YHUBEP3UTET Y KPAT'YJEBLIY
OAKYATET MEAULIMHCKNX HAYKA

UNIVERSITY OF KRAGUJEVAC
FACULTY OF MEDICAL SCIENCES

NHTerpucaHe akagemcke ctyguje dpapmauuje

06 — ®apmaueyTcka bnortexHonoruja

yBOL Y ®APMALIEYTCKY BUOTEXHOJIOTUJY.
PEKOMBUHAHTHA OHK TEXHONOI'MJA

1. HEOEIbA HACTABE

INletom cemecTtap 2022/2023. rognHe
KparyjeBal,



YBo4 y dpapmaLieyTcKy buotexHonorujy

« buortexHosnoruja je nHTeguCUMNIIMHAPHaA Hayka Koja objeanmyje
3Haka n3 obnactn 6buoxemnje, MUKpobuonorunje, reHeTuke u
NHXEH-EPCKNX HayKa.

 bnotexHonoryja nogpasymeBa ynoTpeby XuMBUX oOpraHu3ama

(burbaka, XXMBOTUHA U MUKpPOOPraHmsama) UM HLUXoBMUX OerioBa
(eH3nma, opraHena) 3a [gobujakbe npousBoga KOPUCHUX Y
PasfIMYNTUM XUBOTHMM cdpepama, Tj. npeacrtaBba MNPUMEHY
bronowkmnx npoueca 3a gobumjare Nnponssoaa.



YBo4 y dpapmaLieyTcKy buotexHonorujy

* Y 3aBUCHOCTU of obnacTtu npuMeHe, y HajluMpem CMUCITY NMOCTOju
aeceT Tunosa buotexHororuje:

» lypeeHa buomexHoJsioz2uja — bnomegnumuHcka, Tj. buoTexHonoruja
y 30paBCTBY — MNPUMEHYje Ce Yy UCTpaxuBakwy U MPOU3BOLHMU
MEOUUMHCKMX Npou3Boda 3a [AWjarHOCTUKY, MpeBeHUn)y Wunu
nevyewe 6Gonectn. OBa obnact 6uotexHornornje ce 6GaBu
Npon3Bo4H0M brnodapmaueyTuka, FreHCKOM Tepanujom,
CEKBEHLUMOHMPakeM reHoMma U TKUBHUM MHXeHsepuHrom. LlpeeHa
bnoTexHonornja yjegHo npeacrtaBfba rMaBHO Mogpydje npuMeHe
buotexHorsoruvje, a yjeaHo n obnacrt Koja je poKyc oBor yLIbeHuKa.



YBo4 y dpapmaLieyTcKy buotexHonorujy

- 3esieHa  6uomexHosioc2uja —  arpobuoTexHonorunja,  Tj.
BrnoTexHonornja y norbLonpmBpean — NpMMemnyje ce 3a nosehame
npuHoca ycesa, y 60pbu NpoTMB LITETOUMHA, 3aALUTUTU yCeEBaA 04
MUKpOpraHn3amMa W €eKCTPEMHUX BPEMEHCKMX Mpurvka (cyuwa,
Mpa3s), noborbliawy u3rnega, ykyca, HYTPUTUBHE BpPEOHOCTU
ourbaka. [Toopasymesa nobujare HOBWX, reHeTCKU
MOAMNUKOBaAHUX DUIBHUX BPCTa ca nobosbaHmmMm ocobuHama.

bena 6uomexHonoauja - OwuoTexHonornja y XeMUjCKO]
NHOYCTPUjU — T[puMerwyje ce 3a pobujare OGuoropuea,
buonnacTuke, OpraHCKnX pacTBapauya, aMWHOKNCENUHa,

BUTaMMHa, eH31MMa, Kao 1 Noborbluake pasnuunuTuX NPoOnN3BOAHNX
npoueca (nobosrbliake edUuKacHOCTU, CMawEHs€ LUTETHOCTU MO
)KMUBOTHY CpedunHy, Marn yTpoLLaK pecypca y Npou3BoaHn).



YBo4 y dpapmaLieyTcKy buotexHonorujy

« Xyma 6uomexHosiocuja — 6uoTexHornornja y npexpambeHo|
NHOYCTPUjU — npeacTaB/ba HajcTapujy rpaHy buoTtexHonoruvje wu
oenn ce Ha TpaguuuoHariHy W HoBy. TpaguumoHarnHa XyTa
brnoTexHonornje nogpasymeBa npou3soawy XpaHe v nuha (Hnp.
cupa, BWHa, NMBa, KBacua), OOK HOBa XyTa OuoTexHonoruja
nogpasymeBa MNPUMEHY TEHETUYKOr WUHXEHepuHra y aobujamy
XpaHe ca nobosblaHMM  HYTPUTUBHUM N TEXHOMOLLUKUM
CBOjcTBMMA (HMpP. CMakweHre MpoueHTa 3acuheHnX MacHUX
KNCESIMHA Y YIbMa 3a KyBaks€e).

« [lnasa buomexHosio2uja — BUOTEXHONOIMMja BOOAEHUX pecypca —
KOPUCTN MOPCKE U CraTKOBOAHE pecypce 3a gobujare Ko3MeTUKe,

npoun3Boda 3a 30paBCTBEHY 3alUTUTY, buoropmea, npexpamoeHmnx
npounssoaa.



YBo4 y dpapmaLieyTcKy buotexHonorujy

« Cuea buomexHosiozuja — BUOTEXHOMOMja y ekonoruju - 6aen ce
ovyyBakeM M OBOHaBrbakeM 3aral)eHuX MPUPOLAHUX eKocuctTema
Kpo3 npouec buopemeanjaunje. buopemeamnjaumnja nogpasymena
ynotpeby MuKpoopraHusama Wnu HUXOBUX €H3UMa Yy UuIby
gerpagaunje  unn - TpaHcdopmMaumje  ONacHUX  OpPraHCKuXx
3arafhmBaya y 6e3sonacHe npomsBoge.

 3namHa 6uomexHosiozuja — brnoTtexHosnoruja y
bnonHdopmatTMum M HaHOOMOTEXHOMOIMMjM — OArOBOPHA je 3a
oobpo 4vyBawe M aHanusy Omonowknx MHdopmauumja, HapoO4UUTO
JHK n ammnHokucenunHa.

* Po3ze 6uomexHosiozuja — GaBu ce nateHTUMa, NpoHanacuuma,
nybnmkauyujama n MHTeNeKTyarHOM CBOjUHOM Y ODMOTEXHOSIOMUjU.



YBo4 y dpapmaLieyTcKy buotexHonorujy

« bpaoH 6uomexHosiozuja — BNOTEXHOSOMNja CyLLUHUX noapyyja u
nyctuwa — ©0aBuM cCce pasBojeM HOBUX MNOSbOMNPUBPESHUX
TeXHONorvja u reHeTUYKn MoandgUKOBaHMX yceBa KOju Cy OTMOPHMU
Ha 6onecTtn, Cylwly W BENUKW MpoueHat conu y Tny, Koju he
ycrnesaTu y CyLLUHUM Mogpydjuma u nyctukbama n Tako oMmoryhmutu
CMareH-€ ragu n 005ecTn CTaHOBHULLITBA Y OBOM MOAPYYjY.

* LipHa 6uomexHousiozcuja — buoTexHonoruja opyxja
(buotepopusam) — 6aBn ce pasBojeM OMONOLWKMX areHaca Koju
MOry Npoy3pokoBaT BONECT UM CMPT KOA Jbyau, XXUBOTUHA U
burbaka. KopuwhehemM TreHEeTUYKOr UWHXEHEPUHIa MOXe Cce
nosehatn natoreHoCcT Bupyca, bakTepuja, TOKCMHA W AOPYrux
LUTETHUX areHaca Koju ce MOry KOpUcTuUTU Kao BUOSOLLKO opyXje.



Pa3Boj dhapmaueyTcke BMOTEXHOMNOrnje
bnodapmaueyTmka

Pa3Boj dhapmaueyTtcke OMOTEXHOMNOrKje UHUUMPAaH je pas3BojeM
reHeTuKe M MeToda reHcke maHunynauuvje, 1970-ux roguHa.
OTKkpuheM MOMEeKynckux mMexaHusama YKIbydeHUX Yy HacTaHak
BpPOjHNX MNaTONOLLKNX CTaHka U30BOJEHN CY PasfNYnTM Teparmjcku
3Ha4ajHu npotenHn. MehyTum, HKUXOBa Tepanujcka npumMmeHa
buna je He3HaTHa 300r Manux KormnymHa Koje ce Mory 1u3osioBaTu
N3 XymaHunx n3sopa.

OBaj npobnem je npeBasuheH oTkpuhem pekombuHaHTHe OHK
TEXHoMormje wn TexHornorvje xubpugoma (TexHonornje 3a
0obnjake MOHOKIOHCKNX aHTUTeNa U TMMe je 3anoyeTta HoBa epa
doapmaLleyTcke Hayke.



