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Genska terapija u Sirem smislu je svaki terapijski postupak pri kojem se
manipulise delovanjem gena. Po takvoj definiciji, u gensku terapiju bi
spadali mnogi terapijski postupci koji su ve¢ decenijama prisutni u
medicini. Takav je primer terapija kortikosteroidima koja deluje na celije
Imunoloskog sistema tako Sto menja izrazavanje-ekspresiju odredenih
gena u njima. Medutim, pojam genske terapije ogranicen je na postupke
kojima se u celiju unosi genski materijal.
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Posebno su interesantna istrazivanja u oblasti genske terapije,

odnosno zamene bolesnin gena zdravim Ccime bi

se kod

monogenskih bolesti (prouzrokovanih jednim genom) postiglo

trajno izleCenje (“genska hirurgija”).
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Za sada, genska terapija se uglavnom radi eksperimentalno na zivotinjama pri
cemu se intenzivno ispituje uvodenje molekula DNK u celije zivotinja putem
retrovirusa. Najveci problem je u Cinjenici da se danas raspolaze joS uvek
primitivnim metodama za nasumi¢no uvodenje DNK u celiju, bez mogucnosti
usmeravanja prema defektnoj Celiji i bez mogucénosti odstranjivanja mutirane
genetske informacije, kao i bez uspesne metode za korekciju mutacije u
oboleloj celiji. Sadasnja istrazivanja su usmerena na transplantaciju gena
humanih celija .

"~ Retr ruses_'

3

Unhealthy
Retrovirus o

ST
7




Genska terapija

Prenos terapeutskog gena u obolelo tkivo moze se obavljati
1z vise razloga:

 Transplantacije gena (kod delecija).

« Korekcija gena (ispravljanje mutacije).

e Povecavanje ekspresije ciljnog gena.

e Ciljano unistenje pojedinih ¢elija unosom gena ubice.

« Ciljana inhibicija genske ekspresije.



Bolesti kod kojih se moze primeniti

genska terapija
Bolest Defekt Ciljana Celija
Teska kombinovana Celije kostane srzi,
Imunodeficijencija Adenozin-deaminaza 4 T limfociti
Hemofilija Faktor VIII, IX Jetra, misic, fibroblasti

Gubitak gena CFTR Vazdus$ni mehuriéi - pluca

(Cystic fibrosis transmembrane

Cisticna fibroza

conductance regulator)

Rak Vise uzroka Vise tipova ¢elija
NeuroloSke bolesti Parkinson, Alzheimer .
Direktno u mozak
Kardiovaskularne
: Vediiiisi Endotel krvnih sudova
bolesti
Autoimune bolesti Dijabetes MHC, 62-mikroglobulin

AIDS, hepatitis B,

Infektivne bolesti. COVID-19 CORONAVIRUS

T-limfociti, makrofagi.



Primena genske terapije u medicini

Infektivne
bolesti 13%

Markirenje
gena 7%

Monogenske bolesti 9% Cancer




Najpogodnije Celije za ova istrazivanja su celije kostne srzi zbog svoje visoke
proliferativne mogucnosti. Punkcijom, kostna srz se izdvaja iz grudne Kkosti
pacijenta obolelog od nekog hematoloskog oboljenja i Celije se stavljaju u
medijum (kultura celija). U isti medijum se ubacuju retrovirusi kojima su

ugradeni zdravi geni.

Reinfusion

Apheresis

Anti-CD3
+
IL-2




Retrovirusi kao vektori, pored svog genoma u celiju (limfocit)
ugraduju | zdravi gen. Nakon vise mitotskih deoba ovako genetski
Izmenjene Celije se vracaju u organizam obolele osobe. Medutim,
ova metoda josS uvek nije dovoljno usavrSena jer od velikog broja
Celija samo neke od njih su dobile zdravi gen na odgovarajucem
mestu genoma.
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Problemi s genskom terapijom

 Kratkotrajna
Vrlo tesko je posti¢i dugotrajan ucinak bez integracije u genom,
a ¢ak I tada i1shod nije izvestan.

 Imuni odgovor
Reducira ucinak, onemogucava operativnu terapiju.

* Problemi s virusnim vektorima.
Toksi¢nost, imuni 1 upalni odgovor, mogucnost povratka
sposobnosti za izazivanje bolesti.

* Visegenske bolesti
Kombinovani uc¢inak vise gena — tesko lecenje.



Prema ciljnim ¢elijama genska terapija moze biti:

» somatska genska terapija, gde su ciljne ¢elije sve ¢elije organizma, osim
polnih i

 germinativna genska terapija kod koje se genski materijal unosi u polne
celije.

Pri somatskoj genskoj terapiji, promene u genomu ostaju ograni¢ene ha
osobu/jedinku kod koje je terapija primenjena, I nema uticaja na genom
potomstva. A pri germinativnoj genskoj terapiji promena u genomu se prenosi na
potomstvo generacijama. Ova podela je za sada uglavnom teoretska, jer ne postoji
pouzdan nac¢in kojim bi se moglo pri in vivo genskoj terapiji spreciti UNOS
genetskog materijala u polne éelije.

Prema nacinu primene genska terapija moze biti:
* ex Vivo genska terapija, koja se obavlja u laboratorijskim uslovima na
¢elijama koje se kasnije vrate u organizam bolesnika i
* in vivo genska terapija kod koje se genski materijal unosi direktno u telo
bolesnika putem vektora.
7 Genska

terapija



Dva tipa genske terapije

IN VIVO ex VIvo
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GT In VIVO I eX VIVO

IN VIVO

» Geneticki materijal unosi se
direktno u telo pacijenta.

* Prilicno nasumican proces | mala
mogucnost kontrole.

e Jedina mogucnost za tkiva koja se
ne mogu uzgajati in vitro.

ex VIVO

 Geneticki materijal se najprije
unosi u ¢elije u kulturi.

 Kontrolisan proces, selekcija ¢elija
sa transgenom.

« Celije su obi¢no autologne tj.
uzimaju se iz tela pacijenta
I nakon modifikacije vrac¢aju nazad.



