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[ZJAVA

kojom izjavljujem s punom materijalnom i moralnom odgovornos¢u da sam zavr$ni rad s naslovom

»Od dvostruke zavojnice do genetiCkog inZenjerstva: Nobelove

nagrade za DNA, RNA i molekularne mehanizme*

izradila samostalno pod voditeljstvom doc. dr. sc. Ivice Samani¢a. U radu sam primijenila
metodologiju znanstvenoistrazivackog rada i koristila literaturu koja je navedena na kraju zavrsnog
rada. Tude spoznaje, stavove, zakljucke, teorije i zakonitosti koje sam izravno ili parafrazirajuci
navela u zavrSnom radu na uobicajen, standardan nacin citirala sam 1 povezala fusnotama s

koriStenim bibliografskim jedinicama. Rad je pisan u duhu hrvatskog jezika.

Studentica:

Tihana Trogrli¢
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1.UVOD

U temeljima svih Zivih bi¢a postoji specifican kod koji je zasluzan za stvaranje svake stanice, tkiva,
organa i organskog sustava. Takoder je poznat pod nazivom gen, odreduje gotovo sve u zivom
bi¢u, od njegova izgleda do nacina funkcioniranja organizma [1]. Prou¢avanjem gena, genske
varijacije 1 nasljeda bavi se genetika, grana biologije ¢ija je srediSnja uloga razumijevanje nac¢ina
prenosenja osobina medugeneracijski. Osim tog obuhvaca Sirok raspon tema, kao $to su struktura
i funkcija gena, ekspresija i regulacija gena, te genske mutacije [2]. Utemeljiteljem genetike smatra
se ¢eski prirodoslovac i sve¢enik Gregor Johann Mendel. Godine 1868. objavljuje svoj znanstveni
rad koji objasnjava nasljedivanje razliCitih svojstava u biljkama graSka te vjerojatnost prijenosa
dominantnih ili recesivnih gena kroz generacije, a danas poznato kao Mendelovi zakoni
nasljedivanja [3]. Mendelovo istrazivanje dobilo je malo priznanja za njegova zivota. Znacaj
njegovih zakona prepoznat je tek pocetkom 20. stoljeca i pokrenuta je znanstvena potraga za

razumijevanjem genetickih informacija, $to je dovelo do znacajnog napretka u proteklih sto godina

[3].

Period od pocetka 20. stolje¢a do danas, obiljezen je revolucionarnim otkri¢ima koja su nagradena
Nobelovom nagradom, isti¢u¢i krucijalnu ulogu DNA, RNA i molekularnih mehanizama [4].
Kljucni trenutak u povijesti znanosti bio je rad Jamesa Watsona i Francisa Cricka 1953. godine
temeljen na potrazi za strukturom molekule DNA [4]. Otkri¢e dvostruke zavojnice postavilo je
temelje za razumijevanje genetickih informacija 1 njihova prijenosa, pokrenulo je niz otkrica 1
omogucilo osnivanje novih grana znanosti. Primjerice molekularna genetika koja proucava
strukturu 1 funkciju gena na molekularnoj razini, ukljucujuéi procese replikacije, popravka,
transkripcije 1 translacije [4]. Takva molekularna perspektiva omogucila je znanstvenicima
identificiranje genske osnove bolesti, razvoj genskih terapija i stvaranje geneticki modificiranih
organizama. Uz molekularnu genetiku razvija se genomika i geneticko inZenjerstvo. Genomika kao
znanstvena disciplina bavi se mapiranjem svih gena u organizmu, uz pomo¢ sekvenciranja i analize
genoma, kako bi se pruzilo bolje razumijevanje funkcije gena [2]. Najmlade discipline znanosti su
tehnologija rekombinantne DNA 1 geneticko inZenjerstvo [4]. Razvojem ovih tehnika otvorila se

mogucnost za manipulaciju genetskog materijala s dotad nevidenom precizno$¢u. Za razvitak



tehnologije rekombinantne DNA, Nobelovom nagradom je 1980. godine nagraden Paul Berg [4].
Bergova otkrica omogucila su umetanje specifi¢nih gena u strane molekule DNA i stvaranje
geneticki modificiranih organizama s novim osobinama [4]. Tehnologija CRISPR-Cas9 za
uredivanje genoma je vrhunac genetickog inZenjerstva, stoga su 2020. godine za ovo otkrice
Nobelovom nagradom nagradene Emmanuelle Charpentier i Jennifer Doudna [4]. Tehnologije
uredivanja gena nude brojne moguénosti kao S§to su genska terapija, modeliranje bolesti i
poljoprivredna biotehnologija [4]. lako je napredak u znanosti uvelike omogucio razvitak

medicine, mnoge moderne tehnologije ostaju strogo regulirane u lijecenju iz etickih razloga [4].

Cilj zavr$nog rada je istaknuti znacaj DNA i RNA kao molekula nasljeda te njihova strukturna i
funkcionalna svojstva. Fokus ovog rada prvenstveno je objasniti razvoj tehnika molekularne
biologije 1 kako su te tehnike dovele do znacajnog napretka u razumijevanju genetickih
mehanizama i inzenjeringa. Ideja je predstaviti kronoloski pregled Nobelovom nagradom
nagradenih otkrica o DNA, RNA i1 molekularnim mehanizmima. Ova otkri¢a imaju znacajne
implikacije za znanost i medicinu, te na to kako odredene tehnologije mogu ponuditi mogucéa
rjeSenja za izazove ljudskog zdravlja. Na temelju prethodno spomenutog, potrebno je raspraviti o

etickim razmatranjima i druStvenim implikacijama genetickog inZenjeringa.



2. POVIJEST NOBELOVE NAGRADE I DNA

Nobelove nagrade svjetski su priznate kao najviSe pocasti koje se dodjeljuju za intelektualna
postignucéa, a dodjeljuju se u razli¢itim podrucjima svake godine kao Sto su fizika, kemija,
medicina, mir i knjizevnost [5]. Ove prestizne nagrade postoje zahvaljujuéi Svedskom izumitelju
Alfredu Nobelu [5]. Njegov najpoznatiji izum, dinamit, imao je revolucionarno znacenje za
gradevinsku industriju. Potaknut nazivima kao ,,trgovac smréu® odlucio je ostaviti pozitivnije
nasljede, dana 27. studenog 1895. godine Nobel je potpisao svoju posljednju volju i oporuku u
Svedskom-norveskom klubu u Parizu [6]. Dodijelio je 31 milijun $vedskih kruna za osnivanje
Nobelovih nagrada, trazio je da se ove nagrade dodjeljuju svake godine pojedincima ili
organizacijama koji su znacajno pridonijeli u pet ve¢ spomenutih podrucja [5]. Pet godina nakon
njegove smrti dodijeljene su prve Nobelove nagrade: Wilhem Conrad Rontgen za otkrice x-zraka
(fizika), Jacobus Henricus van't Hoff za otkri¢e kemijske termodinamike (kemija) [6]. Glavna
svrha nagrade je odavanje pocasti pojedincima i organizacijama koji su dali znac¢ajan doprinos
covjecanstvu, kao i Nobelovim osobnim teznjama za pozitivnim nasljedem [5]. Ne radi se samo o
financijskoj nagradi ve¢ i medunarodnom priznanju koje ¢e osigurati i unaprijediti daljnja sredstva
za njihov rad [6]. Nagradivanjem pojedinaca i organizacija zbog znanja, promicanja mira i
nadogradivanja ljudske kulture, motiviraju 1 inspiriraju se ljudi diljem svijeta da nastave

revolucionarna istrazivanja i teze boljem svijetu [6].

Deoksiribonukleinska kiselina ili DNA je molekula Zivota koja nosi geneti¢ke upute za Zivot (rast,
razvoj, funkcioniranje i reprodukciju) svih Zivih organizama 1 mnogih virusa [6]. Njezino otkrice 1
istrazivanje njezine strukture i1 funkcije klju€ni su za razumijevanje mehanizama nasljedivanja 1
molekularne osnove samog Zivota, te razvoja biologije i medicine [7]. U 19. stolje¢u Gregor
Mendel je postavio temelje genetike 1 objasnio osobine nasljedivanja, medutim fizicka osnova
DNA je ostala nepoznata [7] . Friedrich Miescher godine 1869. otkrio je tvar koja sadrzi fosfor i
dusik u jezgri bijelih krvnih stanica nazivaju¢i je ,,nuklein* [8]. Ta tvar je kasnije identificirana kao
molekula DNA [8]. Njezino znacenje kao nositelja geneticke informacije u to vrijeme nije bilo
prepoznato. Pocetkom 20. stoljeca dolazi do veceg razumijevanja uloge DNA u nasljedivanju.
Frederick Griffith 1928. godine eksperimentom prikazuje transformaciju (geneti¢ki materijal iz

jednog soja bakterije moze prenijeti u drugi soj, pritom mijenjaju¢i njegove karakteristike)