Pa3Boj dhapmaueyTcke BMOTEXHOMNOrnje
bnodapmaueyTmka

Hajsehu noTeHuunjan doapmaveyTcke brnoTtexHonoruje
npeacrtaBrbajy reHcka Tepanuvja W reHeTUYKU UHXEHsEPUHT.
[eHeTUYKM NHXeHepUHr je omoryhno npeHoc reHa nameny henwuja
pasnnMunUTUX BpPCTa U Oobujakbe TreHeTUYKNn MOoANGUKOBAHUX
hennja koje cy crnocobHe pOa npou3BoAe MHOre TeparmjCcKku
3Ha4yajHe NpoTenHe y OBOSbHUM KONMdnHama.

Hajgehn 6poj 6uodapmaueytmka cy npoTeMHn [obujeHu
reHETUYKUM UHXEHEPUHIOM, ann ce OBaj TEPMUH KOPUCTU U 3a
nekose HykrneuHcke kucenumHe (OHK, PHK, aHTuceHc
ONUroHyKIieotTuamn) n uene henwje.

TepmunHn  buonowku nekosu‘, ,buoapmaueymuuyu” unu
,zouomexHosrowsku nekoeu“ npuxeaheHn cy Kao [Oeo
doapmaueyTcke  nuiTepatype U 0O3Ha4yaBaly  npou3Boae
dapmaueyTcke buotexHonoruje.



buodapmaueytTnum

Buodhapmaueytruum cy npotenHn (ykrbydyjyhm n antutena) vnu
HyknenHcke kncenuHe (OQHK, PHK 1 aHTuceHc onuroHykneotnan)
KOju Cce Kopucte Yy Tepanuju wunu in Vvivo AOWjarHOCTUYKNUM
npouenypama, a npou3BoOe Ce Ha HadnHe Koju He
nogpasymeBajy OMPEKTHY eKCTpakuunjy U3 HaTMBHOr OWMOMoLLKOr
Nn3Bopa.

OBW nekosn ce nNpoun3Boge OUOTEXHOSOLLKMM npouecmma n rno
CBOjOj CTPYKTYPU CY CIMUYHU eHOoreHum mosekynuma. C o63npom
Oa penyj)y Ha MorekynapHe wMexaHusme Yy henuvju, wumajy
noTeHunjan ga mnsrneye pasnmunta oborbemwa, a He CamMo HMXoBeE
cuMmnTomMe, a 300r cBoje BMUCOKE CrneunmdUYHOCTU UMajy Mahe
HeXerbeHnx edpekara.



buodapmaueyTnum vs. KOHBEHLMOHANMHU XEMW|CKU
NTEKOBMU

 buodapmaueytmum ce y BENMKO] MepU pasnukyjy
OO KOHBEHUMOHAaSTHUX XEMUjCKMNX NIEKOBA:

— brnodapmaueytmum cy crioxeHu MaKpOMOSEKynu, Koju cy
npeko 100 nyta Behu (HNp. nutTepdepoH 6eta 19000 Da, gok
MOHOKJIOHCKa aHTuUTena wumajy MOMEeKyrncky mMacy Wn o
150000 Da) oa xeMujCcKn CUHTETMCAHMX JIEKOBA KOju CYy Manu
moriekynn (go 500 Da, Hnp. auetuncanuuuriHa KUCernuHa
nma monekyrncky macy 180 Da).

— Bbuodapmaueytnuym nmajy KOMNJIEKCHE  XeTeporeHe
CTPYKTYpe, [OOK XeMWjCKM NeKoBU umajy Ta4yHo aedpuHucaHy

CTPYKTYPY.



buodapmaueyTnum vs. KOHBEHLMOHANMHU XEMW|CKU
NTEKOBMU

— buodapmaueytnum ce npomnssoae Kopuwherem OMONOLLKNX
n3Bopa, [OOK Ce KOHBEHUWMOHaNHW neKoBM NpOoun3Boae
XEeMU|CKUM CUHTEe3ama.

— bunodapmaueytmum cy HectaburmHM M OCET/bMBU  Ha
crorbawhe yTuuaje, 3a pasnuky o4 KOHBEHLMOHANHUX Koju
Cy CTabusHu.

— buodapmaueytuumM cy WMYHOreHW, a KOHBEHUMUOHasHu
NeKoBU Hajyewhe HUCY UMYHOTEHMW.

— bunodapmaueytmum mnsasmBajy MamM OpOj HeXerbeHUX
edpekata M OCTBapYjy CHaXHWjuU edpekaTt Ha UurbHe henuje y
OLHOCY Ha KOHBEHLMOHarHe fnekose.



buodapmaueytTnum npee v gpyre reHepaumje

buodapmaueyTnum ce y 3aBUCHOCTU o4 TexHornornje nobujamba
Krnacndukyjy y Ase reHepaumje. Y npBy reHepaumjy ce ybpajajy
HeVMHXewepncaHa MuLlja MOHOKITOHCKa aHTuTena M MNpOoTEeUHU
KOjU UMajy MOeHTUYHY aMUHOKUCENUHCKY CEKBEHLY Kao HaTUBHU
XyMaHW NpoTenH (Konuje eHOOoreHnx npoTenHa/aHTuTena
nobwnjeHa pekomOuHantHOM  [OHK  TexHonorujom nnm
TEXHOS10rMjOM MOHOKIOHCKMUX aHTUTena).

Hpyroj reHepaumju brnodapmaueyTumka npunanajy
NHXeHepucaHn OunodapmaueyTmun, JobujeHNn reHETUYKUM
NHXEHEPUHIOM  (NpoTeuHu/aHTUTENa ca  "noborbluaHnm”
dun3nyKko-xeMnjckuMm U1 papMakoKMHETUYKMM oOcobuHama V3
ovyBah-€ papMakognHaMmnKe eHOoreHor Mosekyna).



buodapmaueytTnum npee v gpyre reHepaumje

Buodapmaueytuumn gpyre reHepauuje ce nobwujajy reHeTUYKnm
NHXEeHEPUHIOM KOju nogpasymeBa: NPoOMeHy aMWUHOKUCESTMHCKE
CeKkBeHue, NMPOMEHY yrribeHoxugpaTtHe KOMMOHEHTE
[MUKOMNPOTENHA UMM KOBASIEHTHO BE3NBAH-E XEMMU|CKUX rpyna unm
MorneKysa (HNp. NOSIMETUIEH IMNKOM) 3a NPOTENHCKN MOJSIEKYI.

[EHETUYKN WHXEHEPUHT Ce TMpuUMekyje Yy UUIby NPOMEHE
MMYHOMOLLKOT Unu hapmMakoKMHETUYKOT Npodorna NpoTenHa, unm
y UMby CTBapaka HOBUX OY3MOHNCAHMX NpoM3Boaa.



Kateropuje bnoapmavreytuka

 buodapmaueytTnum ce MOry cBpcTatu Yy pasnuymte
KaTeropuje:
(1) UMTOKMHW,
2) eH3nMWu,
3) XOPMOHMH,
4) dbakTopwu Koarynaumje,
5) BaKuUWHe,
6) MOHOKIIOHCKa aHTUTena,
/) henwjcka Tepanuja,
8) aHTUCeHC NekoBu U
9) nentngwn.
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Kateropuje bnoapmavreytuka

LINTOKMHKM Ccy MONEeKynu CriMyHM XOpMOHMMA KOjuU MOry aa
KOHTponuwy peakunje mnamehy henuja. OHn akTuBupajy
henunje nmyHor cucrtema Tj. nnmdouuntTe N Makpodoare. Y
LUUTOKNHE ce ybpajajy:

— WHTepdepoHN (IMUKONPOTEUMHW KOjU LOenyjy Ha Bupyce WU

HEKOHTpornmcaHny nponudepauujy henuvja) (Hnp. 6etadepoH,
Tj. MHXeHepucaHn HTepdepoH 3),

NHTEPIEYKMHN (PYHKUMOHULLY Kao T[MaCHUUN Y MMYHCKUM
peakuujama) (HNp. angecneykuH, Tj. UHXeHepucaHu
NHTEPNEYKUH 2) U

doakTopun pacta (ctumynuwy henujcku pact, nponudepaunjy
n gundepeHumjaunjy henwnja) (Hnp. dwunrpactum, Tj.
NHXeHepucaHu doakTop cTuMmynaumje KOMOHUje
rpaHynouuTa).



Kateropuje bnoapmavreytuka

EH3MMM Cy CNOXeHUM MNPOTENHU KOjU Y3POKYjy oapeheHy
XeMI/IjCKy NPOMEHY Yy OPYrMM MOreKkyrnuMma, a ga npu tome
ocTajy HEernpoMeHeHu (HNp. neracnaprasa, Tj.
NHXerwepucaHa L-acnaparnHasa).

XOPMOHM Cy MONEKYnn Koju npeHoce WHdopmauuje usmeny
henuja (HNp. NUCMpPO, Tj. UHXEHEPUCAHU NHCYIINH).

daKkTopu Koarynauumje cy CBU aKTopym HeonxogHM 3a
Koarynaumjy KpBu (HNp. pekoMbuHaT Tj. UHXerepucaHn dpakTop
koarynaumje VIII).