Nacini unosa DNK zavisno od namene GT

» Unos visokoefikasnim bioloskim vektorima; virusnim
vektorima-Zamena gena. Monogenske bolesti: cisticna
fibroza, teska kombinovana imunodeficijencija,
hemofilija.

 Direktni unos gole DNA- Kratkotrajna ekspresija
Za podsticanje imunog odgovora.

*Unos DNK putem liposoma



Metode unosa terapeutskih elemenata DNA

e Unos putem bioloskih vektora

Geneticki modifikovani virusi - ne mogu se
replicirati u domacinu.

Trenutno najefikasnija metoda prenosa DNA
U genskoj terapiji



Pozeljna svojstva vektora za gensku terapiju

* Visoki titar (>108 cestica/ml).
L_aka I reproducibilna metoda proizvodnje.
*Precizno 1 stabilno uvodenje transgena.

*\/ektor ne bi smeo indukovati imuni odgovor nakon
unosa u organizam.

sKontrolisana ekspresija transgena (on/off sistem)
- regulatorni elementi unutar transgena.

*Specificnost za pojedine tipove ¢elija.



Virusni vektori za gensku terapiju

Retrovirusi

dl RNA (dendrimer-like RNA) virusi koji se ugraduju u
genom domacina putem dl DNA oblika, HIV, misji virus
Leukemije (MoMuLV), (Reverzna transkripcija).

Adenovirusi

dl DNA (dendrimer-like DNA) virusi koji uzrokuju
respiratorne, intestinalne 1 infekcije oka u ljudi
Virus obic¢ne prehlade.

Adeno-asocirani virusi
JI DNA (jejuni like DNK) virusi koji se mogu ugraditi na
specificno mesto unutar hromosoma 19.

Herpes simplex virusi
dl DNA virusi koj1 napadaju specifi¢ne tipove cCelija,
npr. Neurone.




Metode unosa terapeutskih elemenata DNA

*Unos gole DNA
Jednostavnom iglom i Spricom — tumorsko tkivo,

Genskim pistoljem — koza, neprikladno za
tumore,

Unos liposomima :
Dopremanje do ciljnog tkiva intravaskularnim,

Intratrahealnim, intraperitonealnim,
Intrakolonskim putem.



Unos gole DNA

|ntramuskularno, Intravaskularno.

Produzena in vivo ekspresija niskog stepena.
Jednostavno i jeftino, ali ne i univerzalne
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T-limfociti prepoznaju ¢eliju s parazitom malarije
Proizvodnja INF-A i stimulacija prezentacije antigena

Infektivne bolesti
Tradicionalne vakcine jos uvek efikasne.

Rak
Povecanje postojeceg imuno-odgovora i
podsticanje imuno odgovora prema
neprepoznatom ili slabo antigenom
tumoru.

GenskKi pistolj

Plazmidna DNA se talozi na
destice zlata ili volframa
dijametra 1-3 um

Ispaljivanje  pod pritiskom
helijuma 1li  pod visokim
naponom.




Cestice zlata obavijene oko DNA
nakon ispaljivanja u kozu

Biolistika-mikroinektori
Misicna distrofija



Unos gole DNA

Liposomi — Cisticna fibroza

Nastaju spontanom agregacijom lipidnih molekula u vodenom okruzju.
Kationski liposomi vezu negativno naelektrisanu DNA.

Tako omotana DNA zasti¢ena je od razgradnje.

Lipofektin, lipofektamin — sluze i za transfekciju ¢elija u kulturi.

Nedostatak jednostavnih liposoma je jer se vrlo se brzo uklanjaju iz
cirkulacije putem makrofaga iz jetre.

Medutim, dodatak povrsinskih liganada smanjuje degradaciju liposoma:
Modifikatori lipozoma su: Monosijalogangliozidi, Polioksietileni,
Holesterol, Glukuronska kiselina ™

Modifikovani lipozomi imaju produZeni polu-Zivot zbog reducirane | .. ‘3‘3; Voo & X
opsonizacije (ometanja) proteinima iz plazme. ff‘“‘&‘«ﬂ“ﬁ%h




Liposomi mogu posluziti kao tumor-specificne

vezikule cak i bez posebnog usmeravanja

PREDNOSTI
Jeftiniji od virusnih
vektora.

Ne izazivaju imuni
odgovor.

lzuzetno prikladni za
dopremu DNA u pluca
putem aerosola (cisticha
fibroza).

NEDOSTACI

Potrebno 100-1000
nuta vise DNA da

hi se postigao isti [
efekat kao
kod virusnih
vektora.

Nisu prikladni za
tretman mnogih
bolesti.




Unos gole DNA

Kohleati — viSeslojni liposomi

Dugotrajno i jednostavno cuvanje

barem godinu dana kao liofilizirani prah na sobnoj temperaturi,
Trajne vezikule

prezivljavaju visestruke fuzije s membranom,

Prezivljavanje u gastrointestinalnom traktu

prikladni za oralnu primjenu,
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Imunoliposomt

e Za aktivno usmeravanje DNA

» Na povrsini nose specificna
protivtela=antitela

 Antitela na unutarcelijskom miozinu
usmeravaju imunoliposome na
podrucje srcanog misi¢a zahvac¢enog
Infarktom.

» Antitela na molekule specificne za
tumore usmeravaju imunoliposome
na celije tumora.
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Liposomi mogu posluziti kao tumor-specificne

vezikule cak i bez posebnog usmeravanja

Liposomi lakSe ulaze u krvne sudove sa oSteéenim
endotelom -tumorska tkiva

Enhanced penetration

No penetration

Basal miembrane
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GENETICKI INZINJERING | TRANSGENEZA -

Transgeneza kodiraju¢ih sekvenci moze znaciti uvodenje novih alela ili vec
postojeCih gena u genom odredene vrste. Tako su, u genomu zenki zivotinja,
veC prisutni geni koji kodiraju sintezu enzima, aktivnin u laktogenezi.
Postupkom transgeneze, moguce je dobiti zenke koje ¢e proizvoditi mleko sa
niskim sadrzajem laktoze. Ovakve zivotinje u svom genomu sadrze transgen,
tj. gensku konstrukciju, Cija kodiraju¢a sekvenca kontroliSe sintezu enzima koji
ucCestvuju u stvaranju mle¢nog Secera, tj. Laktoze.