Streptococcus pneumoniae [9]. Konac¢ni dokaz DNA kao genetiCkog materijala dosao je 1944.
godine, Oswald Avery, Colin MacLeod i Maclyn McCarty nastavili su se na ,,Griffithov
eksperiment® kako bi odredili biokemijsku prirodu transformacije iv vivo [10]. Koristili su S iR
soj bakterije S. pneumoniae. Prvo su koristili specificne enzime (proteaza, RNaza, DNaza) za
izolaciju bioloskih makromolekula (proteina, DNA, RNA) iz toplinski inaktiviranog S soja, te su
komponente pomijeSali sa zivim R sojem bakterija kako bi promatrali hoée 1li do¢i do
transformacije u S soj [10]. Istrazivanjem su snazno dokazali kako je DNA odgovorna za
transformaciju u bakterijama, a ne protein [10]. U istom vremenu znanstvenici su poceli povezivati
kromosome s nasljedivanjem; nositelji genetickog materijala. Kromosomsku teoriju nasljedivanja
podupro je rad Thomasa Hunt Morgana 1933. godine prouc¢avanjem mutacija na musici Drosophila
melanogaster [11]. Odredivanje strukture DNA bilo je jedno od najvaznijih postignuca koje je
revolucioniralo polja genetike 1 postavilo temelje za daljnja istrazivanja. Rane 1950-e Rosalind
Franklin i Maurice Wilkins uz pomo¢ kristalografije x- zraka dobili su slike visoke rezolucije koje
su pruzile nuzan dokaz spiralne strukture DNA [12]. Koriste¢i se ve¢ poznatim informacijama o
molekuli DNA; sastav Cetiri vrste nukleotida, Chargaffovo pravilo (koli¢ina adenina jednaka
timinu, koli¢ina citozina jednaka gvaninu), difrakcija X-zraka koja ukazuje na spiralnu strukturu,
Watson 1 Crick su 1953. godine predlozili teorijski model dvostruke zavojnice DNA [13]. Nakon
otkriéa dvostruke zavojnice, istrazivanja DNA se naglo progirila. Sezdesetih godina proglog
stoljeca provodila su se istrazivanja koja su pomogla u deSifriranju genetickog koda 1 prevodenju
sekvence DNA u proteine (Robert Holley, Har Gobind Khoran, Marshall Nirenberg) [14].
Razvojem tehnologije rekombinantne DNA 1970-ih, znanstvenici Paul Berg, Herbert Boyer i
Stanley Cohen su omogucili manipulaciju 1 kloniranje DNA, postavivsi temelje za buducnost
biotehnologije 1 moderne medicine [15]. Usporedno se pojavljuje 1 tehnologija sekvenciranja DNA,
Sto je rezultiralo sekvenciranjem cijelog ljudskog genoma u projektu ,,Projekt ljudskog genoma“
(1990.- 2003.). Od rane identifikacije ,,nukleina“ do sekvencioniranja cijelog ljudskog genoma,
svako otkrie temeljeno na prethodnim saznanjima doprinijelo je unapredivanju znanosti 1
razumijevanju genetike 1 time otvorilo nova vrata u medicini i1 biotehnologiji [16]. Nobelove
nagrade dodijeljene su brojnim znanstvenicima za radove u poljima razumijevanja DNA i
genetickih mehanizama koji leze u osnovi nasljeda i stani¢nih funkcija. Nagrade odaju priznanja
znanstvenicima ¢iji su radovi unaprijedili i oblikovali put modernim genetickim istrazivanjima,

biotehnologiji i medicini, naglasavajuc¢i dubok utjecaj razumijevanja molekule zivota.



3.1 RAZOTKRIVANJE GENETICKOG KODA-
MEHANIZMI NASLJEDIVANJA T EKSPRESIJE GENA

Otkrivanje genetickog koda, mehanizma nasljedivanja i ekspresije gena bile su glavne nepoznanice
biologije, a obuhvacala su stoljeca istrazivanja. Najznacajnija otkri¢a bila su nagradena Nobelovom
nagradom, dajuéi uvid u strukturu DNA, mehanizme sinteze genetiCkog materijala, desifriranje

genetickog koda, genetsku kontrolu, nasljedivanje 1 geneticki inZzenjering.

3.1.1 Otkri¢e dvostruke zavojnice

Godine 1962. James Dewey Watson (r. 1928.), Francis Harry Compton Crick (1916. — 2004.) 1
Maurice Hugh Frederick Wilkins (1916. — 2004.) zajedno su primili Nobelovu nagradu za
fiziologiju ili medicinu zbog odredivanja molekularne strukture deoksiribonukleinske kiseline
(DNA) i njezinog znacaja za prijenos informacija u zivom organizmu 1953. godine [13].
Wilkinsova kolegica Rosalind Franklin (1920. — 1958.), nije bila pocas¢ena Nobelovom nagradom
kao njezini suvremenici, iako je njezin doprinos bio od iznimne vaznosti [12]. O razlozima njezina
isklju€enja raspravljalo se 1 joS uvijek nisu jasni. Postoji odredba Nobelove nagrade koja odreduje
da se ni u kojem slucaju iznos nagrade ne smije dijeliti izmedu viSe od tri osobe [12]. Mozda je
glavni faktor mogla biti €injenica da je preminula prije dodjele nagrade, ali ta je odredba protiv

posthumnih nagrada uvedena tek 1974. godine [12].

Molekula koja je temelj nasljeda ili poznata kao molekula zivota, DNA, nosi gensku informaciju
koja se koristi u rastu, razvoju, funkcioniranju i reprodukciji svih zivih organizama [12]. Novo
razumijevanje genetike, nasljedivanja i nasljednih bolesti, bilo je moguce nakon otkri¢a strukture
DNA. Dvostruka spirala sastavljena od dva lanca izmjeni¢nih fosfatnih 1 Sec¢ernih skupina,
ucvrs¢ena je vodikovim vezama izmedu parova organskih baza: adenina (A) 1 timinom (T) te
gvanina (QG) 1 citozina (C) [12]. Pozadinu za rad Cetvorice znanstvenika formiralo je nekoliko
znanstvenih otkri¢a: 1940-ih Avery, MacLeold i McCarty dokazuju da je za nasljede odgovorna
DNA, a ne protein u kromosomima [12]; eksperimentalno otkri¢e Erwina Chargaffa o jednakoj

koli¢ini baza adenina (A) 1 timina (T), te gvanina (G) 1 citozina (C) u DNA 1 otkri¢e Linusa Paulinga



o spiralnim oblicima odredenih proteina, koje je dovelo do koriStenjem atomskih modela i

poznavanjem moguceg rasporeda razli¢itih atoma [16, 17].

Francis Crick kao diplomirani fiziCar svoju karijeru zapocinje u tom podrucju, ali nedugo nakon
zavrsSetka obrazovanja Crick proSiruje svoje vidike u svijet molekularne biologije. PoCetci njegove
znanstvene znatiZelje leze u sferi zoologije te se poslije Sire na istrazivanja temeljnih procesa zivota
i genetike [18]. U poslijerathnom vremenu Crick se pridruzuje Laboratoriju Cavendish na
Sveucilistu u Cambridgeu, te poCinje poducavati bioloske molekule koristenjem tehnika difrakcije
x-zraka (rendgenska kristalografija) [18]. James Watson, mladi americki biolog koji je otiSao u
Dansku na postdoktorski rad kako bi prosirio svoje znanje iz kemije [20]. Prilikom svog boravka
upoznaje se s Wilkinsonovim radom na strukturi DNA 1 kristalografskim tehnikama [20]. Pobudila
mu se znatiZelja te se ubrzo preselio u Cavendish Laboratorij, gdje je u tijeku bilo nekoliko vaznih
kristalografskih projekata X-zraka [20]. Na istom radnom myjestu susreo je Cricka, Cije Ce
poznanstvo brzo prerasti u jedno od najpoznatijih partnerstva u povijesti znanosti. Crickov teoretski
uvid i razumijevanje tehnike difrakcije x-zraka, s Watsonovim znanjem u genetici i molekularnoj
biologiji rezultiralo je revolucionarnim otkricem 1953. godine [18, 20]. Nadahnuti radom L.
Paulinga, kemicara koji je predlozio model trostruke spirale DNA [17] , Crick i Watson su bili
potaknuti na razmi$ljanje o novom modelu DNA [18, 20]. Na King’s Collegeu u Londonu,
Rosalind Franklin je dobila slike DNA s pomoc¢u rendgenske kristalografije, ideje koju je prvi iznio
Maurice Wilkins [19]. Upravo fotografija 51 bila je kljucna, pokazala je jasnu spiralnu strukturu

(Slika 1.).

Sample Photo 51 Double helix




Slikal. Fotografija 51, Rosalind Franklin, rendgenska difrakcijska slika DNA koja ukazuje na
spiralnu strukturu (dvostruka zavojnica).

Izvor:(https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/f/f6/Experimental setup of Phot

0 51.svg/2560px-Experimental setup of Photo 51.svg.png)

Ona je bila zadnji dio slagalice koja je potvrdila teoriju dvostruke spirale James Watsona i Francis
Cricka. Njihov model je pokazao da se DNA sastoji od dva lanca koja idu u suprotnim smjerovima
(antiparalelni), upleteni jedan oko drugoga tvoreci spiralu [21]. Svaki lanac je sastavljen od
Secerno-fosfatne okosnice s dusikovim bazama (adenin, timin, citozin, gvanin) koje su okrenute
prema unutra [21]. Baze se uparuju komplementarno vodeci se Chargaffovim pravilom, adenin se
sparuje s timinom a citozin s gvaninom [16]. Parovi baza se povezuju uz pomo¢ vodikovih veza,

pri cemu A-T parovi tvoje dvije vodikove veze, a C-G tvore tri veze (Slika 2.).

Hydrogen bonds
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Slika 2. Trodimenzionalna struktura dvostruke spirale DNA, koju su ispravno razjasnili James
Watson i Francis Crick. Komplementarne baze se drze zajedno kao par vodikovim vezama. Dvije
vodikove veze povezuju timin (T) s adeninom (A), a tri vodikove veze povezuju gvanin (G) s
citozinom (C). Secerno- fosfatne okosnice medusobno teku antiparalelno, zbog toga su 3" i 5'-
krajevi dvaju lanaca poravnati.