BakuuHe cy MUKpoopraHMamu unu OernoBuv MUKpoOpraHusama
KOju ce MOry KOpUCTUTU 3a NoacTULaHe OTMOPHOCTU OpraHu3ma
Ha ogpeheHe 6GonectTn Kao M 3a noacTULAHE MMYHOSOLLKOT
oaroeBopa (HNp. eHrepukc b, Tj. aHTUreHcka BakuuHa NpPOTUB
xenartutuca b).



Kateropuje bnoapmavreytuka

MoHOKNOHCKa aHTUTena cy MoHocneuudguyHa aHTUTena,
Koja npedcTaBrbaj)y CEKPETOPHW Mpov3BOA4  UAEHTUYHUX
MMYHCKMX henuja (knoHoBa jedHe henuvje poguTerba) (Hnp.
abumkcumab, Tj. XMMepPHO MOHOKIOHCKO aHTUTESO).

henujcka Tepanuja nogpasymeBa npouec ysohewa HOBUX
henuja y Tknea pagn nedewa bonectun (HNp. Tepannja MaTUYHUM
henujama).

AHTUCEHC reKoBM cagpxe [nOeo Hekogupajyher naHua
nHpopmaumoHe PHK (MPHK). Jlekosu n3 oBe rpyne
YHKUMOHMLLY HA TEHCKOM HMBOY, Kako Ou MpekuHynn npouec
cTBapaka nMpoTeMHa KOju Y3pOKyjy Heky ©Oonect (Hnp.
domMmnBumpceH).

NenTpgHa Tepanuja npencrtaB/ba HOBY Kiacy TepanujcKux
cpeacraBa.  TpeHyTHO cy o0OobpeHM camMO  KaTjoHCKM
aHTUMUKPOBHM NeNTUAM N TO caMOo 3a JIoKasiHy NPUMEHY.



B1onoLwiKkmn nekosu

 BnonoLwkn nek je nek 4ujy akTUBHY CyncTaHLy YMHM BMONOLLKa
CyncTaHua nof KojomM ce nogpasymMeBa CyncTaHua npoussegeHa
MAN  eKCcTpaxoBaHa U3 OMOMOWKOr n3Bopa 3a u4njy cy
KaTeropusaunjy W KOHTPOSy KBanuteta HeonxogHa OU3nNYKo-
XEeMWjCKO-bMosowKa wucnutMnBaka, Kao W getarbaH oOnuc U
KOHTpOMna npon3Bo4HOr npoteca.

Y Guonouluke nekose ce ybpajajy:
"  MIMYHOOLLKM NEKOBM,
= 1eKOBU N3 XyMaHe KpBU 1 Nnasme,
= eKOBW 3a HanpeaHy Tepanujy.



IMYHOSOLLKKM NeKoBU

MMYHONOLWIKN NEKOBU HAMEH-EHU 33 MPUMEHY Y XYMaHOj
MeOULMHN CYy 8aKUUHE, MOKCUHU, CepyMu U arepaeHul.

BakuuHe Cy areHcu KOju ce KOpucTe 3a cTBapare aKTUBHOr
NUMYHUTETA.
* [lpumepn: BakuMHa NPOTMB TeETAHyca, BaKuuMHa NPOTUB
ondptepumje U TeTaHyca, BakuMHa NpoTuB gudTepunje, TeTaHyca
N BENUKOr Kalwrba, BakumHa npotmB konepe, BCG, BakuunHa
NpoTMB [edje nNapanuie, BakuMHaA NPOTUB rpuna, BaKuuHa
NPOTUB BENUKMX OOrmkwa, BakumHa npotme Tudoyca v ap.

TOKCUHM Cy areHcu Koju ce KopucTe 3a AnjarHOCTUKOBaH-€ CTakba
NMYHUTETA.

* [pnmepun: TybepkynuH n TybepkynuH PPD, TokcnHu 3a LUnkos
TecT n [IMKoB TecT, OpyuenuH v ap.



IMYHOSOLLKKM NeKoBU

« CepyMu Cy areHCU KOju ce KOpUCTe 3a CTBapaH-€ MNacuMBHOr
NMYHUTETA.
* [lpymepun: aHTUTOKCUMH AOudTepuje, aHTUTOKCUH MPOTUB
3MUjCKOI OTpOBa, aHTUpabu4yHu cepym, rMobynnH NpoTMB
BEMUKUX OOrMwba, aHTUIMMAQOLUTHM rMOoOYNnH 1 Aap.

e AnepreH je nek HamMeweH Oa WOEHTUUKYje WnNn Kn3asose
cneunguyHy ctedyeHy nameHy MMYHOSOLLKOr O4roBopa Ha areHc
KOJU n3asuBa aneprujcky peakuujy.

» [lpumepun: anepreHn nosieHa TpasBe W pgpseha, aneprexHu
KyhHe rputbe n Opyru.



JlekoBu 13 XYMaHe KpBU U rniria3me

« JlekoBM U3 XymaHe KpBW M nrasmMe Cy NEKOBM NPOu3BEOEHN U3
KPBWU M KPBHE Mniia3Mme XyMaHOr U XXNBOTUHCKOI Mopekna.

* Y oBe nekose ce ybpajajy anbymuH, doaktopu Koaryrnauuje u
NMYHOITIOBYNMHU XyMaHOr NopekKria.

« KpB M KOMMOHEHTe KPBW HaMeH-eHe 3a TpaHcy3ujy, He

cMaTtpajy Cce JleKoM MpemMa 3aKoHy O JleKoBMMa U
MeANLNHCKUM CpeacTBuMa.



JlekoBu 3a HanpegHy Tepanujy

« JlekoBu 3a HanpeaHy Tepanujy cy:
(1) nekoBwn 3a reHcky Tepanujy;
(2) nekoBu 3a comaTcky henujcky Tepanujy u
(3) nekoBn 0odOKMjeHN N3 TKNBa BUONHXXEHEPUHTOM.

 JlekoBuma 3a HanpegHy Tepanujy cmaTpajy  ce
buomornekynn gobujeHn TexHororvjom TpaHcdepa reHa
nunm ynotpebom 6uonolkn moaudukosaHux henuja, a Koju
nMajy yriory akTUBHE CYrCTaHue WM JenoBa akTUBHE
CyncraHue.



PEKOMBUHAHTHA OHK TEXHOJIOTUJA'Y
NMPOU3BOOHU BUODPAPMALIEYTUKA



PekombunHaHTHa [JHK TexHonormja y nponssogHu
bnodapmaueyTmka

* PekombuHanTHn OHK monekyn (xumepHa OHK) je monekyn OHK
KOjU HacTaje BeluTadkum yapyxuBawem gsa monekyna OHK u3
HexomMosiormx wmu3sopa. PekombuHaHTHa [OHK ce pasnukyje of
npupogHor OHK pekombuHaHTa KOju HacTaje ycreq ykpwTawa
XOMOMOrnmx XpomMo3oma Ko eykapuoTta 1 npokapuorTa.

* NMpoussoan pekombuHaHTHe OHK TexHonoruje cy npoussoau
aobujeHn reHetuukum mogndumkaumjama. HK kogmpaHa 3a gatu
npon3Bo4d Cce YBOAW MNOCPEACTBOM OakTepujckor nnasmuaga uvnu
BUPYCHOI BEKTOpa Y norogaH MUKpoopraHusam/MNenujcky nuHujy y
KojeM NoToMm gonasn oo ekcnpecuje kognpaHe JHK v TpaHcnauuvje
Yy KErbeHu npoTeuH. 3aTuMm crede  CroXeHWM  MOoCTynum
eKcTpakumje 1 npevnhaeaka, Npu Yemy ce npoTenH usgsaja y
00ONnnKy KOju ce MOXe KOPUCTUTU 3a opmynaumjy/oobunjare
dmHanHor bnoapmaueyTuka.



[MpnHUMn pekombuHaHTHe HK TexHonorunje

« OpraHusam Koju ce kopuctutun 3a pgoHupawe [OHK HasuBa ce
AoHopoMm, a [1HK m3onoBaHa M3 0OBMX OpraHMs3amMa HasuBa ce

noHopckom OHK.

 HOHK, Tj. reHn Koju ce KrnoHupajy, OOHOCHO npeHoce U3 jedHe
henuvje y gpyry, mory ce 0obuTn Ha BULLE HaYMHa:

N30510BaH-EM U npevnhaBalkem N3 JOHOPCKMX henuja;

cuHTesom komnriemeHTapHe OHK (kOQHK);

in vitro cuHTe3om creundunyHor cermenta JJHK kopuwherwem
naH4yaHe peakuunje nonumepusauuje (PCR).



[MpnHUMn pekombuHaHTHe HK TexHonorunje

[TpBO ce noeHTUdUKyjy n mnsonyjy reHn nnn kHK koju kogupajy
HacTaHaK XerbeHor npoteuHa. Tako OobujeHun pparmeHTU ce
NOTOM MHCEPTYjy Y Masrie oTBopeHe uupkyrnapHe morsekyrne OHK,
KOju WnMajy CrnocoDHOCT caMocTarHe pennukauuje (Hnp.
baktepujckn nnasmugn). OBu manu uupkynapHu monekynm OHK
npeacraerbajy Bektope 3a pparmeHte HK.