Izolacija transgenih
celija/tkiva/organa
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Posebnu paznju zasluzuju transgene zivotinje koje sluze za proizvodnju
humanih proteina u terapeutske svrhe, kao Sto su npr. faktori koagulacije krvi ili
alfa-1-antitripsin. Tako, mogu da se dobiju transgene ovce za genske sekvence
koje kodiraju sintezu faktora koagulacije krvi kod ¢oveka. Obi¢éno se, u ovom
postupku, kodirajuce sekvence humanog genoma za faktore koagulacije krvi
Insertuju u molekul DNK, neposredno iza promotorne sekvence gena Kkoji
kodiraju sintezu proteina mleka, kao Sto je npr. promotorna sekvenca gena za
beta-laktoalbumin

Celijska multiplikacija
I diferencijacija

Injektiranje modifikovanihy-
Celija u telo pacuenta

Genet k1
InZenjering |
transgeneza

Odabrane ispravne geneticki
modifikovane celije



Tada se u organizmu transgenih ovaca, proizvode faktori
koagulacije krvi Coveka, izluCuju se u mleku, a iz mleka se mogu
jednostavno izolovati u Cistom obliku. Razmatra se upotreba
transgenih zivotinja za proizvodnju tkiva ili organa, namenjenih za
transplantaciju kod Coveka. Tako mogu da se dobiju transgene
svinje za gene koji kodiraju sintezu polipeptida, a koji se nalaze
na povrsSini Celija tkiva | organa kod Coveka 1 da, na taj nacin, pri
transplantaciji bude onemogucena reakcija odbacivanja
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Oduvek je Covekova zelja bila da utiCe na kvantitativhe, f{j.
proizvodne karakteristike domacih zivotinja. Medutim, rani
eksperimenti u proizvodnji transgenih zivotinja sa brzim | vecim
prirastom, ostali su bez uspeha. Transgene svinje za gen koji
kodira sintezu hormona rasta sa brzim | veCim prirastom, bile su
podlozne nizu kostano-zglobnih oboljenja, koja su upravo bila

posledica abnormalnog Prirasta ... .=, oeemmesomsme s mra o
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Transgeno prase sa izmenjenim
genom za hormon rasta



GENETICKI

Pankreas —
akterijska céelija .
F iy INZINJERING |
s TRANSGENEZA—
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Genska terapija kod psa sa mukopolisaharidozom VII
koja je u osnovi Taj Sach sindroma
(deficit b-glukuronidaze)




GenetiCki inZzenjering, transgen ez
i primena maticnih Celija u
genskoj terapiji

__
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TERAPIJA MATICNIM CELIJAMA




Embrionalne matiche celije

*TOTIPOTENTNE CELIJE su sposobne
stvoriti bilo koji drugi tip celije, to su
embrionalne ¢elije u fazi od 8 blastomera.

PLURIPOTENTNE CELIJE su sposobne

stvoriti mnoge, ali ne sve tipove celija, to

su embrionalne maticne celije i odrasle

maticne celije. -

* Pluripotentne embrionalne matiche celije poticu 1z unutrasnje celijske
mase blastocista.

e Moguce je gajenje ovih ¢elija u kulturi, manipulacija i ponovno
vracanje u blastocistu gde doprinose rastu svih delova embriona.




Odrasle maticne celije

: : L
« Multipotentne éelije su malobrojne

nediferencirane celije medu diferenciranim

celijama 1h tkivu, koje moqu da se

* Hematopoietske maticnhe celije.

* Maticne celije S

» Mozdane maticne celije.

e Celije nadene u kozi u perifernoj
Krvi, kKrvnim sudovima i jetri.

e Umbilikalne maticne celije



Diferencijacija hematopoetskih |
stromalnih mati¢nih ¢elija

Hematapaietic

stem cell
‘ __}__\-l-—
-
1l 1 5
A\
e @
. Bane = lromal
mafrig W l’ o o=l 5
' - I : . Stromal
e i t Wik N stern cell
L] lood | fl 4 { "'."_‘
N )@ e
'] Pe‘r'/ne i *JI{,; |
L/ [~
X 1 )
.- i Sl e
.| £ LS &
L] ¥ ||\ -
L 1'5-.1 l§ T
\ DI i
Osteoclast & | ; fp\:cy F a
e T -

. Skelatal muscle stam cal?

Matural killer 1&

(HE) cell

k F i ]

5 ey T lymphocytes

Lymphaid

progenitar | . =
cell Y T (PR

f b

B lymphocyte

o .
Multipetential Wyelaid b =
stem call pragenitar
cel ;
1

Red bioad calls

Hematapoietic

Bone (or cartila ge)
suppartive strama

Ostechlast =
=7 linngeal
&
=
- '_r"'“";
o
= Ostencyte =

Pre-ostecblast

Hematapoietic
stem cell

"% Hepatogyte stem cell?

Weutraphil

Basaphil
' a

] onocylefmé craphage

5 B
y “ﬁ"‘-b"‘ -
-

Platalats J

W rrow
adipocyte




U kulturi se EMS odrzavaju u
nediferenciranom stanju na sloju celija ]
hraniteljica (feeder layer) uz dodatak u kulturi
faktora inhibicije leukemije

(leukemia inhibitory factor, LIF). Embryoid] + | |F
» Odrzavaju se lako u kulturi u duzem bodies

vremenskom periodul. 4
» Neogranicena kolicina celija. B . B ‘
 Ne pokazuju znakove starenja ili ’ "

degeneracije.

Odrzavanje EMS

EMS spontano diferenciraju u razlicite
celijske tipove u odsutnosti LIF.
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Embrionalne i odrasle maticne celije

EMBRIONALNE MS ODRASLE MS
* Visoki kapacitet za adaptivne e Ogranicen razvojni potencijal
promene.
 Potencijal za razvoj malignih e LaksSe za odrzavanje u
bolesti. kulturi.
» Neogranicen zivotni vek. e Gubitak sposobnosti
proliferacije 1 diferencijacije
« Neogranicene zalihe. nakon nekog vremena u kulturi.

o Eticki I legalno problematicni o Eticki status je manje
status. problematican.