Izvor: (https://biologydictionary.net/wp-content/uploads/2016/10/DNA-Nucleotides.jpg )
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Komplementarno spajanje baza osnova je mehanizma za replikaciju DNA, gdje svaki lanac sluzi
kao kalup za novi komplementarni lanac, osiguravajuci kopiranje genetickog materijala tijekom
stani¢ne diobe [21]. Ovo je pruzilo molekularno objasnjenje za prijenos genetickih informacija. Uz
sve poznate informacije uspjeli su konstruirati fizicki model, te su u trodimenzionalnoj strukturi
mogli prikazati molekularnu udaljenost 1 kutove. Nakon otkric¢a strukture DNA, Crick je dao jos
jedan znacajan doprinos biologiji; formulacija srediSnje dogme koja ocrtava tijek genetickih
informacija od DNA preko RNA do proteina [21]. Ovime je objasnio prepisivanje geneticke upute
u glasnicku RNA (mRNA) 1 zatim njihovo prevodenje ribosomima u proteine. Pojasnio je
usmjereni tok geneti¢kih informacija i naglasio ulogu RNA kao glasnika koji prenosi gensku uputu
od DNA u jezgri do ribosoma u citoplazmi, gdje se sintetiziraju proteini [21]. Razumijevanje
genetickog koda i mehanizama sinteze proteina otvorilo je put prema tehnologiji rekombinantne
DNA, koju danas znanstvenici koriste u svrhe manipuliranja genima i umjetnu proizvodnju
proteina. Otkrice strukture DNA 1 srediSnje dogme postavilo je temelje molekularne biologije kao
znanstvenog polja [21]. To je dovelo do razvoja raznih tehnologija u buduénosti, kao Sto su
sekvenciranje DNA, lanCana reakcija polimeraze (engl. polymerase chain reaction, PCR) i
uredivanje gena CRISPR-Cas9, te genetsko testiranje, genska terapija i personalizirana medicina

koje predstavljaju veliki napredak i nadu za zdravstvo.



3.1.2 Desifriranje genetickog koda

Robert W. Holley, Har Gobind Khorana 1 Marshall W. Nirenberg za istrazivanje kojim su
protumacili geneti¢ki kod i1 njegovu funkciju u sintezi proteina, zajednic¢ki su dobili Nobelovu
nagradu za fiziologiju ili medicinu 1968. godine [22]. Ovo istrazivanje pruzilo je duboki uvid
mehanizma kojim se geneticke informacije kodirane u DNA prevode u sekvencu aminokiselina
proteina. Marshall W. Nirenberg, americki biokemicar koji je radio na Nacionalnom institutu za
zdravlje (NIH), svoju karijeru usredotocio je na razumijevanje genetickog koda, koji sadrzi pravila
po kojima sekvence nukleotida u DNA i RNA odreduju aminokiseline koje tvore protein [23].
Njegov najpoznatiji eksperiment, poli-U, proveden 1961. godine u kolaboraciji s Johannom H.
Matthaei pruzio je jasan dokaz prevodenja sekvence DNA u aminokiseline [23]. Koristili su
sinteticku RNA molekulu koja se u potpunosti sastojala od uracilnih baza (poli-U), koju su uveli u
sustav bez stanica koji sadrzi ribosome, prijenosnu RNA (tRNA) i druge komponente potrebne za
sintezu proteina [23]. Nakon uvodenja poli-U RNA sustav je proizveo polipeptid u potpunosti
sastavljen od aminokiseline fenilalanina, pokazuju¢i da RNA sekvenca ,,UUU* kodira fenilalanin
[23]. Ovo istrazivanje oznacilo je prvu identifikaciju specificnog kodona i njegove odgovarajuce
aminokiseline, dokazujuc¢i time povezanost izmedu specificne RNA sekvence s odgovaraju¢om
aminokiselinom. Nirenberg nakon uspjeha poli-U eksperimenta nastavlja s dekodiranjem drugih
trostrukih nukleotida. Sintezom razli¢itih sekvenci RNA 1 njihovih prevodenjem, njegov tim je u
narednih pet godina uspio odrediti sva 64 kodona i odgovaraju¢e aminokiseline (,,AAA* za lizin i
,CCC* za prolin) [23]. Kod je napisan s pomocu cetiri baze koje se nalaze u RNA (adenin, uracil,
gvanin, citozin), baze su sastavljene u kodone (triplete) 1 proizvode 64 kombinacije [23]. Dvadeset
aminokiselina kodiraju 61 kodon, a preostala tri kodiraju signale zaustavljanja stvaranja
polipeptidnog lanca (STOP kodoni). Njegovo istraZivanje znacajno je unaprijedilo razumijevanje

genetickog koda 1 njegovog prevodenja u molekule neophodne za Zivot (proteine).

Har Gobind Khorana, roden u Indiji, ali kasnije odlazi i radi u Sjedinjenim DrZzavama gdje
zapoc¢inje svoj rad na sintezi nukleinske kiseline [24]. Njegova metoda kemijske sinteze
nukleinskih kiselina uvelike je unaprijedila molekularnu biologiju. Prije njegova rada proucavanje
nukleinskih kiselina predstavljalo je veliki izazov zbog nedostatka alata u laboratorijima.

Koharanin laboratorij stvarao je sinteticke RNA sekvence za deSifriranje genetickog koda poput



ponavljaju¢e sekvence RNA ,,ACACAC* ili ,,UCUCUC* za identificiranje odgovarajucih
polipeptida [24]. Njegov rad je potvrdio da je geneticki kod sastavljen od tripleta nukleotida, od
kojih svaki specificira za jednu aminokiselinu. Takoder je otkrio specificne kodone koji
signaliziraju prekid sinteze proteina poznati pod nazivom STOP kodoni (UAG, UAA i UGA),
kljucni za ispravni zavrsetak sinteze proteina [24]. Najznacajniji rad mu je sinteza prvog umjetnog
gena tRNA supresora tirozina [24]. Temeljna uloga tRNA je dekodiranje mRNA u aminokiseline
tijekom sinteze proteina. Svaka tRNA je specificna za aminokiselinu i ima regiju antikodona koja
se uparuje s odgovaraju¢im kodonom na mRNA. Tirozin supresor tRNA prepoznaje stop kodon u
mRNA 1 umjesto njega ubacuje aminokiselinu tirozin, omogucavajuci time nastavak sinteze
proteina [24]. Sintetizirali su tRNA povezujuci kratke sekvence nukleotida, unijeli su je u sustav i
ispitali njezinu biolosku aktivnost, te sposobnost prepoznavanja i zamjene stop kodona tirozinom
[24]. Eksperiment je potvrdio tocnost 1 univerzalnost genetickog koda, te pokazao kako sinteticke
tRNA mogu zamijeniti prirodne RNA. Khoran je postavio temelje genetickog inzenjeringa npr.
alati za uredivanje gena poput CRISPR-Cas9, tehnologiju rekombinantne DNA i u medicinskim

sferama genske dijagnostike i terapiji.

Robert W. Holley, americki biokemicar, usredotocCio se na razumijevanje strukture i funkcije tRNA
u sintezi proteina [25]. Najznacajnije postignuce bilo je odredivanje kompletne nukleotidne
sekvence tRNA, 1965. njegov tim je uspjesno sekvencionirao 77 nukleotida koji ¢ine tRNA za
aminokiselinu alanin [25]. Robert W. Holley u ranim 1960-ima prvi predlaze sekundarnu strukturu
alaninske tRNA, takoder poznata kao model lista djeteline (engl. three-leafed clover); molekula
tRNA ima cetiri petlje (engl. hairpin loops) ili kraka, od kojih svaki ima odredenu funkciju, to su
akceptorski stablo, antikodonski krak, D krak i TWC krak (Slika3.) [25]. Antikodonska petlja sadrzi
specificnu sekvencu od tri nukleotida (antikodon) koji je komplementaran specifi¢nom nizu od tri
nukleotida u mMRNA, poznatom kao kodon. Sparivanje kodona i antikodona osigurava tocan
prijevod genetickog koda tijekom sinteze proteina. Akceptorska stabljika (engl. stem) je mjesto
gdje je vezana aminokiselina (alanin, u ovom slucaju). Ovo pri¢vr§¢ivanje je katalizirano enzimom
aminoacil-tRNA sintetazom, koji prepoznaje tRNA i njezinu odgovarajuc¢u aminokiselinu [25].
Holley je takoder raspravljao o tercijarnoj strukturi tRNA, koja ukljucuje trodimenzionalno
savijanje molekule [25]. Precizno savijanje klju¢no je za funkciju tRNA, jer omogucuje molekuli

da stane u ribosom tijekom sinteze proteina (Slika 3.).
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Slika 3. Model lista djeteline transportne DNA (tRNA), lijevo (A) sekundarna struktura, desno (B)
trodimenzionalna struktura. Izvor:(https://www.frontiersin.org/files/Articles/596914/fmicb-11-

596914-HTML/image m/fmicb-11-596914-g001.jpg)

Desifriranje genetickog koda, rad Holleya, Khorana i Nirenberga pomogao je u razumijevanju
funkcioniranja genetickog koda [14,24,25]. Njihova otkrica podupiru srediSnju dogmu
molekularne biologije te su pridonijeli Sirem razumijevanju molekularne osnove zivota [22]. Otkrili
su mehanizme kojim se geneti¢ke informacije prevode u proteine koji su esencijalni za provodenje
funkcije Zivota, §to je doprinijelo u razvoju tehnologije mRNA [24,25]. Sveobuhvatno su objasnili

nacin na koji geneticke informacije upravljaju bioloskim procesima.
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3.2 DESIFRIRANJE STANICNIH MEHANIZAMA

