterija ili kvasaca. Tokom posljednjih godina sve veca je takode i
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upotreba animalnih ili biljnih ¢elija za dobijanje odredenih tarapeutskih agenasa.
Ovi procesi su zasnovani na metodama genetickog inZenjeringa kojima se rekom-
binantna DNK ubacuje pomoc¢u odredenih DNK vektora (plazmidi, virusi, kozmi-
di, vjestacki hromozomi, i sl.) u ¢elije odredenog organizma u cilju dobijanje rekom-
binantnih proteina. Medutim, ciljana biosinteza slozenih bioorganskih jedinjenja u
odredenim ¢elijama nije moguca bez ubacivanja vise gena kao i kontrole nad pove-
zanom mrezom metabolickih procesa u celiji. Za biosinteticku i biotehnoloski ispla-
tivu proizvodnju artemisinina - lijeka protiv malarije koji se u malim koli¢cinima do-
bija iz biljke A. Annua, bilo je potrebno izmijeniti mrezu od 12 metabolicki poveza-
nih gena u celijskoj kulturi kvasca i prakti¢no promijeniti metabolicki put korisce-
nja ugljenika u kvascima [13]. Cetiri naknadno ubacena rekombinantna gena iz A.
Annua, koja nose informaciju za sintezu proteina ukljucenih u proizvodnju artemi-
sinina, takode su morala biti redizajnirana da bi bila pod kontrolom metaboli¢kih
puteva u Celijama kvasca. Ovaj poduhvat vjerovatno predstavlja i limit genetickog
inzenjeringa i sinteticke biologije u pokusaju da se na tradicionalan nacin izmijeni
genom nekog mikroorganizma u svrhu primjene u biotehnologiji.

Novootkrivena tehnika za uspjesno sintetisanje ,vjestackog” genoma kao i nje-
govo ubacivanja u zivu bakterijsku celiju bi mogla predstavljati revolucinarni po-
mak u takozvanom genomskom inZenjeringu i sintetickoj biologiji. Ova metoda je
u osnovi zasnovana na kori$¢enju rekombinantne DNK metodologije pri ¢emu kraj-
nji produkt ne predstavlja geneticki modifikovani mikroorganizam koji je od svog
pretka razli¢it u jednom ili vi$e vektorima ubacenih gena, ve¢ posjeduje sasvim nov i
kompletan genom. Na taj nacin kroz nekoliko generacija mijenja se i kompletan pro-
teinski sastav tog ve¢ sada kompletno novog mikroorganizma. Naravno, tokom sa-
me sinteze novog genoma moguce je u potpunosti reprogramirati ne samo jedan ve¢
sve metabolicke puteve i probiti limite s kojima se suocila sinteticka biologija na po-
¢etku ovog vijeka. Znacaj ove tehnike za biotehnologiju se ogleda u tome $to ¢e u bli-
skoj buduc¢nosti, koristec¢i saznanja dobijena funkcionalnom i strukturnom genomi-
kom, biti moguce stvarati kompletno nove bakterijske vrste ¢iji ¢e osnovni zadatak
biti proizvodnja biogoriva, vakcina, odredenih lijekova ili sirovina za farmaceutsku
industriju. S obzirom na relativno malu razliku u veli¢ini genoma izmedu laborato-
rijski redizajnirane bakterijske celije i ¢elija kvasca, realno je ocekivati da se genom-
skim inzenjeringom u bliskoj budu¢nosti moze reprogramirati i genom kvasca. Slje-
deca stepenica nakon toga ¢e naravno biti kompletan redizajn genoma biljnih ili zi-
votinjskih ¢elija u kulturi.

1. 4. ZAKLJUCAK

Biotehnologija u XXI vijeku raste kao nuklearna industrija u XX vijeku. Svima
je jasno da zloupotreba biotehnologije moze imati vece posljedice nego i zloupotreba
nuklearnog naoruzanja. Medutim, jedna od glavnih razlika od nuklearnog doba je
da se biotehnologija razvija pod punom paznjom medija i uz strog nadzor kriticara.
U tom smislu, krajnju sudbinu razvoja i primjene biotehnologije u ovom, a i u budu-
¢im vjekovima, utvrdi¢e demokratska rasprava. Sto vise ljudi upoznati sa moc¢ima,
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granicama i obe¢anjima tehnologije, to ¢e nau¢nici moci vise da se bave zrelim i plo-
donosnim radom na novim horizontima biotehnoloskih istrazivanja.
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