Bektop ca MHCepTOBaHUM reHMMa Has3nBa Ce PeKOMOWHaAHTHa
OHK, jep ce cactoju og HK 13 goHopckor reHoma (nopeksiom mn3
6buno kor opraHuama) mn Bektopcke OHK un3 notnyHo apyror
n3sopa (Hnp. bakTepujckn nnasmmg UM BUpYyc).



[MpnHUMn pekombuHaHTHe HK TexHonorunje

Tako pobunjeHa pekombuHaHTHa [OHK ce 3atmm kopuctm 3a
TpaHcdopmaumjy hennja (HNp. PEKOMOWHAHTHU BEKTOPCKU
MOneKynn gocnesajy y baktepujcke henuje).

TpaHcdopmMmucaHe henuje ce MNOTOM KynTUBUWIY W nNpaBe
KornoHuje, yume ce omoryhaBa cTBapate [OO0OBOJbHE KONUYMHEe
NpoTenHa o uHTepeca — bnopapmaueyTuka.

[TloTpebHO je npoHanaxewe HajnorogHujer cuctema 3a
eKkcrnpecujy ogpeneHnx reHa Koju Kogumpajy CUHTe3y UUIbHUX
npoTeunHa.



N3onauwja goHopcke OHK

[da ©oun ce omoryhuna manunynauuja monekyrnom OHK in vitro,
HEOMNXO4HO je Hajnpe wu3onosatv, a MNOTOM U MNPEYNCTUTU
pososbHe kKonunduHe [OHK wnu PHK un3 henuja kopuwherem
pasnUYnTMX NPOTOKOsA.

Kopg eykapuota goHopcka HK je HykneapHa reHomcka OHK, ook
je kog npokapuota TO rMnaBHa reHomcka [OHK. Oa 6u ce
n3onoBane HyKNeunHCKe KucenuHe, HEONXOQHO e pPasnoXuTu
henujy (EH3MMCKM UNU MexaHU4kn) u omoryhutmn ga ce henmjcku
cagpxaj YKrby4vyjyhu n HyKnemHcke KucernmHe ocriobogm, 3atnm
ogBojutn OHK oag wvHTpauenynapHuUX KOMMOHEHTU WU YKIOHUTU
PHK n nnasmugcky OHK.



N3onauymnja goHopcke OHK

- 3a cBaku opraHuM3aM WM TKMBO MOCTOje Marne Bapujauuje y
nocTynky nsonaunje AHK:

Kog henujckmx nuHuja npokvaawe 3alTutHe membpaHe je

jeQHoCTaBHO, jep OHe Hemajy henujcke 3uaooBe wnn gpyre

CTPyKType u3BaH henunjcke membpaHe. [JoBorbaH je gogartak

geteprieHTa Koju he HapywmTtun henujcky membpaHy W
ocrnoboguTn yHyTaphernumjcke KOMNOHEHTe.

Kon Oaktepuja 3a npokuaawe 3aliTUTHE MeMbpaHe
Heonxo4aH je eH3nM NN303UM KOju pasnaxe nenTuaornmkaH,
rmaBHy KOMMOHEHTY henujckor auaa bakTepuja, a HakoH Tora
ce [pnofaje OAeTepLEeHT HaTpujym gooeumn cyndart (eHrn.
Sodium Dodecyl Sulfate — SDS) koju nusupa henujcke
mMemMbpaHe HapyLuaBajyhu nunugHn BOCnNO;).

Kaga ce wmsonyje goHopcka OHK xuBotuwa unu Ourbaka
OHAa Ce Kao W3BOpM KOpUCTE TKMBA, Tako Aa je MocTynak
eKCTpaKkumje KOMMIEKCHUjU.



N3onauymnja goHopcke OHK

HakoH npoknoawa membpaHa henuja gomahwuHa, ocroboheHe
MHTpauernynapHe KOMMOHEHTE Ce odBajajy 04 HepacTBOPIbUBUX
octataka (henujcke membpaHe, NPOTEUHN) UEHTpUdyrupatem
NN XEMWNjCKOM EKCTPaKLMjOM.

LleHmpugpyauparbem ce pasgBajajy KOMMOHEHTE npema
BENUYMHM (Behn MONekynu Tanoxe ce Opxe o4 Marux
MOMneKyna, HMp. HaKoH LWITO je hennjckn 3ug nnu3npaH, Herosu
dparmeHTN cy mamwn og Benuknx monekyna OHK). JogaTHo,
KOMMOHEHTE HepacTBOpSbMBE Yy Te4yHO] dhasnm Opxe
dopmupajy arperate Koju ce Tanoxe Ha gHy Oouumue
(LWeHTPUPYrupaHem OHK doopmmpa nenetr, OOK
pacTBopSbMBU  (pparmMeHTn henujckor 3mga ocTajy Yy

pacTBopy) .



N3onauymnja goHopcke OHK

« Xemujcka ekcmpakuuja nogpasymeBa Kopuwherwe doeHona 3a
yKnawawe MnpoTenHa W3 BOAEHOr pacTtBopa Yy KOMe ce Y3
npotenHe Hanasn n monekyn OHK og vHTepeca. HakoH gogatka
doeHona y oBaj pacTBop, NPOTEMHU Ce pacTBapajy y doeHony, a
OHK octaje y Boan. [1Be dase ce notom oaBajajy
LeHTpudyrnpawem, NpoTenHN ce Tanoxe y goeHosHoj gasun, 4ok
ce HK Hana3u y cynepHaTaHTy y BOAEHO] (pasun.

« Kaga ce npotenHun ykroHe, ysopak nopen OAHK cagpxn n PHK, jep
HW PHK Hunje pactBopHa y deHony. 3a yknawarwe PHK wu3
pacTBopa Kopuctm ce eH3um puboHykneasa (PHKasa) koju
cenektuBHo nuampa PHK go pmnboHnykneotnaa. HakoH genoBana
puboHyKknease Yy pacTBopy ocTaje wuHTakTHa [OHK, kpaTku
dbparmenTn PHK n pnbonykneotnan.



N3onauymnja goHopcke OHK

[lopaBatem jenHake 3anpemMuHe ankoxona, MaHU
PUOOHYKNEOTUAM OCTajy Y BOOAEHOM PacCTBOPY, OOK CE€ MOSEKYI
OHK wn3gBaja w3 BooeHe dase M NOTOM  uU3onyje
LeHTpudyrnpawemMm. HakoH Tora, npeynwheHa goHopcka OHK je
cnpeMHa 3a garby ynoTtpeoy.

Kapa ce OHK u3sonyje ns 6aktepuja, ocum reHomcke OHK moxe
6utn npucytHa n nnasmuacka AHK. 3a pasgBajatbe nnasmumacke
n reHomcke AHK kopuctu ce etngujym opomug (C,,H,,BrN;) nnu
uesnjym xnopug (CsCl), jep ce nnasmunacka OHK Besyje 3a oBa
jeoubera, na Cce HakOH UeHTpudyrmpawa Tanoxu u
jenHocTaBHO KU3aBaja.



N3onauwuja goHopcke nPHK, 1j. KOHK

Kaga ce 3a pobujawe pekombuHatHe [OHK kopuctu kOQHK
HeornxoaHo je nsonosaTtu nHpopmaumony PHK (MPHK). JegaH oa
Ha4ynHa nogpasymeBa Kopulherwe BULLECTPYKUX (OSIUro) KosrioHa
3a apMHUTETHO Npednhasamse.

N3oBojeHa WPHK ce Tanoxu pgogaBakbeM eTaHona W
UeHTpudyrmpawem. HeesesaHn martepujan ce ucnmpa 3 KosioHe,
a gecopnumja MPHK ca kKonoHe ce cnpoBoaun nponyliTakem
nydoepa ca HUCKUM cagprkajeM COSin KpO3 KOMOHY (enyauujom).

HakoH wto ce wWPHK w©n3gBoju ca KonoHe Yy3opak ce
LeHTpudpyrmpa u Tako ce tanoxu npeymwheHa nPHK.



N3onauwuja goHopcke nPHK, 1j. KOHK

AnTtepHaTuBHO npeynwhaBarwe nogpasymMeBa [ofaBaHe Ofiiro
dT (deoxythymidine) - marHeTHUX Nepnuua AMPEKTHO Yy hennjcku
nu3aTt u HakHagHo ,u3snadewe” MPHK marnetom. Hanme, nPHK
nocenyje polyA pen, Tj. nonuageHunatHW pen 3a Koju ce
cneundunyHo Besyje goagatn onuro dT. HakoH hnxoBor Be3nBara
Yy pacTBop ce Oojaje MarHeT 3a Koju he ce Be3atu MarHeTHe
onuro dT nepnuue Koje cy sesane nPHK.

MeToga je Op3a, a Bpeme kKoHTakTa MPHK ca gerpagaumoHmm

pnboHYyKNeasama, Koje Cy NPUPOOHO MPUCYTHE Yy LMUTOoMnasmu,
CBOW C€ HAa MUHUMYM.