3.2.1 Nasljedivanje kromosomima

Americki geneticar Thomas Hunt Morgan, nagraden je Nobelovom nagradom za medicinu ili
fiziologiju 1933. godine za svoj rad na podrucju genetike [26]. Pocetkom 20. stolje¢a koncept gena
1 nasljedivanja bio je poznat samo iz Mendelovog rada te je Morgan potaknut i skeptiCan u vezi
njegovih otkri¢a zapoceo svoj eksperiment na modelu vinske musice [27]. Njegovo istrazivanje
vinske musice, Drosophila melanogaster, dovelo je do otkri¢a uloge kromosoma u nasljedivanju i
razumijevanje genetickog nasljeda [27]. Dokazao je da su kromosomi nositelji gena pohranjeni
unutar stani¢ne jezgre. Te da su oni linearno organizirani u dugom nizu unutar kromosoma.
Odabrao je vinsku musicu kao dobar modelni organizam zbog njenog kratkog zivotnog ciklusa,
jeftinog uzgoja, jednostavnog genetickog sastava, lakog odrzavanja i brzog reprodukcijskog
ciklusa uz sposobnost stvaranja velikog broja potomaka [27]. Ovaj izbor mu je omogucio
provodenje opseznih i brzih genetickih eksperimenata, olakSavajuci promatranje brojnih generacija
1 genetickih varijacija. Do prvog velikog otkri¢a doSao je 1910. godine kada je opazio mutaciju

bijelih o¢iju kod muzjaka musice (Slika 4.) [27].

while-ayed famalae red-ayad male red-ayed femala whitle-ayaed male

) . g

C) Q

rod :ﬁyod
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rad-ayed white-eyed rad-ayec
female male
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Slika 4. Spolno nasljedivanje viske muSice osobina bijeli i crvenih o¢iju
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Izvor: (https://www.britannica.com/biography/Thomas-Hunt-Morgan)

Primijetio je da bjelooka osobina za razliku od divljeg tipa crvenih ociju, nije slijedila Mendelove
omjere (nasljedivanje osobina neovisno jedna o drugoj) ve¢ je pokazivala povezanost sa spolom
muhe [27]. Primijetio je da se osobina bijelih o¢iju pojavljuje samo kod muzjaka, a divl;ji tip crvenih
o¢iju samo kod zenki [27]. To je dovelo do hipoteze o spolno vezanom nasljedu, gdje su odredene
osobine povezane s odredenim kromosomima; u ovom sluc¢aju X kromosomom (Slika 4.). Morgan
1 njegov tim su nastavili s provodenjem eksperimenata u kojima su identificirali brojne mutacije i
pratili njihove obrasce nasljedivanja S§to ih je dovelo do stvaranja "kromosomske teorije
nasljedivanja” [27]. Otkriveno je da su geni rasporedeni linearno na kromosomima, koji se odvajaju
1 neovisno razvrstavaju tijekom mejoze [11, 28]. Otkrili su fenomen “geneticko povezivanje”,
pokazujuéi kako se geni smjeSteni jedan blizu drugoga na istom kromosomu nasljeduju zajedno
[28]. JoS jedno vaZzno otkrie je bila rekombinacija ili “crossing over’, izmjena genetickog
materijala izmedu homolognih kromosoma tijekom profaze mejoze [27, 28]. Rekombinacija moze
prekinuti fizicke veze gena na nesestrinskim kromatidama, §to dovodi do novih kombinacija
svojstva i geneticke raznolikosti. Predlazuéi ideju o krizanju, Morgan je takoder pretpostavio da je
ucestalost rekombinacija povezana s udaljenosti izmedu gena na kromosomu [28]. Sto su dva gena
bliza jedna drugom na kromosomu, veca je njihova Sansa da se nasljeduju zajedno, suprotno tome
Sto su udaljeniji veca je vjerojatnost njihovog razdvajanja tijekom rekombinacije. Proucavajuci
frekvencije rekombinacije izmedu razliitih gena, odredili su se relativni poloZaji gena na
kromosomu i dokazali su da snaga veze izmedu dva gena ovisi o udaljenosti izmedu gena na
kromosomu [28]. To je dovelo do stvaranja prvih genetickih mapa 1913. koje su pokazale linearni
raspored gena, geni locirani na istom kromosomu bit ¢e zajedno naslijedeni ako nije doSlo do
“crossing overa” [11, 28]. Rad Morgana s vrstom Drosophila melanogaster imao je dubok utjecaj
na polju genetike te je postavio temelje molekularne genetike. Potvrdio je kromosomsku teoriju
nasljedivanja 1 uspostavio nacela genetickog povezivanja i rekombinacije [28]. Njegova saznanja
su dovela do razvoja genetickog mapiranja pomocu kojeg se odreduje relativni polozaj gena na
kromosomu [28]. Geneticke karte kljucni su alat za proucavanje genetike te su znatno olaksale
istrazivanja evolucije i populacijske genetike [28]. Morganovo shvacanje kako su geni smjesteni
na kromosomu otvorilo je put prema velikom otkricu DNA kao genetickog materijala te

potpomoglo je kasnijem shvacanju molekularnih mehanizama ekspresije 1 regulacije gena [28].
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3.2.2 Genska regulacija 1 kontrola

Nobelova nagrada za fiziologiju ili medicinu 1965. zajednicki je dodijeljena Frangoisu Jacobu,
Andréu Lwoffu i Jacquesu Monodu za njihova otkri¢a geneticke kontrole sinteze enzima i
replikacije virusa [29]. Njihovo istrazivanje razjasnilo je regulatorne mehanizme koji upravljaju
ekspresijom gena, razrjeSavaju model operona, te kako se geni ukljucuju i iskljucuju u bakterijama
[30]. Francois Jacob francuski biolog, znacajno je pridonio molekularnoj biologiji narocito u
podrucju regulacije gena. Poznato je da geni nose informaciju za sintezu proteina, ali mehanizmi
koje stanice koriste za regulaciju ekspresije gena kao odgovor na promjene u okoliSu bili su
nepoznati [30]. Jacobov rad je pruzio odgovore na nepoznanice i zapoceo put modernog polja
molekularne genetike. Jacques Monode bavio se slicnim pitanjima kao Jacob. Istrazivanja je
provodio zajedno u suradnji s F. Jacobom, te je najznacajnije otkri¢e za obojicu je bila formulacija
modela operon; objasnjenje kako bakterije reguliraju ekspresiju gena [30]. Njihove studije
usmjerene su na lac operon bakterije Escherichia coli, skup gena ukljuen u metabolizam laktoze.
Uvode koncept teleonomije (engl. feleonomy) koja opisuje ciljno orijentiranu i prilagodljivu
prirodu bioloskih procesa, te pomaze u razumijevanju sloZenosti bioloskih sustava [30]. Monod 1
Jacob su predlozili kako geneticki kod ne sadrzi samo informacije za izgradnju proteina, ve¢ i
regulatorne sekvence koje kontroliraju kada 1 gdje se ti proteini proizvode [30]. Osiguravaju
odvijanje bioloskih procesa na visoko organiziran nacin, §to dovodi do teleonomskog ponaSanja
[31]. Regulacija ekspresije gena temeljni je teleonomski mehanizam. Ona osigurava sintetiziranje
proteina u pravo vrijeme, na pravom mjestu i u odgovaraju¢im koli¢inama, omogucujuci
organizmu prilagodbu i1 napredovanje. Mehanizmi povratne sprege kljuc¢ni su za odrZavanje
homeostaze 1 regulaciju metaboli¢kih putova. Dostupnost supstrata 1 krajnjih proizvoda utjecu na
aktivnost enzima, tako osiguravajuci tocnu koli¢inu odgovora i zaustavljanje procesa kad se
postigne cilj. Teleonomski mehanizmi pruZaju stanicama prilagodbu na promjene u njihovoj
okolini, osiguravaju¢i im preZivljavanje 1 optimalno funkcioniranje unutar organizma [31].
Razumijevanje teleonomije pomoglo im je u shvacanju kako stanice reguliraju ekspresiju gena u
metabolizmu laktoze, odnosno razumijevanje modela operona [30]. Operon je skup funkcionalno
povezanih gena (strukturni geni) kojima upravlja jedan prekida¢ za ukljucivanje ili isklju€ivanje
(kontrolni elementi) [31]. Primarni elementi operona su strukturni geni, promotor, operator, te

ponekad 1 regulatorni gen koji se nalazi izvan operona [31]. Strukturni geni kodiraju proteine koji
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obavljaju specificne funkcije, ti se geni prepisuju zajedno kao jedna glasnicka RNA (mRNA) [31].
Promotor je sekvenca DNA na koju se veze RNA polimeraza kako bi se zapocela transkripcija
operona, vodi klju¢nu ulogu u odredivanju hoce li se geni transkribirati [31]. Izmedu promotora i
strukturnih gena nalazi se operator, regulatorna sekvenca DNA za koju se moze vezati represor
(regulatorna alostericka bjelancevina) i o tome ovisi hoc¢e 1i se dogoditi transkripcija geneticke
informacije sa strukturnih gena (Slika 5.) [31]. Model na kojem su otkrili strukturu i funkciju
operona bio je lac operon (skup gena koji su ukljuceni u metabolizam laktoze) prokariota, ¢iji su
strukturni geni kodirali enzime potrebne za metabolizam laktoze [30, 31]. Izvan operona postoji
regulacijski gen (/acl) koji proizvod represorski protein, u slu¢aju odsutnosti laktoze on se veze na
operator ¢ime sprjeCava transkripciju strukturnih gena blokiranjem RNA polimeraze [30]. Postoji
jos§ 1 induktor, to je u ovom slucaju laktoza koja se veze na represor, uzrokujuéi njegovu promjenu
oblika i rezultira oslobadanjem operatora. Oslobadanjem operatora RNA polimeraza ima pristup
strukturnim genima 1 njihovom prepisivanju, dolazi do proizvodnje enzima potrebnih za

metabolizam laktoze (Slika 5.).
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Slika 5. Model lac operona. Lijeva slika - represor je aktivan i vezan za operator, onemogucuje
vezanje RNA-polimeraze za promotor, nema transkripcije strukturnih gena (lacZ, lacY, lacA).
Desna slika - inaktivacija represora laktozom (induktor), RNA-polimeraza veze se za promotor §to
rezultira transkripcijom strukturnih gena i1 proizvodnjom enzima potrebnih u metabolizmu laktoze.
Izvor:(https://media.cheggcdn.com/media/lcf/1¢cf7¢b5d-26d3-4063-99¢d-
b8680b70d334/php5wrgv8)
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Razjasnjavaju¢i mehanizme regulacije gena, model operona objasnio je kako se stanice mogu
prilagoditi promjenama okoli$a kontroliranjem proizvodnje enzima i drugih proteina [31]. Andre
Lwoff francuski mikrobiolog, znacajno pridonio razumijevanju replikacije virusa i regulaciji
ekspresije gena u bakterijama [32]. Fokus istrazivanja je bio na bakteriofagima, virusi koji
inficiraju bakterije, te njihovim interakcijama sa stanicom domacina. Lwoffovo istrazivanje 1953.
pruzilo je uvide u virusne mehanizme i time postavilo temelje modernoj virologiji i molekularnoj

genetici [32].

