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1. UvOD

Geni su osnovna jedinica nasljedivanja, gradena od deoksiribonukleinske kiseline (DNA).
Genom covjeka u sebi sadrZi oko 20.500 gena koji kodiraju za proteine vazne u bioloskim
procesima. Cesto se dogodi mutacija u genu koja uzrokuje bolest. Otkricem rekombinantne
DNA tehnologije stiglo je novo razdoblje manipuliranja i popravljanja gena. Tehnologija
rekombinantne DNA omogucuje unos strane DNA ( gena ili segmenta gena) u genom drugog
organizma. Ugradnjom stranog gena sintetizira se protein kojeg taj organizam prije nije imao.
Razvojem rekombinantne DNA tehnologije stvoren je novi tip lijecenja genetskih bolesti, a
zove se genska terapija. Genska terapija je postupak unosa DNA (ljudska), sa funkcionalnim
genom za neku bolest, u ljudske stanice s ciljem lijeCenja raznih bolesti i poremecaja. Cilj rada
je pribliziti Citatelju postupak genske terapije koji je omoguéen primjenom rekombinantne

DNA tehnologije.



2. POVIJEST REKOMBINANTNE DNA TEHNOLOGIJE

Razvoj genetiCkog inZenjerstva ili rekombinantne DNA tehnologije temelji se na
znanstvenim otkri¢ima u genetici I molekularnoj biologiji baziranih na nasljedivanju u zivih
organizama. Ve¢ se tijekom 1970-ih govorilo o spajanju dviju molekula DNA iz razli¢itih
organizama kako bi se dobila hibridna DNA i drugacija svojstva. Sve je krenulo otkricem
strukture DNA 1953. godine za koju su Francis Crick, James Watson i Maurice Wilkinson
dobili Nobelovu nagradu 1962.g9. (Godini¢ Mikul¢i¢ 2020).

Vazna stavka povijesti genetiCkog inzenjerstva bilo je otkriée restrikcijskih endonukleaza.
Restrikcijske endonukleaze su enzimi koji prepoznaju odredenu nukleotidnu sekvencu te na
tom mjestu cijepaju dvolan¢anu DNA. Ta sekvenca zove se restrikcijsko mjesto i ¢ini ju 4-8
nukleotida. Restrikcijskih sekvenci ima puno i rasprsene su po svim genomima. U bakterijama,
restrikcijske endonukleaze ¢uvaju bakterijsku stanicu od napada bakteriofaga (bakterijskog
virusa) tako da razgrade virusnu DNA. Restrikcijske endonukleaze dobivaju ime po bakteriji iz
koje su izolirane. Restrikcijska endonukleaza BamH1 izolirana je iz bakterije Bacillus
amyloliquefaciens soja H1. (Pavlica 2022). Za otkri¢e restrikcijskih endonukleaza §vicarski
znanstvenik Werner Arber podijelio je 1978. godine Nobelovu nagradu s ameri¢kim
znanstvenicima Danielom Nathansom i Hamiltonom Smithom. (Godini¢ Mikul¢i¢ 2020). Uz
otkrice restrikcijskih endonukleaza, vazno je i otkrice enzima DNA - ligaza. Ligaza je enzim
koja spaja kohezivne (ljepljive) krajeve. Ljepljivi krajevi su jednolancani dijelovi DNA koji
nastaju nakon cijepanja DNA s restrikcijskim endonukleazama. Nakon §to se DNA pocijepa s
istom restrikcijskom endonukleazom ljepljivi krajevi dijelova DNA se povezuje s vodikovim
vezama izmedu komplementarnih baza. Sva ta otkrica dovela su do mogucnosti stvaranja
hibridne molekule ¢iji je geneticki materijal podrijetlom iz razli¢itih organizama. Godine 1972.
stvorena je prva rekombinantna (hibridna) DNA molekula te se to smatra pocetkom genetickog
inzenjerstva (doba rekombinantne DNA tehnologije). Stvaranje rekombinantne DNA molekule
prikazano je naslici 1. Za to otkrice je 1980. godine biokemicar Paul Berg, zajedno s Walterom
Gilbertom i Frederickom Sangerom dobio Nobelovu nagradu za kemiju. (Godini¢ Mikul¢i¢
2020).

Otkricem rekombinantne DNA stvorila se mogu¢nost lijeCenja raznih bolesti, poremecaja,

stvaranja vaznih proteina kao npr. proizvodnja ljudskog inzulina u bakteriji Escherichia coli,



proizvodnja cjepiva, unos funkcionalnih gena genskom terapijom itd. (Pavlica 2022).
Rekombinanta DNA tehnologija predstavlja niz metoda uz pomo¢ kojih se prenose geni iz

jednog organizma u drugi.
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Slika 1. Konstruiranje rekombinantne DNA (Avinash i sur. 2014).