Vceuare goHopcke u Bektopcke [HK

HakoHn wTto je HK oo nHtepeca nsonosaHa, notpebHo je ncehu
camMo reH o4 WHTepeca W MHKopnopupaTtu ra y ogrosapajyhu
BEKTOP Y Uunby aobunjawba pekombmHaHTHe [HK. PekombunHaHTHa
OHK TexHonorvja He ©Om 6Ouna wmoryha ©e3 oTkpuha
PeCTPUKLMOHNX €H3MMA.

PecTpuUKUMOHM €eH3MMWU WNKU eHOOHYyKnease Ccy eH3MMWU KOju
xugponunayjy OHK Ha ogpeheHnm UurbHMM cekBeHuama, LUTO UX
YMHM norogHuM 3a  Kopuwhewe Yy pekomOmHaHTHO] [OHK
TexHonoruju. buno koju monekyn OHK (Hnp. BUpYCHU, XymaHW)
cagpXuv uurbHa MecTta 3a peCcTpUKUMOHe eH3ume n 3bor Tora ce
MOXe uceuatu Ha oparMmeHTe geduHucaHe Benu4ynHe, NorogHe
3a KNnoHupame.



Vceuare goHopcke u Bektopcke [HK

PecTpukunoHe eH3ume uvHade npousBoge Oaktepunje pagu
HUxoBe oabpaHe of BMpyca. PECTPUKLMOHN €H3UMU MPUCYTHU Y
henujama pasrpahyjy ctpady OHK, a kako He 6u pgowsno go
pasrpagwe concteeHe [OHK, henuje wmetunyjy nypuHcke WU
nMpuMngnHcke 6ase n tTako obernexasajy n pasnukyjy csojy OHK
oa ctpaHe OHK.

PecTpUKUMOHM €eH3MMKU Cce HasuBajy jow U ,MOJfiekynapHe
Makase“, a ume gobujajy no Bpctmn bakTepuje n3 koje notudy, na
TaKo HMOP. PECTPUKUMOHM eH3uMm EcoRI (n3onosaH u3 E. coli)
npenos3Haje cekBeHUy of wect Hykneotuga y OHK monekyny
6buno kor opraHmama. OBakBa cekBeHua HasmBa ce [JHK
nanuMHOpoM, LWTO 3Haun pOa obe cekBeHue Wwumajy WUcCTy
HYKNeoTUOHY CeKBEeHUy, anuv y aHTunapanenHo] opujeHTauuju.
EH3um EcoRI nceua OHK monekyn yHyTap oBe CeKBEHLEe U TO
namehy G n A Hykneotuga.



Vceuare goHopcke u Bektopcke [HK

HakoH AenoBaka PECTPUKLMOHMX €H3MMa HacTajy WOEHTUHHW
jeqHonaH4yaHwn, yrmaBHOM ,fenibMBU KpajeBu” (HasuBajy ce
nensbuBMM, jep ce BOOOHWYHMM Be3amMa Mory nose3mBaTu -
NenuTy Npy Yemy HacTaje KOMMnemMeHTapHU Hu3). 3axearbyjyhu
[ernoBaky eHsnMma oTeapa ce U UMpKynapHu nnasmug te HacTaje
NHeapHM MOIEKYN Koju Mma aBa nenrbuea kpaja. [lpovssogra
OBUX NensbMBUX KpajeBa je jowl jeaHa ocobuHa pPecTPUKLMOHUX

€H31Ma Koja MUX YNHW NOTrOAHWM 3a TEXHOMNOrWjy pekoMOWHaHTHe
OHK.

[TpuHUMN je jeoHOCTaBaH, ako ce ABa pasnuymta monekyna [AHK
npeceky WCTUM pPECTPUKUMOHMM eH3nmMoM, oba he wumatum
doparMeHTe ca KOMMieMeHTapHUM nenrbUBUM KpajeBuma, LTO
omoryhasa ctBapare xumepHe OHK. Ctora, ako ce n BekTopcka
n poHopcka OHK npeceky nomohy EcoRI, a notom 1 nometuayy,
nensbMBKU KpajeBn BEKTOpa MOry ce Be3aTu 3a nensbmBe KpajeBe
doparmeHTa goHopcke [HK.



Vceuare goHopcke u Bektopcke [HK

* [lBe 0cobuHe pEecTpUKUMOHUX €H3nMa Cy ucKopulheHe 'y
pekomMbuHaHTHOj] IHK TexHonormju:

* unceuajy OHK Ha dpparmeHTe KOju nmajy BENUYMHY NOrogHy 3a
KIoHUpamw-e,

° MHOIMN PECTPUKLMOHM €H3MMW NpaBe CTeneHacTe pesoBe,
Npu 4Yemy HacTajy jegHonaH4yaHu nenrbMBU KpajeBu MOroaHu
3a gobunjarwe pekombmnHanTHor HK monekyna.

« Jlo caga je unoeHTUMPUKOBAHO Ha [OeCeTUHE PEeCTPUKLNOHUX
eH3uMa pasnuymTe cneunguyHoOCTN 3a cekBeHue. Hekn eH3nmu,
nonyt EcoRI, npaBe cTteneHM4acTn pes, OOK APYrM TO 4YnHe Yy
paBHn. Hak n pa je AHK wuceyeHa y paBHM N Hema nensobmsBe
KpajeBe, MOXE Ce KOPUCTUTU 3a cTBapawe pekomouHaHTHe [OHK.
Takohe, JHK ce moxe ncehn n mexaHn4yku, Hnp. mewarwe OHK y
xomMmoreHunszatopy he pasdutu gyradky xpomosomcky OHK Ha
MaH-€ CerMeHTe KOju ce MOry KOPUCTUTU 3a KITOHUpaH-e.



BekTopu

y peKOM6I/IHaHTHOj OHK TexHonorumju I'IOjaM BEKTOP je CUHOHUM

"npeHocunal, reHckor Matepujana”. BekTopu 3a KnoHupake
cy Hajdewhe cneuujanM3oBaHM nasmMuan y  Koje  ce
nMmnrnemeHTupa dparmeHT crtpaHe (goHopcke) OHK 3a parby
MaHunynauujy wmnm npoyyvyaBawa. [a 6u ce [OHK koja Hocu
oapeheHe reHe MHcepToBana y reHoMm goMmahuHa, pennnkoBana u
ekcripumupana, HeonxogaH je BekTop, jep ou yHoc OHK y henujy
6e3 BekTopa pe3yritToBao HeHOM pasrpagHOoM.

bpoj n BpcTe nnasmmga Koju ce KOpucTe 3a KMOoHMpaHwe CTasiHo
pacty, a y3 nnasmuge ce Kao BEKTOpPU KOpUCTe U BUPYCU U
BELTa4YkM Xpomo3omu. JegHOM Kaga ce parMeHT AOHopcke
OHK (uHcepT) knoHupa n uHcepTyje y oarosapajyhu BekTop, Mory
ce Npoun3BecTn Benuke KonnymHe goHopcke [HK, koje ce notom
MOry eKkcnpumMmupaTtin y apyrum opraHu3mmma.



BekTopu

Kaga ce opabepe ogrosapajyhu BeKTOp 3a reH og uHtepeca unm
dparmeHT poHopcke [OHK, OoBa pgena ce nosesyjy Yy jeoHy
KOHCTPYKUMjy. W3pa3 KOHCTPYKT ce KOpuctm 3a 0Ouno Koju
Monekysn pekombunHaHTHe [OHK Koju je cacTtaBrbeH reHeTUYKUM
NHXEeHEePUHIOM. AKO Cy BEKTOP W WHCEPT MWCEYEHU WUCTUM
PECTPUKLUMOHUM €eH3UMOM, OBa [[ena umajy KoMMiemeHTapHe
KpajeBe U notpebHa um je camo [OHK nurasa ga ux nosexe.
YKONMNKO KpajeBM HUCY KOMMATUOWIHM MNOHEKad Ce CUHTETULUY
KpaTKuU OfMMIOHYKNeoTuamM U gofajy Ha Kpajese uHcepTta Kako bu
nocrann KoMnaTnounHn ca BEKTOPOM.

OBKM KpaTKM ONUrOHYKNeoTuam HasmBajy ce NUHKepu U godajy
Je4HO NN HEKOSNIMKO HOBUX MECTa 3a PEeCTPUKLUNOHE eH3UMEe Ha
Kpajesnma JJHK doparmeHTa.