Ponasanje embrionalnih celija zavisi

od sredinskog okruzenja

» Maticne celije zive u specificnom okruzju
koje im omogucava zadrzavanje funkcije.

«+ - |* Maticha celija se nalazi unutar dzepa kojeg

cine potporne celije, omogucavajuci
pravilno orjentisanu celijsku deobu.

| [+ Nakon deobe jedna celija prima specificne

biohemijske signale kojima se zadrzava u
stanju maticne celije, a druga celija ulazi u
specificnu diferencijaciju.




Potential stem-cell
therapy applications
blood J’""g

leukaemia i :
sickle-cell R, Parknson's
anaemia Alzheimer's

spinal cord

—— heart
heart disease

muscle

spinal injury

muscular
dystrophy

pPancreas

diabetes

MATICNIM
CELIJAMA

cirrhosis
hepatitis

bone/ cartilage

darthritis
osteoporosis
injuries

Degenerative diseases of many tissues and organs
might be treated by transplanting either stem cells or
stem cell derived material




Klinicka primena embrionalnih celija

Hematopoeza kao model transplantacije maticnih celija:

- Eliminacija endogenih tumorskih celija zracenjem,
hemoterapijom 1 unos zdravih matic¢nih celija
- Leukemija, limfom, rak dojke...

Transplantacijska terapija akutnih 1 szronicnih degenerativnih
bolesti; tkivno inzinjerstvo.

- Teske opekline, Parkinsonova bolest, multipla skleroza,
osStecenja jetre, dijabetes (Langerhansova ostrvca koja ne
proizvode insulin), plasticha I rekonstruktivna hirurgija

Genska terapija



Epidermis Scaffold
e Iy O
== A e ]
0 O~ e ,? oj";,:
Ej]@ O‘% 008 %uuﬂ !
. g . Q@ G ]
Single-cell [Tﬂfiﬂ'l r‘mh
. S
Epiclermal |  |suspension '; ;mu N
stem cell (p63 selection?) ibroblasts)

: ; i Jermal substitute
EX vivo expansion conditions DRrma! SuDsthy

to maintain ‘holoclones
(stem-cell population)

Potential
for genetic
engineering

Full-thickness skin wounds

TKIVNno InZinjerstvo

e Regeneracija 2D tkiva
— koza

* lzolacija epidermalnih
maticnih celija | propagacija
u kulturi.

e Zdruzivanje sa tkivom koze za
zamenu (reSetka s fibroblastima)

 Bianco & Robey,
Nature 414: 118-121, 2001



Skeletal
stem cell

Attachment to hydroxyapatite/
tricalcium phosphate particles

002
00
In vivo lr.'ulr_.pl;mt;jnmll
Into segmental defect

TKIvno InZinjerstvo

Regenracija 3D tkiva — kost

Izolacija skeletnih mati¢nih celija |
propagacija u kulturi

Zdruzivanje s 3D reSetkom,
cesticama hidroksiapatita/
trikalcijum fosfata

Unosenje na mesto povrede

Bianco & Robey, Nature
414:118-121, 2001



# Transplatacija maticnih celija u
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Ekstrakcija maticnih celeija koStane srZi

Popravak defekta GT
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Koliko smo daleko od uzgoja organa in vitro ?

e Organi su gradeni od vise vrsta
tkiva — potrebno vise vrsta matichih
celija; celije razlicitog tipa?

e Uzgojiti maticne celije u kulturti,
podstaci ih na ispravnu
diferencijaciju-nesavrsenost
biotehnickih metoda

« Simulacija fizickog okruzja

Jos uvek je mnogo
o |zrada 3D reSetke za oblikovanje nepoznanica

organa
* In vitro angiogeneza



200 pm

plasticna reSetka+fibronektin+fibroblasti+neuroni+fl. antitela



Tkivno inzinjerstvo - 3D produkcija cevastih organa




Tkivno Inzinjerstvo

3D bioprodukcija usne skoljke coveka

2266-USA-BIOPRINTING-TRACKED

LOCATION: WINSTON-SALEM, NORTH
CAROLINA, UNITED STATES

Duration: 0.57

Date Shot: RECENT

Narration by Matthew Stock
Restrictions: Broadcasters: None
Digital: None

{. ' REUTERS




TKivno Inzinjerstvo

3D nanoprodukcija usne skoljke coveka




TKIvno InZinjerstvo -
3D nanoprodukcija proteza za prednje ekstremitete psa

-y




Kloniranje I genska terapija

Kloniranje je definisano kao stvaranje grupe genetski istovetnih
organizama od jedne jedinke aseksualnim putem; to je izazivanje deoba
somatskih celija kojima se dobijaju nove jedinke, istovetne kako sa
organizmom iz kojeg su izvedene tako I medjusobno.

Tipovi Tehnika kloniranja Specificnost Rezultati
kloniranja
reproduktivno Bilo koja od 3 Klonirani Radja se
poznate tehnike embrion se klonirani
kloniranja Implantira u embrion
matericu
terapeutsko Bilo koja od 3 Klonirani Generisu se
poznate tehnike embrion se ne stem celije,
kloniranja Implantira u koje mogu dati
matericu “rezervna”
tkiva i organe




TRI NACINA KLONIRANJA SISARA

1. Odvajanje celija od embriona
2. Roslin tehnika kojom je stvorena Dol

3. Honolulu tehnika



Odvajanje celija od embriona

Odvajanje celija od embriona se koristi za
kloniranje vec¢ stvorenog embriona, a za
kloniranje adulta se koriste druge dve
tehnike.

Kloniranje adulta zahteva transfer nukleusa iz
donorske celije adulta u OOCITU (jajnu
celiju) kojoj je prethodno izvaden nukleus. U
eksperimentima su se bole pokazale
neoplodene jajne celije jer bolje prihvataju
nov nukleus. Nakon uklanjanja nukleusa iz
jajne celije eliminiSe se glavnina (vecina)
njenog genetickog materijala. Ono Sto je
veoma vazno, jeste, da donorska celija mora
biti u GO (Gap Zero) fazi celijskog ciklusa sto
se postize na razlicite nacine.