3. METODE

Metode u rekombinatnoj DNA tehnologiji sluZze za ugradnju stranog gena u genom

stanice domacina (eukariotska ili prokariotska stanica). Molekularno kloniranje je postupak



kojem se segment strane DNA ugraduje u DNA vektora koji je sposoban samoreplicirati se u
stanicama domacina. Vektori su molekule DNA u koje se moze ugraditi odredeni gen ili
segment gena te ih potom prenijeti u stanicu domacina. Prvi korak je izolacija DNA iz vektora
i organizma koji ima Zeljeni gen. Slijedi cijepanje restrikcijskim endonukleazama (RE). Slika
2 prikazuje kristalne strukture nekih restrikcijskih endonukleaza. Vazno svojstvo restrikcijskih
endonukleaza je sposobnost cijepanja DNA na to¢no odredenim mjestima, u vecini slucajeva
to su palindromski slijedovi baza (redoslijed je isti s obje strane) (Pavlica 2022). Kada se strana
DNA i vektorska DNA pocijepaju s istom restrikcijskim endonukleazom, dolazi do spajanja tih
dviju molekula DNA, enzimom ligazom, u jednu rekombinatnu molekulu te taj kompleks sada
nazivamo rekombinantni vektor. Cijeli postupak prikazan je naslici 3. Sposobnost manipulacije
genoma virusa dovelo je do razvoja geneticki modificiranih virusa koji su postali glavna karika

u razvoju genske terapije.
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Slika 2. Prikaz kristalnih struktura nekih restrikcijskih endonukleaza (Pingoud i sur. 2014).
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Slika 3. Prikaz postupka molekularnog kloniranja. U bakterijski plazmid (u ovom

slucaju vektor) se ubaci strana DNA te se takav rekombinantni plazmid ubacuje u
bakterijsku stanicu. Bakterijska stanica se dijeli, a prije toga se umnoZava rekombinantni
plazmid $to nazivamo kloniranje. Bakterijski klonovi se nacijepe na selektivni medij na
kojem mogu rasti samo rekombinantne bakterije (one koje imaju rekombinantni
plazmid) ( Librowski i sur. 2013).

4. GENSKA TERAPIJA

Genska terapija je postupak u kojem se strana DNA (gen ili segment gena) ubacuje u
ljudske stanice s ciljem lijeenja ili prevencije raznih poremecaja. Europska agencija za lijekove
(European Medicines Agency) definira gensku terapiju kao bioloski medicinski lijek koji mora

pratiti sljedece dvije stavke (Parker i sur. 2013):

1. Lijek mora sadrzavati aktivnu tvar koja se sastoji od rekombinantne DNA koja bi kod

ljudi regulirala, popravljala, zamjenjivala, dodavala 1 utiSavala genetsku sekvencu.



2. Njezin ljekoviti ili dijagnosticki u¢inak mora biti u¢inak rekombinantne DNA koja se

u njoj nalazi.

Na temelju vrsta stanica na kojima se dogada modifikacija gena, gensku terapiju moZzemo
podijeliti na gensku terapiju spolnih stanica i somatsku gensku terapiju. Somatskom genskom
terapijom modifikacija gena se ne prenosi na sljedece generacije, dok kod genske terapije
spolnih stanica dolazi do nasljedivanje genskih modifikacija. (Parker i sur. 2013). Genska
terapija spolnih stanica naziva se joS i nasljedna genska terapija (eng. heritable gene therapy).
U ve¢ini zemalja pokusi koji se rade na temelju genske terapije spolnih stanica su zabranjeni.
Trenutac¢no se u klinickim ispitivanjima najviSe koristi somatska genska terapija. (Glavan
2023).

Jo$ jedna podjela genske terapije temelji se na tome dostavlja li se vektor in vivo ili ex vivo. Ex
Vivo (izvan tijela) podrazumijeva izdvajanje stanice iz odredenog tkiva pacijenta te njena
modifikacija i introdukcija u pacijenta transplantacijom ili infuzijom. Ovaj postupak najcesce
se izvodi na hematopoetskim mati¢nim stanicama. In vivo ( u tijelu) podrazumijeva unos
genskog lijeka direktno u tijelo pacijenta gdje ¢e se on prosiriti i geneti¢ki modificirati odredene

stanice. (Buning i sur. 2013). Postupak je prikazan na slici 4.
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Slika 4. Prikaz in vivo i ex vivo genske terapije (Buning i sur. 2013).