Yopyxumearwe HK (knoHupame)

KnoHnparwe npeacraeBrba WHCEpPTOBawe reHa 04 WHTepeca
(MHCepTa) Ha ogrosapajyhy nokauujy y Bektopy, a ga obm ce 10
OMOryhnuno  K/by4HO je  HanpaBuUTM  KOMMSieMeHTapHe
jeaHonaH4yaHe [JHK kpajeBe BekTOpa 1 MHCepTa, 3a LTa NOCTOojU
HWU3 MeToaa:

1. KnoHunpame pecTpukuMoHUM eH3NMMMa

2. KnoHumpawe naH4yaHoOM peakuujom nonumepase - TA
KIMOHUpake

3. KnoHupawe pekoMbnHoBaH-eM
4. WsotepmHo (TmbcoHoBo) cknanawe [HK Mmornekyna



KrnoHupare pecTpuKLMOHUM eH3MMMa

KnoHupare pecTpuKUMOHUM eH3MMMMa nogpasymMeBa uUceuane
MHCEpTa W BeKTOpa WUCTUM PECTPUKLUMOHMM €EH3MMOM, cTora
nMmajy KoMMremMmeHTapHe jedHonaH4yaHe Kpajese. Kaga ce
nomewajy dparmeHtn OHK wn Bektopu gonasn OO HMXOBOT
nose3nBaka, jep ce usMehy HUXOBUX NenrbUBMUX Kpajeea
doopmmnpajy ABOCTpyKe Be3e. Y pacTBOpy MMa MHOIMO OTBOPEHUX
BEKTOPCKMX MOsSiekyna n MHoro pparmeHara goHopcke JHK.

dparmMeHTU ce Mory yjeauHuUTn Ha cnegehe HayunHe:
e JOHOPCKM oparMeHT U JOHOPCKN (pparmMeHT,;
* BEKTOPCKWU (PpparMeHT U BEKTOPCKN QOParMeHT;
* BEKTOPCKWU (pparMeHT 1 AOHOPCKU pparMeHT.



KrnoHupare pecTpuKLMOHUM eH3MMMa

PekombuHaHTHM OHK mMonekynn ce cnoHTaHo doopMupajy Ha
rope HaBeOeHW HauuH, anv OBU MOMEKYNN HUCY CTaburHu, jep,
nako cy ce nenybMBW KpajeBun ynapunu ga ©Om CcTBOPUNU
nonynauujy XvMMepHWUX Monekyna, ckenet dopmupaH oA
ocaTHMX rpyna v wehepa jow yBeK Huje KOMMeTaH Ha nsa
nonoxaja, Tj. Ha cnojesnma, u OHK monekyn Huje “3anedaheH’.

MehyTnm, TO ce npeBasmnasm gogatkom eHsmma OHK nurase.

OHK nurase ctBapajy goocdoamnectapcke Be3e Ha Crojesuma,
opmMumpajyhi KOHTUHYMpaHy M CTabunHy ABOCTPYKY cnvpany.
OppenheHe [IHK nurase cy 4ak cnocobHe aa cnajajy dparmeHTe
OHK Tyno nceuyeHnx kpajesa. Hajyewha ynorpebroeHa nurasa je
3anpaso u3s T4 6a|<Tep|/|ocbara OHK nwuvrasa «kaTtanuayje
ctBapawe Be3de mamehy 3-OH jegHor naHua n 5-PO, gpyror
naHua [OHK. [OHK nwuraze cy MHoro edwmkacHuje kaga cy
NPVUCYTHN NENSbUBK KpajeBu, AOK A0oCTa cnopuje noeesyjy Tyne
Kpajese.



KnoHnpake naH4aHoM peakumjom nonmmepase - TA
KITOHUpake

KnoHunpawe naHdaHomMm peakuunjom rnonmmepase (PCR), 3acHuBa
Ce Ha cTBapaky KOMMMEeMEHTapHUX jedHONaH4YaHUX Kpajesa
namehy wuHcepta ” BekTOpa KopuwhaBawemM CeKyHOapHor
eH3MMCKOr cBojcTBa Tag nonumepase. Hanve, Tag nonmmepasa
nMma crnocobHoct paga Ha 3'-kpaj gOBonaHyaHe [OHK popa
neokcnageHosunH (dA). Kaga Tag nonmmepasa amnnudukyje aeo
OHK Ttokom PCR-a, oHa ce noHawa Kao TepMuHanHa
TpaHcdepasa u gogaje jegaH (dA) Ha 3 -KpajeBe gBornaH4yaHe
OHK, Tj. nHCepT.

3atum ce npounssoan PCR-a nomelwlajy ca KomnnemeHTapHUM
BEKTOPOM (Ca TMMMAOMHOM Ha Kpajy) n goga OHK nurasa pagu
nosesnBara BekTopa n nHcepta. OBaj BUA KITOHUpPaHa Ce MoXe
Kopuctutn 3a ouno koju geo PCR amnnudukosaHe [OHK wu
norofaH je Kaga HUCy OOCTynHa norogHa pecTpuKuMOHa MecTa
Ha BEKTOpY.



KnoHnpawe pekoMOMHOBaH-EM

[eHeTnYKM NHXEHEPUHT KOju KOpUCTU XOMOIOrHYy
pekoMbuHauujy HasmMBa ce peKoMOWHOBaH-e. Y TEXHOSOMju
pekomOuHoBaka aBa Mornekyna [OHK npeunsHo pasmemyjy
CBOje CerMeHTe, Kopuctenu permoHe MAeHTUYHUX CEKBEHLN.

Koo oBe meToge KroHupawa npasaH Bektop (nnasmug, BAC,
KO3Mug U Op.) N nNuHeapaH MHCEPT Ce YHoce Yy uuTonnasmy
baktepunje (Hnp. E. coli), Temneparypa meavjyma ce nosehasa
Ha 42 °C. Ycnen noeehatba Temnepatype 6aktepuja cuHTETULLE
nambga dar MHTerpauuoHe eHsuMme (HasBaH LPBEHU €H3UM),
KOju npenosdHajy KpajeBe nuHeapHux [OHK wnHcepata w
NHTErpuLIY KUX Y XOMOJSIOTHO MECTO Ha BeKTopy. 3aTuMm ce
baktepnje Bpahajy Ha HUCKY TemnepaTtypy Kako Oum ce
3aycTaBusia NpousBoaHa LpBEHOr eH3nMa.



KnoHnpawe pekoMOMHOBaH-EM

PekombnHOBaHK BEKTOpM ce MOTOM W3onyjy n3 gomahuHa wu
pasvHoxaBajy y E. Coli 6e3 reHa 3a UPBEHU €H3UM, YNMe ce
crnpeyaBa buno Kakea crny4vajHa pekoMmbuHaumja.

PekomMbuHOBake KWMa MHOre npeagHoOCTM Yy OfHOCY Ha
TpaguumoHanHe MeToae KnoHupawa reHa:

« LUpBeHnm eH3MMuma je noTtpebaH camMO Manu pPervoH
xomonoruvje (45 bp) ma 6u wmHTerpucanu ctpanHun geo OHK
MOJIEKyna y BEKTOP.

« JlabopaTopujcka npoueaypa je 6p3a u jegHoOCTaBHa.

« Mory ce KOpUCTUTU KpaTKU jegHONaH4YaHW ONUIOHYKIeoTUan
3a CTBapake MawMxX gerneuuja, MHCEPTOBaHE WUNU NPOMEHY
nojeauMHayYHnX Hykneotuaga y Ouno KOM reHy, 4Yak Mako ce
Hanase y reHomy opraHmama gomahuHa.



N3oTtepmHO (ITmbcoHoBo) cknanawe OHK monekyna

N koo oBe MeTode KIOHMpawa freHa ce cTBapajy
KOMNnemMeHTapHe jeqHonaH4aHe CekeeHue uaMehy uHcepTa 1
BEKTOpa, anu ce 3a TO KOPUCTU eH3UM 5'-er3oHykneasa.

Peakumja [MbOCcoHOBOr cknanaka ce ofBuja y enpyBeTV Ha
Temnepatypu oa 50° C, 36or 4Yera ce HasuBa jolwl U U30TEPMHO
cknanawe JHK 1 ogsumja ce cnoHTaHo.

[lpegHoCTM MeTode CYy jegHOCTaBHOCT W 6Op3nHa. Hauwme,
MeTo[a Tpaje Kpahe o jeoHor cata M OBOM METOLOM Ce MOXe
cactaB/batTu M Behn 6poj pparmeHata, 4Yak W BEJIUKUX
doparmeHara og 10 bp vnn snwie.

[la ©n_ce ycnewHo KoMbUHOBaNM TV MNojeguHadYHu (pparMeHTu
noTpebHo je oa ceakm doparmeHT uma pernoH og 20-30 bp koju
nMma UOEHTUYHY cekBeHUy kKao cycegHn OHK n Taj goeo ce
HasnBa PErvoH rnpekrnanawa. YKONUKO PEernoHn rnpeknanawa
HUCY MPUCYTHW Y HEKOM Oof oparmeHarta, OHW ce Mory gonatu
kopnwhewsem ~PCR  npajMepa TOokOM  amMmnniundukaumje
doparmeHTa.



N3oTtepmHO (ITmbcoHoBo) cknanawe OHK monekyna

3aTMMm ce cMewn dparmeHata pgodajy eHsanmm OHK
ersonykneasa, JHK nonumepasa n JHK nurasa.

ErsoHykneasa yknawa Hykneotmge ca S Kpaja
(oparmMeHTa Kako OM HacTao MOEHTUYHWU 3 jegHONaH4YaHu
[0eo Ha cBakoMm pparmeHTy. [owTo caga kpajeBu cBakor
(oparmMeHTa uMMajy CeKBeHUy Koja ce npeknana ca
crnegehom, oBM OenoBu Ccy KOMMMNEMEHTAPHWU M crajajy ce
CNOHTAHO HA HUCKMM TemnepaTtypama.