Kljucni pronalasci virusnih mehanizama je lizogenija, temeljni rad Lwoffa. Lizogenija je proces
kojem bakteriofag (virus) integrira svoj geneti¢ki materija, poznat kao profag, u bakterijski genom
domacdina [32]. U tom stanju mirovanja, profagi se zajedno recipliraju s genomom domacina
tijekom stani¢ne diobe, bez izazivanja lize ili smrti stanice [32]. Za razliku od lizogenije, liticki
ciklus je vrijeme kada se bakteriofag aktivno razmnozava, $to na kraju dovodi do uniStenja
bakterijske stanice i otpuStanja veceg broja bakteriofaga [32]. Prebacivanje izmedu lizogenih 1
litickih ciklusa strogo je regulirano razli¢itim genetickim elementima i ¢cimbenicima okoliSa (Slika

6.).
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Slika 6. Lizogeni 1 liticki ciklus bakteriofaga &. Gore- liti¢ki ciklus, proizvodnja novih virusnih
Cestica 1 uniStenje stanice domacina (smrt), otpustanje veceg broja bakteriofaga. Dolje- lizogeni
ciklus, virusna DNA u stanju profaga, zajedno se replicira s DNA domacina bez nanoSenja Stete,

stanje mirovanja. Izvor: (https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=5040662)

U stanju profaga, specificni represorski proteini, koje kodira fag, vezu se na virusnu DNA i
inhibiraju transkripciju gena potrebnih za liti¢ki ciklus [32]. Okidaci iz okolisa kao §to su UV
zraCenje, kemijski mutageni ili stani¢ni stres mogu potaknuti profage da se izluce iz bakterijskog
genoma i udu u liticki ciklus, sto dovodi do proizvodnje novih faga i lize stanice domacina (Slika
6.). Otkrice lizogenije objasnilo je latenciju virusa u slozenijim organizmima, ukljuc¢ujuéi covjeka.
Mnogi virusi, kao §to su herpes i retrovirusi, mogu uéi u latentno stanje slicno bakterijskoj
lizogeniji, gdje ostaju neaktivni unutar stanica domacina dulje vrijeme [32]. Razumijevanje
okidaca 1 mehanizama za reaktivaciju virusa bilo je klju¢no za razvoj tretmana za latentne virusne
infekcije. Zajednicki napori Frangoisa Jacoba, Andréa Lwoffa i Jacquesa Monoda predstavljali su
prijelomni trenutak u povijesti molekularne biologije postavljajuéi temeljna nacela regulacije gena,

dovode¢i do dubljeg razumijevanja temeljnih procesa zivota.
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3.2.3 Mobilni geneticki elementi 1 dinamika genoma

Mnoge karakteristike organizma odredene su nasljedem, to jest njthovim genima koji su pohranjeni
u kromosomima unutar jezgre njihovih stanica. Barbara McClintock proucavala je nasljedne
karakteristike kukuruza, posvecujuéi paznju razli¢itoj boji zrna. Dokazala je da geneticki elementi
ponekad mogu promijeniti svoj poloZaj na kromosomu, te da to uzrokuje aktivnost ili neaktivnost
obliznjih gena [33]. Za svoje otkri¢e mobilnih genetickih elemenata, takoder poznatih kao ,,skakuci
geni“ u kukuruzu, dobila je 1983. godine Nobelovu nagradu za fiziologiju ili medicinu [33]. Njezin
rani rad ukljucivao je detaljne mikroskopske analize kromosoma tijekom stani¢ne diobe. Razvila
je tehniku bojanja kromosoma, kako bi bili vidljivi pod mikroskopom omoguéavajuéi time
promatranje i identificiranje razli¢itih kromosomskih struktura i abnormalnosti [34]. Njen vrlo
vazan rad je bio na genetickoj rekombinaciji, na modelu crossing over-a. 1930-ih je dokazala da se
geneticki materijal moze razmjenjivati izmedu homolognih kromosoma tijekom mejoze, Sto

rezultira novim kombinacijama gena i genskoj raznolikosti [34].

Najpoznatije otkrice McClintock bilo je 1950-ih kada je identificirala prenosive lokuse u kukuruzu
koji su pokazivali visoku stopu mutacije [34]. Lokusi su bili povezani s kromosomskim lomom i
ponovnim spajanjem, $to je dovelo do promjena u ekspresiji gena i fenotipskih varijacija u zrnu
kukuruza [34]. Sustavom Ac-Ds identificirala je dvije kljuéne vrste prijenosnih elemenata u
kukuruzu: aktivatorske (Ac) i1 disocijacijske (Dc) elemente [34]. Aktivator (Ac) je autonomni
prijenosni element, Sto znaci da se moZe sam transportirati jer kodira enzim transpozazu [34].
Disocijacijski element (Ds) je neautonomni prijenosni element, za njegov transport potrebna je
prisutnost aktivatora (Ac) koji moZe aktivirati kretanje Ds elementa (Slika 7.). Enzim transpozaza
prepoznaje specificne sekvence na krajevima elemenata Ac 1 Ds, omogucavaju¢i im rezanje i
umetanje u nova mjesta unutar genoma [35]. Kada je Ac element aktivan, moze uzrokovati
pomicanje elemenata Ds koje ¢esto rezultira lomom kromosoma i ponovnim spajanjem, izazivajuci
genske nestabilnosti (mutacije gena 1 varijacije) [35]. Takve transpozicije Cesto rezultiraju

fenotipskim promjenama u kukuruzu, kao na primjer promjena boje u zrnu.
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Slika 7. Sustav Ac-Ds, prenosivi elementi: aktivatorski (Ac) i disocijacijski (Ds) elementi.
Promjena boje u zrnu kukuruza transpozicijom. A) normalni gen C, ljubicasta boja kukuruza B)
element Ac aktivira kretanje elementa Ds, Ds se moze transponirati u gen C, dobije se mutirani
gen C zute boje C) Ac aktivira izbacivanje Ds-a iz gena C, gen C se obnavlja, promjena boje u

zuto-ljubicastu. Izvor: (https://www.researchgate.net/figure/An-unusual-kernel-turning-up-in-a-

crossing-experiment-involv-ing-4-000-kernels_figl4 255989394)

Prenosivi elementi klju¢nu ulogu imaju i1 u kontroli ekspresije gena, kada se element umetne u
blizini ili unutar gena, moze do¢i do aktiviranja ili deaktiviranja obliznjeg gena Sto dovodi do
promjene u fenotipu [35]. Danas su ti elementi poznati kao DNA transpozoni,“izrezi 1 zalijepi”
(engl. cut and paste, izrezivanje 1 umetanje u nova mjesta genoma), t¢ RNA transpozoni ili
retrotranspozoni, koji koriste RNA intermedijer (obrnuta transkripcija RNA u DNA prije umetanja
u genom). Otkrice prijenosnih elemenata Barbare McClintock revolucioniralo je polje genetike,
takoder je dalo duboko razumijevanje plasti¢nosti genoma 1 sposobnosti genoma da se prilagodi

promjenjivim okruZenjima [35].
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3.3 MANIPULIRANJE GENOMOM

3.3.1 Mehanizmi sinteze DNA 1 RNA

Veliki preokret u znanosti nakon otkri¢a strukture DNA bio je rad Severo Ochoa i Arthura
Kornberga opisuju¢i mehanizme bioloske sinteze RNA 1 DNA. Za ta otkrica im je dodijeljena
Nobelova nagrada za fiziologiju ili medicinu 1959. godine [36]. Klju¢no otkri¢e na temelju kojeg
se postavila teorija srediSnje dogme molekularne biologije, koja opisuje protok informacija gena
od DNA do RNA do proteina [36]. Veliku su ulogu imali u napretku biotehnologije, ukljucujuci
tehniku PCR (lancana reakcija polimeraze), sekvenciranje DNA 1 tehnologiju rekombinantne
DNA. Molekula RNA sastavljena je od jednog lanca nukleotida, od kojih svaki sadrzi Secer ribozu,
fosfatnu skupinu i jednu od cetiri baze (adenin, uracil, citozin i gvanin) [37] . Odgovorna je za
prijenos genetickih informacija od DNA do proteina, kroz svoje razlicite oblike od kojih svaki ima
svoju funkciju. Glasnicka RNA (mRNA) bitna za prijenos genetickih informacija od DNA do
ribosoma, transfer RNA (tRNA) prevodi geneticki kod u aminokiseline (gradevni blokovi
proteina), ribosomska RNA (rRNA) ¢ini jezgru strukture ribosoma i pomaze u sastavljanju proteina
[37]. Nezamjenjiva molekula koja pokrece ekspresiju gena i regulira stani¢ne funkcije. Biokemicar
Severo Ochoa i njegov tim usredotocili su svoje istrazivanje na biokemijske procese metabolizma
nukleinskih kiselina. Tijekom tih istraZivanja naisli su na enzim u bakteriji Azotobacter vinelandii
koji je mogao katalizirati sintezu RNA [37]. Rije¢ je o dvofunkcijskom enzimu polinukleotid
fosforilaza (PNPaza), za razliku od RNA polimeraze kojoj je potreban DNA kalup za sintezu
molekule RNA, PNPaza mozZe sintetizirati RNA neovisno o kalupu, koriste¢i ribonukleozid
difosfate (NDP) kao supstrate [37]. NDP uklju¢uje adenozin difosfat (ADP), gvanozin difosfat
(GDP), citidin difosfat (CDP) 1 uridin difosfat (UDP). Polinukleotidna fosforilaza je velik,
multimerni enzim s vise pojedinaca, te veznim mjestima RNA i NDP (aktivno mjesto) [37]. Iako
enzim moZze povezati nukleotide zajedno ta reakcija je reverzibilna. Uspostavilo se kasnije da je
predominantna funkcija PNPase u bakterijama i eukariotima razgradnja molekule RNA, a ne