Nukleus donorske celije se postavlja u jajnu
celiju ili celiiskom fuzijom ili transplatacijom.




e

& 4T0 je tehnika kojom je stvorena ovca Doli. Za kloniranje

b -f'- ¥
e B A S

Doli zasluzni su Jan Vilmut i Kejt Kembl iz Rozlin

Instituta u Edinburgu.

Crna ovca se tretira hormonima i izaziva se
oslobadanje ocite spremne za oplodenje koja
nastavlja mejozu I.

Pod visokovoltnim  mikroskopom, pomocu
mikropipeta iz oocite se vadi prvo polarno
telo 1 haploidni pronukleus.

Donorska celija je uzeta iz vimena ovce Fin
Dorset koja je bela.

Celije mlecne Zlezde se gaje u kulturi posto su
to primitivne stem celije i mogu da se dele.
Najvaznije dostignuce eksperimenta je postici
da sve celije udu u GO fazu celijskog ciklusa,
tako Sto se smanjuje koncentracija
nutritijenata, tj. celije imaju samo onoliko
hrane koliko im je potrebno da prezive, ali se
ne dele.

€ g8 > Biastocyst

s
A
o
|

|

|

|5 i 3 "
Surrogate "S-~ i
mother /4 Y



ZASTO JE VAZNO DA DONORSKA CELIJA BUDE U GO FAZI ?

Zbog toga Sto je tada sprecena replikacija DNK, vecina gena je inaktivirana
metilacijom 1 samo ovakvo stanje nukleusa omogucava njegovo
reprogramiranje demetilacijom nakon implantacije u jajnu celiju.

How Dolly Polar oy

Ww'as made Enucleaked \“A
{ . OOy 2241
/ B Pranucleus
J_._..II.I oo | ‘

Fuse and activake cells

kdammary gland with elechrical pulses i
cells in GO Y
(ak metaphase
Culture eggs until they of meiosis ]

reach the morula or
brlastocyst stage (6 days)

Y

Irmpalank in uberus
of foster maother

\j

Dially bt
(148 days later) —..,.—




Donorske celije 1 jajne celije bez nukleusa

Roslin tehnika :

su stavljene zajedno u kulturu. Nakon toga
se primenjuje kratak elektricni 1mpuls
visokog napona da bi se promenila
permeabilnost membrane sto izaziva fuziju
celija (metod je razvio Zimerman 1978.
godine), a da bi se novonastala celija
stimulisala da pocne deobu (imitiranje
stimulusa spermatozoida pri fertilizaciji).
Zigot se inkubira 6 dana do stanja morule,
I blastule, ili u kulturi, ili bolje u jajovodu
ovce. Zatim se obavlja implantacija
embriona u hormonski pripremljenu
surogat majku — crnu ovcu. Od 277
pokusaja 29 embriona je implantirano, a
samo 1 se razvio — nakon 148 dana rodila
se ovca Doli.

Cu Iture
udder cells

)
€—% > Blastocyst
\

7L &
Surrogate ‘“T.lfi fadd }I
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Viable offspring derived from

“TI:. and adult mammalian Ovca DOH}’
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Honolulu tehnika

Ovu tehniku su razvili Terihiko cocye _ cxmsserios
Wakayama 1 Rynzo Yamaginalbi iz ——— dono
Havajskog Univerziteta Kkoji su e ) e
uspeli da stvore tri generacije o, T o e

(geneticki istin) kloniranih miseva. R /o, e
MiSevi su dugo smatrani za zivotinje = - —
koje se najteze kloniraju jer kod njih = S

oplodena jajna celija pocinje da se =P

deli odmah nakon fertilizacije i T o
nema dovoljno vremena da se izvrSi i 12
reprogramiranje nukleusa. Ali bez w‘ -

obzira na to, ovi naucnici su uspel memte 4

da kloniraju miSeve sa mnogo

vecom  efikasnoséu  nego  Sto e S

je kloniranje ovaca: 3 klona na o
svakih 100 pokusaja. Eia e



Honolulu tehnika

Za razliku od Vilmuta, koji je
Koristio celije mlecne Zlezde
koje je trebalo odrzati u GO
fazi, Vakajama i Yamaginalbi su
eksperimentisali sa potpuno
izdiferenciranim celijama koje
su bile u GO fazi. Koristili su tri
tipa celija:

Sertolijeve celije,

Nervne celije |

Celije cumulus

oophorus-a iz jajnika.

Nakon vadenja nukleusa iz
jajnih celija novi nukleus je
ubacen U njih (transplatacija
nukleusa, a ne fuzija celija).

4 Somatic oell donos mouse
g domor mouse W

NuClews remaoval
Donor cells

{cumulus cophones cells, tall cells, #ic.)

Remowing the nucleus

Enucleated egg
Muclear transter
. Genomic
Tricosiatine & @ reprogramming Blastocysts
Cloned embiry

Success rate for S

cells of somartic cell

origin: 50%

Transfer to Wefus
Colture of inmer — B 1 ES cells of somatic
Uterus donor mouse | - Coll mass culls | cell origin
s inductian
Swiceas rale for mice Suciels ale aller nuclear '
cloned from somatit transfer remains the same,
Eieli: &% Bull an Iafinte number of mice
ram be created in theory Wl g
| Various somatic cells
o~y ~F
Egg cell ol L
Fertilration with sperm or  Trassfermed 1o samatic cell
Cloned mouse egg tells ol othér mice  donar mouse (regeneration
(Mesility Crestmnent) msisdinCineg)



Honolulu tehnika

Nukleusi  donorskih  celija su
vadeni iz njih odmah nakon {
ekstrakcije celija 1z misa 1 nije
obavljano kultivisanje donorskih
celija. Nakon jednog sata celije su
prihvatile novi nukleus, a nakon
naredninh 5 sati, koliko je bilo
potrebno za  reprogramiranje
nukleusa, celija se stavlja u
kulturu gde pocinje da raste 1 da se
deli. U kulturi se nalazi i supstanca
(CITOHALAZIN B) koji zaustavlja
formiranje prvog polarnog tela
koje se normalno formira pre
fertilizacije. To se cini da ne bi
doslo do odstranjivanja polovine
genetickog materijala.