4.1 Vektori u genskoj terapiji

Jedan od izazova u razvoju genske terapije bio je unos genetickog materijala u
stanice. Geneti¢ki materijal moze Se uvesti pomocu virusnog vektora ili nevirusnim pristupom.
Od razvijenih nevirusnih pristupa prijenosa genetickog materijala, dvije metode su najvise
koriStene u klinickim ispitivanjima. (Cotrim i Baum 2008). Prva metoda se temelji na direktnom
injektiranju plazmida, koji sadrzi transgen (gen koji se zeli ubaciti u stanicu), u tkivo pacijenta,
najcesce u misi¢. Druga metoda bazira se na upotrebi liposoma (vezikula koja je omedena
membranom) koji obavijaju plazmidnu DNA (koja sadrzi transgen) i endocitozom ulaze u
stanicu. (Cotrim i Baum 2008). Prijenos virusnim vektorima je naj¢e$¢a metoda prijenosa
geneti¢kog materijala i Koristi se u vec¢ini klinickih ispitivanja. Virusi su visoko evoluirani

bioloski strojevi koji imaju sposobnost inficiranja stanica domacina i koriStenja njegove



stani¢ne masinerije za svoju replikaciju. Vazno je virusu koji je vektor maknuti neke kodirajuce
regije njegova genoma, ali ostaviti one regije koje kodiraju za pakiranje zeljene DNA u kapsidu
virusa. (Ehrhardt i sur. 2003).

Virusni vektori su vrlo efikasni u prijenosu gena u stanicu. U teoriji, idealni vektor trebao bi
biti izrazito specifi¢an, imati sposobnost prenosenja viSe gena, trebao bi ostati nezapazen od
imunosnog sustava, ne bi smio uzrokovati alergijske reakcije i trebao bi eksprimirati
modificirani gen tijekom cijelog zivota. (Misra 2013). Neki od tih virusnih vektora su
retrovirusi, adenovirusi, adeno — asocirani virusi (adeno-associated viruses, AAV), poxvirusi i

herpes-simplex (HSV) virusi.

4.1.1 RETROVIRUSI

Retrovirusi su prvi virusni vektori koristeni u klini¢kim ispitivanjima u genskoj terapiji.
To su RNA virusi koji imaju enzim reverznu transkriptazu (enzim koji prepisuje RNA u DNA).
Zbog enzima integraze imaju sposobnost integriranja u genom domacina, $to dovodi do
problema. Taj enzim proizvoljno integrira genetski materijal virusa u genom domacina $to
moze dovesti do insercijske mutageneze (ako se insercija dogodi u sredini gena) ili

nekontroliranog dijeljenja stanice §to onda dovodi do raka. (Misra 2013).

4.1.2 ADENOVIRUSI

Adenovirusi su neintegriraju¢i DNA virusi. Genom adenovirusa je uvelike modificiran
delecijom virusnih gena kako bi se dobio siguran i uc¢inkovit vektor. (Burtscher i sur. 2021).
Prednosti adenovirusa su moguénost unosa transgena u Citav niz tkiva i stanica. Slika 5
prikazuje unos transgena pomoc¢u vektora na bazi adenovirusa. Medutim, adenovirusi imaju
vecu $ansu biti napadnuti od strane imunosnog sustava te postoji mogucnost da izazovu razne
upale u tkivima. (Misra 2013). Unato¢ ovim problemima p53, vektor baziran na adenovirusima,
je prvi licencirani lijek genske terapije koji se koristio za ljeCenje karcinoma glave i vrata.
(Misra 2013).
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4.1.3 AAV (Adeno-asocirani virusi)

Adeno-asocirani virusi su DNA virusi iz porodice Parvovirus. Imaju moguénost

insercije genetickog materijala u specificno mjesto na kromosomu 19 sa skoro 100%

sigurno$¢u. (Misra 2013). Smatra se da vecina ljudi u svom tijelu imaju adeno-asocirane viruse

te oni ne uzrokuju odgovor imunosnog sustava niti upale. LoSa strana kod AAV-a, je ta §to su

mali i mogu nositi samo 2 gena u svom prirodnom stanju. Problem je i taj da mogu proizvesti

Stetu u genomu domacina jer se njihovi geni direktno integriraju u genom. Trenuta¢no, AAV

vektori se koriste za inserciju gena u mozak jer mogu inficirati neurone. (Misra 2013).


https://openstax.org/books/concepts-biology/pages/10-2-biotechnology-in-medicine-and-agriculture
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4.1.4 HERPES SIMPLEX VIRUSI