njezina sinteza [37]. Sinteza se odvijau smjeru 5' prema 3', tako Sto 3" hidroksilna skupina rastuceg
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lanca RNA izvodi nukleofilni napad na a-fosfat nadolazeceg NDP-a, stvarajuci fosfodiestersku

vezu i otpustajuéi anorganski fosfat (Pi) (Slika 8).
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Slika 8. PNPaza katalizira reverzibilnu polimerizaciju ribonukleotida, djeluju¢i kao RNA

polimeraza i RNA egzonukleaza ; (RNA)n+NDP«>(RNA)n+1+Pi

Izvor: (https://www.cas.miamioh.edu/~wilsonkg/old/gene2005/images/Pnp.jpg)

Kada je lanac produljen on se otpusta, te enzim moze vezati drugi NDP na svoje aktivno mjesto i
nastaviti proces [37]. Aktivnost PNPase ovisi o koncentraciji anorganskog fosfata (Pi) i
ribonukleozid difosfat, poviSeni Pi rezultira razgradnjom RNA u NDP, a visoka koncentracija
NDP-a rezultira sintezom RNA [37]. Ochoa je koristio razne tehnike za proucavanje
polinukleotidne fosforilaze, kao Sto su prociS¢avanje enzima, in vitro testovi i oznacavanje
nukleotida radioaktivnim tragovima za pracenje tijeka ugradnje u RNA [37]. Arthur Kornberg
zajedno sa svojim kolegama 1956. godine je izolirao i identificirao enzim u bakterije Escherichia
coli koji je imao sposobnost sintetizirati DNA in vitro [38]. Enzim su nazvali DNA polimeraza I
klju€an za replikaciju DNA iz deoksiribonukleotida. Ima o¢uvanu strukturu koja nalikuje desnoj
ruci s tri domene: dlan, prsti i palac. Domena dlana sadrzi aktivno mjesto za katalizu, odgovorna
za vezanje predloSka DNA 1 dNTP-a i stvara fosfodiestersku vezu [38]. Domena prstiju veze
dolazne dNTP-ove i1 tono ih postavlja na aktivno mjesto. Domena palca odrzava stabilnost

kompleksa i pomaze u odrzavanju polozaja DNA supstrata (Slika 9).
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Slika 9. Struktura DNA polimeraze, nalik desnoj ruci s tri domene: dlan, prsti i palac. Lijevo-
Sinteza DNA enzimom DNA polimerazom, za pocetak sinteze potrebna je pocetnica sa
slobodnim hidroksilnim krajem za vezivanje novih nukleotida.

Izvor:(https://www.thermofisher.com/hr/en/home/life-science/cloning/cloning-learning-

center/invitrogen-school-of-molecular-biology/per-education/pcer-reagents-enzymes/dna-

polymerase-characteristics.html)

DNA polimeraza I katalizira stvaranje DNA dodavanjem deoksinukleotid trifosfata (ANTP) na 3'
kraj rastucega lanca pocetnice, koji je komplementaran lancu predloska [38]. DNA polimeraza ne
moze zapoceti sintezu de novo ve¢ zahtijeva pocetnicu, kratki RNA ili DNA lanac koji osigurava
slobodnu 3' hidroksilnu skupinu za vezivanje novog dNTP (Slika 9). Enzim odabire to¢an nukleotid
ovisno o komplementarnosti s mati¢nim lancem. Stvara se fosfodiesterska veza izmedu 3'
hidroksilne skupine rastu¢eg lanca DNA 1 5' fosfatne skupine pridosSlog dNTP-a uz otpustanje
anorganskog pirofosfata (PPi) [38]. Nakon toga enzim se premjesta na sljedecu poziciju na lancu.
Osim sposobnosti sinteze DNA polimeraza ima 3' do 5' egzonukleaznu aktivnost, koja joj
omogucava popravak DNA uklanjanjem pogresno ugradenih nukleotida [39]. Osim toga ukljuc¢ena
je u uklanjanje RNA pocetnice i popunjavanju praznina tijekom replikacije DNA. Razumijevanje
mehanizama sinteze RNA i DNA bilo je kljuno za razbijanje genetickog koda, te za razvoj
temeljnih alata u genetickim istrazivanjima. Njihovo istrazivanje je takoder pridonijelo u

razumijevanju genskih bolesti 1 kako mutacije u DNA mogu dovesti do njih.
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3.3.2 Geneticki inZenjering 1 uredivanje genoma

Tehnologija koja je omogucila znanstvenicima izvodenje vrlo preciznih modifikacija DNA zivih
organizama, te otvorila nove mogucnosti u medicini, poljoprivredi i bioloSkim istrazivanjima je
CRISPR-Cas9. Ovaj revolucionarni rad ¢ini jednu od novijih Nobelovih nagrada za kemiju,
dodijeljenu 2020. godine Emmanuelle Charpentier i Jennifer A. Doudna [40]. U sedam desetljec¢a
otkri¢a dvostruke zavojnice DNA, tehnologije za analizu, manipulaciju i sintezu DNA omogu¢ila
su znaCajan napredak u bioloskim istrazivanjima. Modificiranje genoma je ipak specifi¢na
tehnologija koja je dugo ostala nepoznanica. Prije tehnike CRISPR-Cas9 postojali su alati za
uredenje genoma kao S§to su nukleaza cinkovog prstena (ZFN) i efektorske nukleaze sli¢ne
aktivatoru transkripcije (engl. Transcription activator-like effector nucleases, TALEN). Imali su
isti cilj uredivanja gena, ali njihov ogranicen kapacitet ciljanja 1 komplicirani dizajn otezali su
uporabu. CRISPR-Cas9 je prva tehnika koja je imala veliku uspjesnost zbog svoje jednostavnosti
i ucinkovitosti. CRSPR (engl. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) je
skraenica za grupirana pravilno rasporedena kratka palindromska ponavljanja [40]. To su
ponavljajuce sekvence DNA koje se nalaze u genomima bakterija 1 arheja, CRISPR-Cas9 sustav
omogucuje mikroorganizmima obranu od virusnih infekcija [40]. Ovaj obrambeni mehanizam
prepoznaje i ugraduje fragmente virusne DNA u genom domacina kao razmaknice unutar CRISPR
niza stvaraju¢i geneticki zapis infekcija, koji je prenosiv na ,,potomke* i osiguravaju¢i imunost
narednim generacijama [40]. Cas9 je protein, DNA endonukleaza koja inducira dvolancane prekide
(DSB) u DNA na odredenim mjestima [40]. Dobiva se iz bakterija i sluzi kao par ,,molekularnih
Skara“. Emmanuelle Charpentier tijekom istrazivanja bakterije Streptococcus pyogenes otkrila je
tracrRNA (trans-aktiviraju¢a CRISPR RNA), koja je neophodna za sazrijevanje crRNA (CRISPR
RNA) i normalno funkcioniranje CRISPR-Cas9 sustava [41]. Jennifer Doudna proucavala je
molekulu RNA i njezinu ulogu u bioloSkim procesima. Stupile su u suradnju 2011. i zajednicki
prilagodile sustav CRISPR-Cas9 za uredivanje genoma u eukariotskim stanicama [41]. VaZna
molekula tracrRNA je klju¢na komponenta koja vodi protein Cas9 do ciljne DNA, ova molekula

se uparuje s crRNA kako bi se formirala dvolancana RNA potrebna za aktivnost Cas9 [41].
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Kako bi pojednostavnili sustav napravili su vode¢u RNA (engl. single guide RNA, sgRNA),
sinteticku molekulu RNA sastavljena od dva dijela: CRISPR RNA (crRNA) i tractrRNA (engl.
trans-activating) [41]. Sastoji se od sekvence od dvadeset nukleotida komplementarne ciljnoj DNA
koja je programirana za prepoznavanje i vezanje na specificnu sekvencu unutar genoma, te
sekvence skele (engl. scaffold tracrRNA sequence), dvolancana struktura koja se veze na Cas9 [41].
Kada se vode¢a sgRNA veze za komplementarnu ciljnu DNA sekvencu, Cas9 prolazi kroz
konformacijsku promjenu dovodec¢i kataliticke domene proteina u polozaj za cijepanje DNA [41].