A. Gene targeting of embryonic stem cells

B. Generation of gene targeted mice

Targeted ES celis




Honolulu tehnika

Klonirani misevi

’ - o I .h""L-
A\ ""E ""\H k-
: . (8 f -  atha WA
Celija se potom razvija u embrion koji se implantira u surogat majku.
Najuspesnije za proces su se pokazale celije kumulus oforus. Vakajama je
posle pravio klonove klonova 1 prvobitne klonove je pustao da se
reprodukuju | dokazao da je njihova reprodukcija bila normalna.




Kloniranje ogrozenih vrst /2

Eloniranje gaura IMoaha (ACT, januar 2001)

Epitelne celice samca, ki je poginil & let pred tem, 2o odmrznili in jih
spojlt 2 jajénimi celicami navadne krave Porabili so 692 jajcec,
rodilo pa se je samo eno tele. 45 ur po rojstvu je klonirano ogroZeno
arijsko govedo gaur poginilo zaradi gnze.

Prvaldonirana ogroZena divia Zival, ki so jo Klonirali, e bil muflon
(20007,

Eotnadomestna mat je slufila ckicaina ovea, ki je bila tudi
donorka (1zprazniene) jajcne celice. Somatske celice so odwzell
poginulemu diviemu mufl onu in1zvedl fuzije. Analiza mtDIA

1e pokazala, daje klon imel mtDIA 1dentiéne kot denotka cocit.

24 celicnih fuziy, 7 implantiranth embrijev, 1 mladié

(IMature Biotechnology, 10/2001)




Kloniranje drugih sesalcev

Japonci s0Ze 71998 Klonirali govedo (Moto in kKaga, kasngje e

Moto 1l in 1), Leta 2000 je Kaga |l povrgla tele, ki je hilo spoceto z
umetno osemenityijo.

Ameriskim znanstvenikom je (Science, 82003 uspelo klonirati mulo
(krianca med oslom, kiima 62 kromosomoy in kobilo, ki jinima &4,
DA izhaja iz gojenih fetusnib celic, ki so jin 1998 zaceli gojiti na
Univerzi Idaho. Po implantaciji 305 oocit se je nadormesti materd,
kobili Syringi, skotila ena mula (s 63 kromosomi), ki je bila zdrava.
lrme ji je [daho Gem.




Kloniranje prasicev

Fodjetjie PPL Therapeltics je po Dolly kloniralo Se prasice (32000):
tillie, Christa, Alexis, Carrel, Dotcom. Kongni cilj je bil pripraviti Zivali
iZhitimi geni inza vir organoy za (kseno'transplantacijo. Klone prasicey
Z izhito eno kopijo gena za o= 1, 3-galaktoziltransferazo so pripravili
konec leta 2002 (Moel, Angel, Star, Joy in Marny).

Ma Lniverzi Missouri so le malo zatem objavili podatek, da so pripravili
3000 gensko spremenjenit embrijey in jin wstawvili v 28 nadam estnin
svinj. Do skotitve se jih je razvilo le 7, od teh 50 3 kmalu poginili,

S Kloniranimi prasici so izvedli vec studij njihove morfoloske, fizioloske
in etioloske podobnosti. Ugotovili so, da so si genetsko identicni kloni
med sehoj razlicni.

“Behavioral variation among cloned p igs"
Authors: Gregory 5. Archer and T H. Friend, Texas 5 &N Unrversity, I, Pledrahita, Morth Caroling State Unmeersity, C.H. Henall, 5.
Walker, Texas BEMUrnreraty

Published: Feh 19, 2003, in the early online edibon of Applied Anirnal Behaviour Science

“Hierarchic al Phenotype and Epigenetic Variation in Cloned Swine”

Authors: Greg 5. Archer, Scott Dindor, Ted H. Friend, Shawn Walker, Grefchen Zanvnbrecher, Broce Lawhor, Texas L& Unree raty,
Jorge & Pledrahita, Morth Caroling State Urawversity

Pubiszhed: Arcepted by Biology of Reproduciion



Kloniranje mack

2000: Kitajci so klonirali kozo Yuanyuan.
2001: Francozi klonirali zajca na osnovi DMA iz odrasle somatske celice.

CC=CopyCat je hila prva klonirana macka. Raziskovalce je presenetilo, ker
je bil njen ko?uh drugaden kot pri donorki kurnulusnin celic (DNA). CC je
hila edina rojena macka od 87 ustvarenin embrijey. (Nature 2/2002)

Leta 2004 sona osnovi DNA macka Tahinija stim. "prenosom kromatina”
Klonirali macka (Tabouli in Baba Ganoush). Kasneje so pri podjetju
"Genetics Savings & Clone" klonirali e ved drugih mack: Mango =
Feaches, Micky = Little Micky, Gizmo = Little Gizmao; zadnja dva po
narocilu.




Kloniranje drugih sesalcev /3

Psa je prvic uspelo kKlonirati korejskim znanstvenikom (Mature, 4 .8.2003).

Somatsko celico so odvzeli iz uhlja afganistanskega hrta Taija in jo spojili z izpraznjeno jajéno celico.
Madomestna mati je bila druge pasme.

Psa so tako pozno Klonirali, ker oocite Se ne dozorijo v jajcnikih in jih je tudi teZko gojiti + laboratoriju.
Jajtne celice so zato odvzeli Sele 3 dni po ovulaciji in jim odvzeli OMA . Po fuziji in kemictnem Soku so se
celice zadele deliti, zgodnje zarodke pa so wstavili v nadomestne matere (123).

Implantirali 50 1095 zgodnjih embriey, zaznali pa so le ti brejosti. % enem primeru je prislo do splava,
dva psa pa sta se rodila Ziva s carskim rezom. En je poginil zaradi pljucnice, prezivelemu pa je ime
Shuppy (Seoul Mational University). Ker psi zbolevajo za podobnimi boleznimi kot ljudje (visok kreni tlak,
okwvare srca, rak na dojkiy, bi bili psi lahko uporabni za raziskave teh bolezni.