CxoaoHo ToMe fa ersoHykrneasa yknaka Hykneotuae ca S'-
KpajeBa, HacTajy jegHorlaH4YaHn genoBu (pyrne) Koje NnoTom
nonywasa OHK nonnmmepasa.

OHK nurasa cnyxu na “sanevaTn” KpajeBe Tako CMOjeHUX
dparmeHarta y jeqaH KOHTUHYUPaHU LUMPKYNapHU MOMeKyr
OHK.



KnoHunpawe MPHK

AnTtepHatuBa KnoHupawy reHomcke [OHK je knoHupawe
nHpopmaumoHe PHK. OBa TexHMKa ce Hapo4ynuTo KOPUCTM Kaga
Ce CrnpoBOAN KITIOHMpawe eykKapuoTckmx reHa. YkynHa MPHK u3
eykapuotckmx henuja ce wusonyje 3axsarbyjyhu pasnukama vy
adouHntety. NPHK nobujeHa Ha oBaj Ha4uuH cagpXu camo reHe 3a
nonunentTuge Koju Ccy TOKOM €eKCTpakuuje ekcnpyumupaHm y
henujama. WHkybaunmjom wmMPHK ©n  eHsuma  peBeps3He
TpaHcKpunTase ce jegHonaHdyaHa MPHK npesogu y gBonaHyany
OHK nosHaTy kao komnnemeHTapHa — kHK.

®parmentn KOHK ce mory knoHmpatm un popmupatn sehn 6poj
pasnnuntnx KOHK. kOHK ,ounbnmnoteke” cy mawe of OHUX Koje
HacTajy kop reHomcke [OHK, jep cy oHe cacTtaBrbeHe camo o[
ekcnpumMmmnpaHmx reHa. Hekooupajyhu pervoHun y reHomy Hucy
NpucyTHN Yy ,ombnuoteun”, ctora je nakwe pagutn ca K4QHK, anu
camo nof NpeTnocTaBkoOM [a je reH o4 MHTepeca eKCrpuMmpaH.



TpaHcopmauuja hennja gomahuHa

Bektop Koju cagpxu reHe oL WHTepeca ce yHocu y henujy
aomahvHa M WHKopropupa Yy kY Tako fJa Ce MOoXe Aarbe
YMHOXaBaTun 1 NOTOM eKCnpummpaTin reH og nHTepeca. Bektopu
CY BENVKM MOJSIEKYNU KOju He nporase fiako henmjcky memopaHy,
TakKo Oa je Heonxo4HO YYNMHUTU je MPOonyCT/bMBOM 3a BEKTOp. To
je moryhe y4MHUTM Ha BULLIE Ha4dnHa, a ogdabup MeTode 3aBuUCH
oa BpcTte hennja gomahuHa:

— TOMJSIOTHUM LUOKOM - henunje ce KOMHKybupajy ca BEKTOpOM Y
pactBopy Kanuujym xnopuga Ha 0 OC, npm uyemy ce
Temnepatypa nocteneHo noBehasa pno 42 O9C. Os.aj
TemrnepaTypHu LLOK NOTNOMake yrnasak BekTopa y aHuMmariHe
n bakTepwujcke henuje;



TpaHcopmauuja hennja gomahuHa

— efiekTponopaunjom - Koja je W HajedukacHuju MetoA
ybaumBawa reHa Yy Oaktepujcky henujy. Thenuje ce
noaBprasajy BACOKOM Han3MeHUYHOM HamnoHY, KOju HapyLlaBa
MemMbpaHy n omoryhasa ynasak Bektopa y henujy. Tokom oor
npoueca, Bektop U henuje gomahumHun ce meluajy 3ajegHo y
KMBETU KOja nMa ernektpoge ca obe cTpaHe, Koje Cy yoarbeHe
ceera 1 go 2 mm. Kpo3 kmBeTy ce nponywTa cTpyja, LUTO
HakpaTko oTBapa henuje omoryhasajyhu ga Bektop yhe y
uutonnasmy. EnekTtponopaumja ce Takohe Kopuctn M 3a
ybauuBawe BekTopa y XymaHe n muilje henuvjcke nuHuje, kao
n henunjcke nuHWje NHcekara,;



TpaHcopmauuja hennja gomahuHa

— TpaHcayKumja nocpeacTsom Bupyca unm dbaktepuodara. eHn
OO WHTepeca ce Hajnpe WHKopnopupajy y BUPYC KOju MOTOM
nHpunumnpa hennje. Tpeba HarnacuTn ga ce NPEHOC reHa y
bakTtepujcke henunje ogsuja OOMMHAHTHO NoOMohy nnasmuaa
nnn daktepuodara, 4OK ce NPeHOC reHa y aHumanHe henwuje
Hajyelwhe ogBuja nocpeacTBOM adeHoBMpYca N PETPOBUPYCA;

— MeToga nomohy nunosoma je nocebHO KopuUcHa 3a TpaHcdep
OHK y henwnjy in vivo, T|. KOPUCTU Ce Yy TFEHCKOj] Tepanwuju.
[MpyHUKMN MeToae je 3acHOoBaH Ha doocdonmMnmuaHOM OBOCHOjY
nunosoma Koju ce cnaja ca hennjckom membpaHoM W
ocnobaha OHK yHyTap henuje.



YMHOXaBakwe pekombuHaHTHOr [JHK monekyna

Hajyewhe camo jenaH BeKTop (PeKOMOMHAHTHM MONEKYI) ynasu
y bakTepujcky hennjy. HakoH wTo ce Hahe y 6akTepujckoj hennju
pekomMOuHaHTHM mMornekyn OHK ce pennukyje kao n 6uno koju
apyru monekyn nnasmuacke OHK.

[arce, kaga ce baktepujcka henuja nogenu, cee hepke henuje
nobujajy BeKTOp, KOju ce MOHOBO pensnkyje y cBakoj hepku
henwujw.

CxooHo ToMe pga je cekBeHua pgoHopcke OHK geo Bektopa,
noHopcka [HK ce aytomartckmn pennukyje 3aje4HO ca BEKTOPOM.
Tako gobujeHa KonoHwja BakTepuja cagpXu Munujapge Konwuja
noHopcke OHK.

Cwmelua TpaHcopmuncaHmx baktepujcknx henuvja ce 3acejaBa Ha
Meaunjym 3a pacrt y [leTtpujeBoj nocyan, henuvje pacty u gene ce,
dopmupajyhu BnarbmBe KonoHuje.



baHke henunjckux cncrtema

‘hennjcke  nuHMje  3a  npoum3BoAlky — PEKOMOMHAHTHMX
brnodapmaueyTmka nobujeHe PEKOMOMHAHTHOM OHK
TEXHOSMOIMjoM cagpXe reH Koju kogupa OmocuHTedy npoTenHa
o4 WHTepeca. HakoH kyntmBucawa, nobujeHa hennjcka nmHuja
ce 4yBa Yy KpuoBajnvuamMa notonrbeHMM y TedHn asot (-196 °C).
Y cBUM KpuoBajnnuama Hanasm ce WOEHTUYHW cagpXaj U Ha
0Baj HauyuH ce henuje 4yBajy Ha HeoapeheHo Bpeme.

Kako 6u ce cnpeunno owtehewe hennjcke membpaHe, ycnen
dopmupara Kpuctana nega y henujcky Kyntypy ce goaajy
KpuonpoTekTaHTU. Kao KpnonpoTekTaHT y henujckn meaujym ce
nopaje: 5% DMSO (gumetuncyndokena); 10% rnuuepon;
detanHu rosehn cepym (eHrn. Fetal Bovine Serum - FBS) ca
9% DMSO - kog oceTtrbmBux henuja.



baHke henunjckux cncrtema

[Tpenopy4yyje ce cnopo cmp3aBake N 6P30 ogMp3aBare Kako 6u
ce ogpxana BwujabunHoct henuja. Kpuosajnuue ca OBUM
henujcknM nMHnjama YvHe cuctem baHku henuja. 3a cBaky Oarby
Npon3BOAHY AOBOSBHO je Aa ce OAMpP3HE NO jedHa Kpuosajnuua
ca henvjama. Ha oBaj Ha4vH ce Mory 0obuTn brnodapmaueyTuy
N3 MPOKaAPUNOTCKUX U eYKapUOTCKMUX NENNjCKUX NUHK]a.

Ceaka henujcka baHka cacToju ce u3 aOBa pgena: “master cell
bank” opHocHO rnaBHa OaHka henuja u “working cell bank”
OOHOCHO pagHa 6aHka henuja.