Reze DNA induciraju¢i pritom dvolancani prekid u ciljno definiranoj poziciji DNA (Slika 10).
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Slika 10. CRISPR-Cas9 mehanizam, kompleks sgRNA i Cas9 enzim rezu ciljnu sekvencu
molekule DNA stvaraju¢i lancani lom, zbog toga ¢e se ukljuciti popravci DNA: NHEJ i HDR
Izvor:(https://encrypted-tbn0.gstatic.com/images?q=tbn: ANd9GcTuJDSKCANLDLrv4mQ-
7Kbm2CDd3hTN9FuQMw&s)

Nakon dvolan¢anog loma DNA (engl. double strand break, DSB) aktiviraju se dva prirodna
mehanizma popravka stanice: nehomologno spajanje krajeva (engl. Non-homologous end joining,
NHEJ) i popravak usmjeren homologijom (HDR) [41]. NHEJ je put popravka sklon pogreskama
koji ponovno spaja polomljene krajeve DNA, moZe dovesti do umetanja ili brisanja nukleotida
(indeli) na mjestu cijepanja tj. pomaka okvira €itanja koji rezultira to¢kastim mutacijama [41].

HDR je precizan put popravka koji koristi kalup molekule DNA za sigurnije usmjeravanje
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popravka DSB-a, omogucava preciznije brisanje, umetanje ili zamjenu sekvence DNA [41].
Mehanizmi NHEJ i HDR kljucni su za odredivanje ishoda uredivanja genoma. Tehnika CRISPR-
Cas9 omogucava ciljnu modifikaciju gena ne samo u mikroorganizmima i nizim eukariotima, ve¢
je moguce i kod biljnih i ljudskih stanica [41]. Ispravljanjem mutacija izravno u molekulama DNA
pogodenih stanica, CRISPR-Cas9 moze ponuditi lijekove za bolesti kao Sto su anemija srpastih
stanica, cisti¢na fibroza i miSi¢na distrofija [41]. Osim toga ova tehnika se koristi u proucavanjima
raka stvaranjem modela ljudskih tumora i uredivanjem imunoloskih stanica, te ima veliki potencijal
za primjenu u borbi protiv virusnih infekcija kao Sto je HIV [41]. UnatoC¢ njezinom velikom
potencijalu u poljima medicine, nailazi na eticku i regulatornu prepreku. Narocito u pitanju
uredivanja zametne linije, zbog vrlo ozbiljnih posljedica koje mogu kulminirati nakon upotrebe
tehnike [42]. Budu¢i da ima ogranicenja, tehnika se najcesc¢e koristi u poljoprivredi i modelnim

organizmima u svrhu istrazivanja i unapredenja njezinog koristenja [43].
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3.4 UTJECAJ OTKRICA NA ZNANOST I MEDICINU

Otkrica u biologiji 1 kemiji nagradena Nobelovom nagradom imala su znac¢ajan utjecaj na znanost
1 medicinu, proSirujuc¢i vidike razumijevanja zivota i omogucavaju¢i nove tretmane bolesti.
Razotkrivanje DNA i RNA oznacio je veliki korak u znanosti, F. Crick i J. Watson razjasnili su
strukturu dvostruke zavojnice i otkrili kako se geneticke informacije pohranjuju i repliciraju [19].
Postavili su temelje molekularnoj biologiji, modernoj genetici te tehnikama sekvenciranja i
manipuliranja molekulom DNA [19]. Uz pomo¢ saznanja iz podrucja genetike i molekularne
biologije, bio je mogu¢ razvitak kompleksnih laboratorijskih tehnika poput genskog testiranja;
dijagnoza genskih bolesti, identifikacija nositelja i rizika od bolesti, te genske terapije (tehnike za
popravak mutiranih gena). Marshal Nirenberg objasnio je deSifriranje genetickog koda kao procesa
prevodenja informacija od DNA do RNA do proteina [14]. Razumijevanje molekule RNA, njezinih
struktura 1 funkcija dovelo je do stvaranja mRNA cjepiva, cjepivo koje se koristi u borbi protiv
zaraznih bolesti kao §to je bio COVID-19 [37], kao i za razvoj tehnologija poput PCR-a, koji
koristi RNA pocetnice za detekciju patogena i genskih mutacija, te terapije RNA interferencije,
koja cilja i utiSava specifi¢ne gene u tretmanima kao $to je terapija raka. Istrazivanje DNA i RNA
kulminiralo je Projektom ljudskog genoma (mapirani svi ljudski geni), dovelo je do stvaranja
genetickih modificiranih organizama (GMO) 1 znacajnijeg napretka u istrazivanju raka [16].
Poznavanje nositelja gena postavilo je temelje za sva istrazivanja, rad T.H. Morgana objaSnjava
kromosomsku teoriju nasljeda, vezne gene i osobine povezane sa spolom [27]. Postavio je temelje
moderne genetike, razjasnio kako su geni organizirani i kako se prenose iz generacije u generaciju.
Morganova otkri¢a razvijaju medicinsku genetiku, pomazu¢i u razumijevanju genetickih
poremecaja 1 njihova nasljeda, te modernu biotehnologiju i genomiku (identifikacija gena i
mapiranje) [27]. Najmlade otkrice uredivanja genoma s pomocu tehnologije CRISPR-Cas9,
revolucionarno je polje genetike i biomedicinskih istrazivanja [40]. Primjena u genskoj terapiji,
omogucuje modifikaciju genskog materijala 1 ispravljanje mutacija kao §to su cisti¢na fibroza,
anemija srpastih stanica 1 miSi¢na distrofija [43]. Genska terapija mozZe biti in vivo uredivanje gena
izravno unutar tijela, te ex vivo uredivanje izvan tijela u izoliranim stanicama koje se potom vracaju
[41]. Ciljna terapija se koristi u lijeCenju raka; inzenjering imunoloskih stanica (T-stanice), te u
lije€enju Alzheimerove i Huntingtonove bolesti [42]. Koristi se joS u borbi protiv virusnih infekcija

HIV-ai hepatitisa B. Iako vrlo obecavajuca, ova tehnika je jos uvijek u razvitku te time nosi visoku
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stopu pogresaka u primjeni na Zivim organizmima. Samim time, namecu se razna eticka pitanja i
problemi prilikom njenog koriStenja u svrhu tretiranja ljudi. Zanimljiv je slucaj Dr. He Jiankui iz
2018. koji je nedozvoljeno upotrijebio CRISPR-Cas9 tehniku za uredivanje genoma dviju
novorodenih djevojcica blizanki [43]. Cilj mu je bio stvoriti otpornost na HIV onesposobljavanjem
gena CCRS, koji kodira za protein koji HIV koristi za ulazak u stanice [43]. Bio je uspjesan, ali to
je izazvalo veliku kontroverzu. KoriStenje tehnike moze dovesti do nepoznatih i potencijalno
Stetnih posljedica (cijepanje izvan cilja), do mozaicizma (mjeSavina uredenih i neuredenih stanica),
te neizvjesnost o sigurnosti i u¢inkovitosti uredenih zametnih linija u budu¢im generacijama [44].
Svjetska znanstvena i eticka zajednica reagirala je Sokirano i osudujuce, mnogi znanstvenici su
kritizirali eksperiment kao preuranjen, neetican i nepromisljen. Svjetska zdravstvena organizacija
(WHO) 1 Nacionalni institut za zdravlje (NH) pozvale su stroze propise i nadzor tehnologije za
uredenje gena [44]. lako su se slozili kako tehnika ima golem potencijal, njegova upotreba u
uredivanju ljudske zametne linije jos nije spremna za medicinsku primjenu. Osim u medicini koristi
se u poljoprivredi stvarajuci otpornost na bolesti, povecavajuci nutritivni sadrzaj prehrambenih
proizvoda i razvoj sojeva otpornih na vremenske nepogode [45]. Takoder radi na poboljSavanju
domacih zivotinja (otpornost na bolesti) i razvoju sinteticke biologije; genetsko modifikacije
mikroorganizama za olakSanu proizvodnju bioloskih molekula. CRISPR-Cas9 ima ogroman
potencijal za rjeSavanje izazova naSeg vremena, medutim nuzno je razmotriti eti¢ka 1 regulatorna

pitanja kako bi se osigurala sigurna primjena ove tehnologije.
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3.5 NOBELOVE NAGRADE

Kronoloski je prikazan pregled Nobelovih nagrada za medicinu, fiziologiju i kemiju dodijeljenih
za istrazivanje strukture molekula DNA i RNA, mehanizama njihova nasljedivanja, replikacije i
ekspresije gena, popravka oSteéenja na tim molekulama, funkcija u staniénim mehanizmima,
mehanizmima ugradnje u genom domacina, mehanizmima editiranja rekombinantnom
tehnologijom, te tehnikama umnozavanja sekvenci 1 sekvenciranja nukleinskih kiselina DNA 1

RNA te vizualizacije i detekcije.

Nobelove nagrade za fiziologiju i medicinu:

1910. Albrecht Kossel je nagraden za svoj rad na kemiji nukleinskih kiselina i proteina [46].

1933. Thomas Hunt Morgan je nagraden za otkri¢e uloge kromosoma u nasljedivanju [46].

1946. Hermann J. Muller je odlikovan za izazivanje mutacija zracenjem X-zrakama [46].

1958. George Wells Beadle i Edward Lawrie Tatum dijele nagradu s Joshuom Lederbergom. Beadle
i Tatum dobili su priznanje za otkrice kako geni reguliraju odredene kemijske procese, a
Lederbergu za otkri¢a genetske rekombinacije 1 organizacija genetskog materijala bakterija [46].
1959. Severo Ochoa i Arthur Kornberg su podijelili nagradu za otkri¢e mehanizama u bioloskoj
sintezi RNA 1 DNA [46].

1962. Francis Harry Compton Crick, James Dewey Watson 1 Maurice Hugh Frederick Wilkins su
podijelili nagradu za otkrica molekularne strukture nukleinskih kiselina 1 njezinog znacaja za
prijenos informacija u Zivim bi¢ima [46].