Figure 1| Deg claned by somatic-eell nucleartransfer. 8, Snuppy the firstcloned doag, at 67 dayqafter
Isicihs {eighitk with the dhroc-vear-old mole Adghan hoamd (el o hose somatic skin cells were usal 1o
cliane ham Snoppy 1< genebcally sdenbical La The dewsar Alghan heanidl b, Snoppy (e M1 veas implam lecd s
ancarly b ve inbo s surrogate mothcr, theyvellone Lo bradaor retricver on the right, and raised by o,



Genome Wide Association Studies
-GWAS-
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Genome Wide Association Studies

-GWAS-

Razvojem tehnologije omoguéena su sofisticirana istraZivanja povezanosti odredenih gena sa
fenotipskim karakteristikama Zivotinja ili odredenih proizvodnih osobina. Jedna od takvih metoda je
Genome Wide Association Studies (GWAS - u slobodnom prevodu: sveobuhvatno istraZivanje

genoma u asocijaciji sa ispoljavanjem sloZzenih osobina).

Poslednjih godina, zajedno sa napredovanjem sekvenciranja genoma i tehnologije genotipizacije
SNP, GWAS studije pokazale su se kao prakticne za istraZzivanje gena asociranih sa ispoljavanjem

slozenih osobina.



Genome Wide Association Studies

-GWAS-

U poredenju sa tradicionalnim QTL mapiranjem, GWAS ima prednost kako u modéi otkrivanja
uzrocnih varijacija, tako i u tacnijem odredivanju genskih regiona na kojima se nalaze uzro¢ne
varijacije.

GWAS je Siroko prihvacen kao primarni pristup za pronalazenje gena, te je postignut ogroman
uspeh u identifikovanju gena koji kod ljudi mogu predstavljati opasnost za pojavu odredenih
bolesti. Medutim, samo nekoliko GWAS studija se bavilo identifikovanjem gena koji se asociraju sa
proizvodno- reproduktivnim osobinama kod goveda.



THIRD RESEARCH
COORDINATION MEETING

INTERNATIONAL ATOMIC ENERGY AGENCY - IAEA

Coordinated Research Project D3.10.28
- RC 20774 -

“ANIMAL IDENTIFICATION, PEDIGREE, EXTERIOR AND PERFORMANCE
DATA RECORDING IN SELECTED HOLSTEIN FRIESIAN CATTLE
POPULATION IN SERBIA USED FOR FUTURE GENETIC SELECTION
UNDER Al PROGRAMME "

Dr Zoran Stanimirovic (CSl)

Marko Ristani¢, DVM FACULTY OF VETERINARY MEDICINE
Dr Uro Glavinié DEPARTMENT OF BIOLOGY
Dr Jevrosima Stevanovi¢ LABORATORY FOR ANIMAL GENETICS

Dr Milan Maletic



Genome Wide Association Studies
-GWAS-

* U okviru navedenog projekta, Ciji je integralni deo doktorska disertacija asistenta Marka Ristanica,
sakupljeno je preko 500 uzoraka krvi i sperme od Holstajn-frizijskih goveda iz Srbije.

e Pored uzoraka, od istih grla su sakupljeni i proizvodno-reproduktivni podaci (duZina laktacije,
prinos mleka, prinos proteina, prinos mleCne masti, duzina servis perioda, starost pri prvom
parenju itd.)

* |z prikupljenih uzoraka izvrSena je ekstrakcija DNK.



Genome Wide Association Studies
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LAC1 Yield 305 Prinos mleka u 1. laktaciji sveden na 305 dana

QQplot of lac1_yield305.FarmCPU
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LAC2 Yield 305 Prinos mleka u 2. laktaciji sveden na 305 dana

QQplot of lac2_yield305.FarmCPU
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LAC1 FAT 305 Prinos mleCne masti u 1. laktaciji sveden na 305 dana

QQplot of lac1_fat305.FarmCPU
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LAC2 FAT 305 Prinos mlecne masti u 2. laktaciji sveden na 305 dana

QQplot of lac2_fat305.FarmCPU
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Prinos mlecnih proteina u 1. laktaciji sveden na 305

LAC1 PROT 305 453
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Prinos mle¢nih proteina u 2. laktaciji sveden na 305

LAC2 PROT 305 ;.-

QQplot of lac2_prot305.FarmCPU
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FIRST CALVING INTERVAL Prvi medutelidbeni period

QQplot of first_calving_interval.FarmCPU
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FIRST DRY PERIOD

QQplot of first_dry_period.FarmCPU
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CRISPR/Cas sistem

» CRISPR predstavlja deo ,imunskog” mehanizma koji bakterije koriste za
zaStitu od stranih molekula DNK. U pitanju je specifican lokus sacinjen od
ponovljenih sekvenci, koje su medusobno odvojene spejserima. Nakon
uspesnog prvog susreta sa doticnim virusom, bakterija iseca pomenuti niz
nukleotida iz njegovog genoma i inserira ga izmedu rasutih ponovaka. Svaki
naredni susret sa tim bakteriofagom za posledicu ¢e imati ekspresiju
sekvence pomenutog spejsera, koji ¢e hibridizovati sa sebi komplementarnim
nizom nukleotida u okviru fagne DNK, te na specificnu lokaciju navesti Sas9
endonukleazu koja ¢e uvesti dvolancani prekid i spreciti infekciju.
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CRISPR/Cas sistem

(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat)
predstavlja deo imunskog mehanizma koje bakterije koriste za zastitu od
molekula strane DNK
Adaptivna imunost bakterija prema stranoj DNK

(eng. CRISPR-associated)

Tri koraka




CRISPR/Cas9 sistem za editovanje genoma
- Specificnost CRISPR/Cas sistema zavisi od jedinstvenosti ciljne sekvence

- je DNK sekvenca koja se prostire odmah nizvodno od protograni¢nika (Slika — A)

Protospacer

A —_—
A S { | Mew spacer
int ration
] *& * Repeats
1
h:"lj ‘-'-—E_* elele— Spacers
tracrRNA Cas? CaslCas2Csn2 Leader

l l CRISPR array

Adaptation(A, B and C)

..Casg Pre-crRMNA S

~— Expression (I, E and F)

Interference (G, H and I)