[maBHa 0OaHka henvja ce [Oobwja OWPEKTHO U3  KynType
HOBOHacTanux henujckux rnuMHMja u cactoju ce Of HEKOIUKO
CTOTMHA nojeAMHa4YHO cadvyBaHuUX Kpuosajnuua. OHe ce He
KOpUCTe OUPEKTHO 3a npousBoaky, Beh ce U3 wux crtBapajy
pagHe 6aHke henuja Koje ce [parbe Kopucte Yy npouecuma
Npon3BoH-€.



baHke henunjckux cncrtema

Ha npumep, ako noctoju jegHocTeneHn cnctem baHkn henunja, npu
yemy Taj cuctem uma 100 amnyna, a 3a notpebe npomsBoaHE ce
Tpowwn 10 amnyna roguwkwe, HakoH 10 roguHa he ce u3Bop 3a
noobunjakbe npousBoga y noTnyHocTu noTtpowuntn. Ca agpyre
CTpaHe, akO ce pagu O [OBOCTENeHOM CUCTeMy rOde ce jeaHa
rmaBHa 6aHka henuvja notpowun 3a godbunjawe 100 amnyna pagHux
6aHku henunja, oBakaB cuctem he tpajatn HapegHmx 1000 roguHa.

CtBapamne pagHe b6aHke henuvja nogpasymeBa ogMp3aBane jegHe
KpuoBajnuue rnaBHe 6aHke henwuja, kyntueauujy oBux henwja,
HBUXOBO pacnopehmBawe Yy Behm Opoj KpuoBajnmua U
Kpuonpesepsupame.

Kagpa ce y npouecmma npou3BogH-€ NOTPOLLUE CBE KPUOBajnuue
pagHux 6aHkn henuja oobunjeHe n3 npee rnaBHe 6aHke henwuja,
oTBapa ce gpyra rnaBHa 6aHka mn3 Koje ce gobuja HoBa cepuja
pagHMx 6aHkM henuja, WTO ocurypaBa HeonxogHo cHabaeBawe
N3BOPHO pasBujeHnM henmjama 3a notpede Npon3BogH-E€.



[Mpoun3Bogra peKkoOMOMHAHTHMX NpoTenHa

[punukom npousBoare PEKOMOMHAHTHMX MPOTEMHaA BaXHO je
ogabpaTy HajnorogHuj eKCnpecuoHn cucTeM W ogroeapajyhu
BekTOp. KonoHuje henuja koje cagpxe pekombouHaHTHy OHK on
MHTepeca ce nMoToM Yy3rajaly y Behum KonuymMHama Yy
ogroeapajyhum  ycrnosuma (npouecuma  epmMeHTauunje -
upstream npouecwm).

bakTepuje unm HeKn gpyru eKCcrpecmoHn cMcTeMn ce npetsapajy
y .dabpuke” 3a CUHTE3y CTpaHuX (XeTepornorux) npoTenHa.
‘henuje ce HaKOH cbepmeHTauvue caKkynsbajy, nm3npajy u BeKTopu
ce ,onopasrbajy” cTaHOapOHVWM MUKPOOWOMOLIKUM TeXHUKama,
OOK ce NPOTEUMHU OO MHTepeca u3osyjy ynotpedbom onpeheme
TeXHMKa 3a npednihasame.

HanpegHn npuctyn y  npousBogwy  npoTeMHa  nomohy
TexHonoruje pekomouHantHe [HK je yBohewe kerbeHor reHa vy
reHOM XWBOTUH-€, HanpaBibeH Tako [a ce MPOTEUH uUsnydyje y
MJEKO XMBOTUHE, ONnakllasajyhv HUXoBO N30NoBaH-E.



YnoTtpeba peKOMOUMHAHTHUX NMPOTENHA

[aHac ce Benuku d6poj peKOMOUMHAHTHUX NMPOTEMHA KOPUCTU Kao
Tepanunjcko cpencTteo. BehnHa wUX Cy XymaHor nopekna, anu
NoCToje M NPOTEMHW aHumanHor nopekna. OO HKUX, CKOPO
NOSIOBMHY YMHE MOHOKMNOHCKa aHTuTena, AOK  npeocTanu
TepanunjCkm NPOTEMHU MOTY UMaTK pasnnunte yHKUuje:

« 1) Oga 3amMeHe npoTEMHE KOju HeOocTajy wunu cy
HEeUCrpaBHu,

« 2) noBehake KonnynHe Beh npncyTHNMX NpoTeunHa,

* 3) nHxmMbunumja MHPEKTUBHMX MUKPOOPraHn3ama
(bakTepwuja nnn supyca),

* 4) HOCa4u 3a apyre Mornekyne (jow yBek y pasBojy).

OBe KkaTeropuje HUCY CTPUKTHE, HNp. UHTepdepoHn noceayjy
ase oyHkuuje - 2) n 3).



[MpeaHocTn pekombunHaHTHe HK TexHonornje

PekombuHaHTHOM [HK TexHornormjom ce npesasunnasu npobnem
OOCTYMNHOCTU TepanujCKux npotenHa. Hanme, MHOrM NpoTenHU ce
y oOpraHusmMy CTBapajy Yy jako Manum KonmumduHama (Hnp.
NHTEPdEPOHN, UHTEPIEYKNHU, (paKTopu CTUMYyNaunje KONnoHwuja),
a ynotpebom pekombuHaHTHe [OHK TexHonormnje moxe ce 6uno
KOj\ TepannjCKn npoTeNH NMPOon3BECTN Y NOTPEDOHO] KONMUYNHM.

[MpeBa3unasun ce npobrnem curypHoctn nponssoga. Kopmwherem
npounssoda AobujeHor OAMPEKTHOM €eKCTpaKuujomM n3 npupoaHor
n3Bopa MOXe ce npeHeTn U Heka Oornect (Hnp. Kpojudena-
XKakoboBa bonecT ycnen npumeHe xymaHor dpaktopa pacra) unm
natoreH (xenatutuc B, C unu supyc HIV).

OmoryhaBa ce 3aobunaxewe eKkcTpakumje npoussoga w3
HeagekBaTHOr UNK onacHor 6uosowKor MmaTepujana



[MpeaHocTn pekombunHaHTHe HK TexHonornje

[Tpumep 3a 10 je FSH (ponukynoctumynmnpajyhn XxopMmoH) Koju ce
paHunje eKcTpaxoBao U3 ypuHa XeHa y noctmeHonaysn nnm hCG
(XyMaHM XOPUOHCKM rOHaAAOTPOIMNMH) KOjU Ce M30510Bao U3 ypuHa
TpyoHuua. Mlako ce ypuH He cmartpa NoXerbHMM M3BOPOM 3a
nobuvjawe dpapmaueyTCKux Nnpon3soga, HeKM o4 OBMX Npom3Boaa
CY W [Oarbe Ha TpXUWTY, ann cy oOobpeHe U HUXOBE
PEKOMOUHaHTHE dhopMeE.

[pyrn npumep je aHKpod NPOTEMH KOjU ce MOXe M30noBaTu M3
OoTpoBa 3Muje (nocedyje aHTUKOArynaHTHY akTUMBHOCT), anun je
b6e3benHuje Oa ce [Oobunje PEeKoMOMHAHTHOM  TEXHOMOIMMjOM
nomohy MUKpoopraHusama, Kao LWTO cy Escherichia coli v
Saccharomyces cerevisiae.



[MpeaHocTn pekombunHaHTHe HK TexHonornje

OmoryheHo je cTBapawe Tepanujckux npoTemHa Koju he mmatu
npegHoOCTM y OOHOCY Ha HaTuBHe npoTeMHe. Ha oBaj HayuH
moryhe je wu3BpwUTM oppeheHe MWHMMArHe (MHCepTOoBamsE,
bpucawbe mnnm nak npomeHa opgpeneHe amMUHOKUCENUHE) WIn
3Ha4yajHuje (npomeHa wunn Opucawe uUernor AOMeHa Wnu
cTBapah€ HOBOI XMBOpUAOHOr NpOTENHA) NPOMEHE Yy CeKkBeHLama
aMMHOKUCESNHA, Kojuma he ce noborbLiatn ocobmnHe npoTenHa.



HenocTtauu pekombuHaHTHe HK TexHonoruje

Y ogpeheHum cnyyajeBuma gobujarbe NMpoOTEMHCKOr Npounssoaa
N3 NPUPOOHNX MU3BOpaA Ce MOXe MoKasaTu jedHaKo, UK Mnak U
borbe oa kopuwhewa pekomdbuHaHTHe [OHK TtexHonormje. Ca
domHaHCcKjCcKOr CTaHOBULLTA je MHOro ucnnaTtuenje ga ce rnojeanHu
NPOTEMHN j€eOHOCTAaBHO M Y BESIMKMM KONMU4nMHama ekcTpaxyjy u
npedvwhasajy M3 nNpupogHor mssopa (HMP. XymMaHu CepyMCKU
anbymuH (HSA).

36or wupe cneundUYHOCTU nNojeanHe npoTemHe je 6orbe
oobunjatn M3 NpuUpoaHMX usBopa (HMp. M305I0BakbEM U3 KPBU
aoHopa gobuja ce Behun 6poj pasnnunTux dpaktopa koarynauwmje,
na ce MOry Jne4yntu nauumjeHTn ca pasnmynTtuMm TUnoBuMa
xemodounumje, Ook ce pekombuHaHTHOM [OHK TexHonormjom
aoobuja UCKIbYYMBO jedaH dhakTop Koarynauuje Kojum ce MOoXe
fevynTn camo jegaH Tun xemodunuje).