1965. Frangois Jacob, André Lwoft i Jacques Monod dijele nagradu za otkri¢e mehanizma genske
kontrole sinteze enzima i replikacije virusa [46].

1968. Robert W. Holley, Har Gobind Khorana 1 Marshall W. Nirenberg su nagradeni za tumacenje
genetickog koda 1 njegove funkcije u sintezi proteina [46].

1969. Max Delbriick, Alfred D. Hershey i Salvador E. Luria su nagradeni za otkri¢e mehanizma
replikacije 1 genetske strukture virusa [46].

1975. David Baltimore, Renato Dulbecco i Howard Martin Temin dijele nagradu za otkrice

interakcije izmedu tumorskih virusa 1 genetskog materijala stanice [46].
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1978. Werner Arber, Daniel Nathans i Hamilton O. Smith su nagradeni za otkrice restrikcijskih
enzima i njihovu primjenu na polju molekularne genetike [46].

1980. Baruj Benacerraf, Jean Dausset i George D. Snell dijele nagradu za otkrice geneticki
odredenih struktura na povrsini stanice koje reguliraju imunoloske reakcije [46].

1983. Barbara McClintock je nagradena za otkri¢e mobilnih geneti¢kih elemenata u kukuruzu [46].
1987. Susumu Tonegawa je nagraden za otkri¢e genetickog principa nastanka raznolikosti antitijela
[46].

1993. Richard J. Roberts i Phillip A. Sharp dijele nagradu za otkri¢a podijeljenih gena (engl. split
genes) 1 prekrajanja RNA [46].

1995. Edward B. Lewis, Christiane Niisslein-Volhard i Eric F. Wieschaus dijele nagradu za otkrice
genetske kontrole ranog embrionalnog razvoja i tjelesnog ustroja (engl. pattern formation) [46].
2001. Leland H. Hartwell, Tim Hunt 1 Sir Paul M. Nurse dijele nagradu za otkri¢e kljucnih
regulatora stani¢nog ciklusa [46].

2002. Sydney Brenner, H. Robert Horvitz i John E. Sulston dijele nagradu za otkri¢e genetske
regulacije razvoja organa i programirane stanicne smrti [46].

2003. Paul L. Modrich, Aziz Sancar i Tomas Lindahl su nagradeni za otkri¢a mehanizama popravka
DNA [46].

2006. Andrew Z. Fire i Craig C. Mello nominirani su za otkrice RNA interferencije[46] .

2007. Mario R. Capecchi, Sir Martin J. Evans 1 Oliver Smithies su nagradeni za princip uvodenja
specificnih modifikacija gena kod miSeva koriStenjem embrionalnih mati¢nih stanica [46].

2009. Elizabeth H. Blackburn, Carol W. Greider i Jack W. Szostak su nominirani za otkrice
telomera i enzima telomeraze [46].

2012. Sir John B. Gurdon i1 Shinya Yamanaka su podijelili nagradu za otkrice kako se zrele stanice
mogu reprogramirati u pluripotentne [46].

2017. Jeffrey C. Hall, Michael Rosbash 1 Michael W. Young su nagradeni za otkri¢a molekularnih

mehanizama koji kontroliraju cirkadijalni ritam [46].

Nobelove nagrade iz kemije:

1948. Arne Tiselius je nagraden za elektroforezu i otkrice strukture bjelancevina krvnoga seruma

[47].

29



1957. Lord (Alexander R.) Todd je nagraden za rad na nukleotidima i nukleotidnim koenzimima
[47].

1958. Frederick Sanger je nominiran za rad na strukturi proteina, posebno inzulina [47].

1972. nagrada je dodijeljena Christianu B. Anfinsenu za njegov rad na ribonukleazi, te Stanfordu
Mooreu i Williamu H. Stein za razumijevanju odnosa kemijske strukture i kataliticke aktivnosti
aktivnog centra molekule ribonukleaze [47].

1980. Paul Berg, Walter Gilbert i Frederick Sanger su podijelili nagradu, Berg za temeljna
istrazivanja biokemije nukleinskih kiselina. Gilbert 1 Sanger dobili su priznanje za svoj doprinos u
odredivanju slijeda baza u nukleinskim kiselinama [47].

1982. Aaron Klug je nominiran za razvoj kristalografske elektronske mikroskopije i tumacenje
strukture bioloski vaznih kompleksa nukleinske kiseline i proteina[47] .

1989. Sidney Altman i Thomas R. Cech nagradeni su za otkri¢e katalitickih svojstava RNA [47].
1993. Kary B. Mullis i Michael Smith su podijelili nagradu. Mullis je dobio priznanje za razvoj
metode lancane reakcije polimerazom (PCR), a Smith za uvodenje mjesno- usmjerene mutageneze
primjenom oligonukleotida (engl. oligonucleotide-based, site-directed mutagenesis) i proucavanje
proteina [47].

2004. Aaron Ciechanover, Avram Hershko i Irwin Rose su nagradeni za otkri¢e razgradnje proteina
posredovane ubikvitinom [47].

2006. Roger D. Kornberg - nominiran za svoje studije o molekularnoj osnovi eukariotske
transkripcije [47].

2008. Osamu Shimomura, Martin Chalfie 1 Roger Y. Tsien su nagradeni za otkri¢e zelenog
fluorescentnog proteina (engl. green fluorescent protein, GFP) 1 njegove primjene u
fluorescencijskoj mikroskopiji [47].

2009. Venkatraman Ramakrishnan, Thomas A. Steitz 1 Ada E. Yonath su nagradeni za proucavanja
strukture 1 funkcije ribosoma [47].

2015. Tomas Lindahl, Paul L. Modrich i Aziz Sancar su nominirani za istrazivanja mehanizama
popravka DNA [47].

2018. Frances H. Arnold je nagradena za usmjerenu evoluciju enzima [47].

2018. George P. Smith i Sir Gregory P. Winter nominirani su razvoj laboratorijske tehnike koja
ukljucuje koristenje bakteriofaga (engl. phage display) za proucavanje interakcija proteina. Metoda

se bazira na ugradnji stranog gena u DNA bakteriofaga, Sto rezultira ekspresijom peptida ili
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proteina na povrsini faga. Stvaranjem velikih biblioteka razliCitih peptida ili proteina (engl. library
of peptides or proteins) moguce je identificirati proteine koji se specificno vezu na druge molekule
(poput antitijela ili receptora).[47].

2020. Emmanuelle Charpentier i Jennifer Doudna su nagradene za razvoj tehnologije za uredivanje

gena CRISPR-Cas9 [47].
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4. ZAKLJUCAK

Rezultati istrazivanja nagradenih Nobelovom nagradom, pocevsi s otkricem dvostruke zavojnice
do razvoja naprednih tehnika genetiCkog inzenjeringa, znacCajno unapreduju razumijevanje
znanosti i medicine. Nakon otkri¢a molekularne strukture nukleinskih kiselina i njihove vaznosti u
prijenosu informacija u zivim bi¢ima, postavljeni su temelji molekularne biologije koji su utjecali
na mnoga kasnija istrazivanja i primjene. Znanstvenici poput F. Cricka, J. Watsona, S. Ochoa, A.
Kornberga, R. W. Holleya, M. Nirenberga, G. Khorana itd. svojim su otkri¢ima unaprijedili
razliCite grane znanosti. Objasnili su strukturu DNA, enzime sinteze RNA 1 DNA, transkripciju
genetickih informacija iz DNA u protein, pravila nasljedivanja, dinami¢ku prirodu genoma,
genetsku regulaciju i nestabilnost, itd. RazrjeSavajuéi strukturu DNA Watson i Crick objasnili su
kako se geneticke informacije pohranjuju i1 kopiraju. Dok deSifriranjem genetickog koda Holley,
Khoran 1 Nirenberg predlozili su skup pravila prema kojima se informacije kodirane u DNA
prevode u proteine. Ova dva rada uvjetovali su veliki napredak u molekularnoj biologiji, genetici i
medicini, potaknuvsi razvoj tehnologije mRNA, genetickog inzenjeringa i razumijevanje
genetickih poremecaja. Tehnologija mRNA u kontekstu cjepiva predstavlja revolucionarni
napredak u medicini; koristila se kao glavni resurs u borbi protiv pandemije COVID-19 i kao
genska terapija u lijeenju cisticne fibroze 1 odredenih metabolickih poremecaja. Osim ovih radova,
vazna su bila 1 Ochoina 1 Kornbergova otkri¢a enzima polinukleotidne fosforilaze 1 DNA
polimeraze. Poznavanjem ovih enzima daje laboratorijima alate za proucavanje i manipuliranje
nukleinskih kiselina, §to dovodi do razvoja tehnologije PCR, cjepiva, genske terapije i
personalizirane medicine. Njihova su otkri¢a medu otkri¢ima koji su potaknuli razvoj ciljne terapije
lijekovima, poput onih za kroni¢nu mijeloi¢nu leukemiju (CML). Oslanjajuci se na proucavanje
principa replikacije 1 transkripcije DNA, razvijena je tehnologija za uredivanje gena CRISPR-Cas9,
za koju su E. Charpentier i J. A. Doudna dobile Nobelovu nagradu. Ova tehnologija otvara
mogucnosti lijeenja 1 prevencije mnogih bolesti, pa ¢ak 1 genetickih mutacija. lako ima golemi
potencijal za poboljSavanje zdravlja ljudi 1 napretka znanosti, suocava se s etickim i regulatornim
izazovima s kojima treba pazljivo upravljati. Radovi ovih dobitnika Nobelove nagrade zajednicki
su produbili razumijevanje molekularne biologije, genetike i biotehnologije. Integrirana ostavstina
njihovih otkri¢a transformirala je medicinu i znanost te i danas poti¢e inovacije 1 napredak u tim
podrucjima.
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