Herpes simplex virusi su neurotropni virusi koji se najces¢e koriste kao vektori za
prijenos u ziv€ani sustav. Takoder mogu inficirati veliki broj tkiva kao npr. miSice, jetru,
gusteracu itd. Herpes simplex virusi imaju veliki genom §to omogucava inserciju vise
transgena. Zbog toga se misli da ¢e vektori bazirani na herpes simplex virusima moc¢i lijeciti

poremecaje nastale zbog vise nefunkcionalnih gena. (Misra 2013).
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Slika 6. Prikaz nacina transporta transgena u stanice domacina pomocu raznih virusa

koji sluze kao vektori (Burtscher i sur. 2021).
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5. USPJESI GENSKE TERAPIJE

Genska terapija odobrena je na ljudima 1990. godine od strane Ameri¢kog instituta za
zdravlje (FDA). Prvi pacijent bila je ¢etverogodisSnja djevojka koja je imala mutaciju gena za
enzim adenozin amilazu §to uzrokuje nasljedni imunoloski poremec¢aj SCID. Znanstvenici su
uzeli bijele krvne stanice iz krvi pacijentice, modificirali ih ex vivo kako bi se gen za adenozin

amilazu normalno eksprimirao. (Parker i sur. 2013).

Godine 2003. Kina je postala prva zemlja koja je dopustila koristenje produkta nastalog
genskom terapijom imena Genidicine. To je lijek za lijeCenje karcinoma glave i vrata putem
intratumorske injekcije. Radi se o rekombinantnom adenovirusnom vektoru koji u sebi nosi gen
p53, kojega nema u tumorskim stanicama, a bitan je u odrzavanju stabilnosti stanice. (Parker i

sur. 2013).

2012. godine odobrena je prva genska terapija u Europskoj uniji. Lijek Glybera je
rekombinantni AAV vektor koji lije¢i pacijente S nedostatkom lipoproteinske lipaze, ali je

2017.g. povuden s trzista. (Saréevié¢ 2021).

Lijek naziva Luxturna koristi se kod lijecenja odraslih osoba i djece koji imaju nasljednu
retinalnu distrofiju koja uzrokuje gubitak vida. Kod nje je mutiran gen RPEG5. In vivo terapijom
pomocu AAV vektora unosi se ispravna kopija gena. Lijek se dostavlja injekcijom u straznji
dio oba oka, te ga virus prenosi u stanice mreznice, koje onda proizvode enzim koji im je

potreban. (Saréevi¢ 2021).

Lijek Exondys 51 (eteplirsen) je prvi lijek na osnovi genske terapije koji se koristi u
borbi protiv Duchenneove misi¢ne distrofije (DMD). Odobren je od strane FDA 2016.godine.
Ljudi koji boluju od Duchennove misi¢ne distrofije ne proizvode protein distrofin. Exondys 51
omogucuje preskakanje egzona 51 u genu ¢ime omogucéava proizvodnju skracenog tipa

distrofina, koji umanjuje simptome bolesti. (Saréevi¢ 2021).
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Kancerogene bolesti (1186)

Monogenske bolesti (161)

Kardiovaskularne bolesti (155)

Infektivne bolesti (147)
Neuroloske bolesti (36)

] Oc¢ne bolesti (28)

g Upalne bolesti (13)
o Ostale bolesti (25)

Markiranje gena (50)

. Zdrave osobe kao volonteri (42)

Slika 7. Grafikon prikazuje bolesti koje su trenutacno najvise zastupljene u klini¢kim

Ispitivanjima za gensku terapiju (Parker i sur. 2013).

6. ZAKLJUCAK

Rekombinantna DNA tehnologija predstavlja jedan od najvecih uspjeha u molekularnoj
biologiji. Rekombinantna DNA tehnologija omogucila je stvaranje novih kombinacija
genetickog materijala i ugradnju tog genetickog materijala u vektore, posebno virusne vektore
koji su omoguc¢ili unos gena u ljudske stanice s ciljem lijecenja raznih poremecaja. Do otkri¢a
genske terapije, genetske bolesti imale su vrlo visoki mortalitet i nije bilo puno opcija za
lijeCenje istih. Genska terapija omogucila je borbu protiv genetskih bolesti. Medutim, genska
terapija se jo$ uvijek suocava s nekim problemima, kao §to su rizici terapije, eticko pitanje.
Daljnja istrazivanja bit ¢e potrebna kako bi se unaprijedio prijenos gena, smanjili rizici od
nuspojava i omogucila ucinkovitost terapije tijekom cijelog Zivota pacijenta. Sve u svemu,
genska terapija predstavlja buduénost lijeCenja genetskih bolesti te buduc¢nost personaliziranog

lijecenja na temelju genoma pacijenta.
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