CRISPR/Cas sistem

» Ova adaptivna ,imunost” bakterija modifikovana je metodama genetickog inZenjerstva i
biotehnologije u cilju stvaranja masinerije za programirano editovanje genoma. Ovaj
kompleks nalazi primenu i u veterinarskoj medicini — stvaranjem transgenih Zivotinja.
Aplikacija ovog sistema u veterini predstavlja mocan alat u programima kontrole
proizvodno-reproduktivnih kapaciteta domacih Zivotinja kao i u procesu kontrole
zdravstvenog kapaciteta Zivotinja u okviru koncepta “Jedno zdravlje”. Verovatno i
najznacajnija primena ovog ribonukleoproteinskog kompleksa u veterinarskoj medicini
tice se stvaranja Zivotinja rezistentnih na razli¢ite bolesti, pocevsi od PRRS-a u farmskom
uzgoju svinja, zatim bruceloze i tuberkuloze, pa sve do otpornosti na leukozu. Potencijal i
znacaj rezistencije na bolesti nije od znacaja samo za uzgajivace, vec i za dobrobit i
poboljsanje kvaliteta Zivota samih Zivotinja.




Somatic Artificialactivation

(body) cell o DN ~ ,
Primena CRISPR/Cas sistema u [l
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veterinarskoj medicini O
- PoboljSana proizvodnja (sisari) - -

removed

Morula Blastocyst
» Modifikovano prase kod koga se eksprimira fat-1
gen iz C. elegans ima mali odnos w-6 : w-3 masnih
kiselina

» Nokaut gena za miostatin kod prasica, goveda,
ovaca i koza

» Modifikovano jagnje postiZze veCu masu, a zadrzava
kvalitet vune

» Nokin gena za eGFP u 'Y hromozom BFF celijskih
linija




Primena CRISPR/Cas sistema u
veterinarskoj medicini
- Poboljsana proizvodnja mleka (sisari) -

» Eradikacija alergena

» Dobijanje mleka sa antibakterijskim svojstvima




Primena CRISPR/Cas sistema u
veterinarskoj medicini
- Poboljsana proizvodnja (ptice) -

Breeding
Nokaut gena za miostatin kod kokoSke i prepelice ‘
ﬁ
: Body Weight $ %
Insercije u polne hromozome Muscle Mass ¢

e : : : . MSTN Mutant
Nokin Zeljenih sekvenci u ovalbumin lokus - inkorporacija

rekombinantnih proteina u belance

Eradikacija alergena



Primena CRISPR/Cas sistema u veterinarskoj
medicini
- Zivotinje otporne na bolesti (sisari) -

» Svinje i goveda rezistentna na tuberkulozu

» Disrupcija gena za protein CD163 - svinje
rezistentne na PRRSV (eng. Porcine Respiratory and
Reproductive Syndrome virus)

» Inaktiviranje gena uklju¢enog u replikaciju bakterija
roda Brucella u ¢elijama domacina - otpornost na
brucelozu




Primena CRISPR/Cas sistema u veterinarskoj
medicini
- ZIvotinje otporne na bolesti (ptice) -

» Ptice rezistentne na AlV (eng. Avian Influenza Virus)

» KokosSke otporne na ALV (eng. Avian Leukosis Virus)




CRISPR/Cas sistem

CRISPR/Sas9 kompleks moze pomocdi u jos nekim poljima veterine i uzgajanja
Zivotinja, kao Sto je proucavanje odnosa domacdina i parazita. Modifikovanjem
sekvenci od interesa i njihove ekspresije moze se utvrditi da li, i ako da, kako
ciliano uvodenje izmena u genomu domacina ili parazita, uti¢e na njihov odnos,
te time omoguciti efikasniju zastitu Zivotinja znacajnih za veterinarsku struku.
Programiranim remecéenjem ekspresije esencijalnih gena Stetocina, pre svega
nekih artropoda, moguce je dodatno zastiti domace Zivotinje. CRISPR/Sas9
sistem sam po sebi ne vredi niSta ako se ne uvede u ¢eliju. Distribucija ovog
kompleksa odigrava se na razlicite nacine, a najces¢i su mikroinjektiranje i
elektroporacija.




Primena CRISPR/Cas sistema u
veterinarskoj medicini
- ProuCavanje interakcija domacin-parazit -

» Medonosna pcela vs Lotmaria passim




Primena CRISPR/Cas sistema u
veterinarskoj medicini
- Borba protiv stetoCina -

Gene drive Mechanisms

Target

» Genski pogon omogucéava Sirenje zeljenih
sekvenci kroz Citavu populaciju sa
verovatnocom prenosenja vecom od one
koja karakteriSe nasledivanje po Mendelu
- ovime se omogucava da se varijanta
nekog gena brzo prosSiri kroz populaciju

Both chromosomes passed to next generation
with gene drive cassette




	Slide Number 1
	Slide Number 2
	Slide Number 3
	Slide Number 4
	Slide Number 5
	Slide Number 6
	Slide Number 7
	Slide Number 8
	Slide Number 9
	Slide Number 10
	Slide Number 11
	Slide Number 12
	Slide Number 13
	Slide Number 14
	Slide Number 15
	Slide Number 16
	Slide Number 17
	Slide Number 18
	Slide Number 19
	Slide Number 20
	Slide Number 21
	Slide Number 22
	Slide Number 23
	Slide Number 24
	Slide Number 25
	Slide Number 26
	Slide Number 27
	Slide Number 28
	Slide Number 29
	Slide Number 30
	Slide Number 31
	Slide Number 32
	Slide Number 33
	Slide Number 34
	Slide Number 35
	Slide Number 36
	Slide Number 37
	Slide Number 38
	Slide Number 39
	Slide Number 40
	Slide Number 41
	Slide Number 42
	Slide Number 43
	Slide Number 44
	Slide Number 45
	Slide Number 46
	Slide Number 47
	Slide Number 48
	Slide Number 49
	Slide Number 50
	Slide Number 51
	Slide Number 52
	Slide Number 53
	Slide Number 54
	Slide Number 55
	Slide Number 56
	Slide Number 57
	Slide Number 58
	Slide Number 59
	Slide Number 60
	Slide Number 61
	Slide Number 62
	Slide Number 63
	Slide Number 64
	Slide Number 65
	Slide Number 66
	Slide Number 67
	Genome Wide Association Studies�-GWAS-
	Genome Wide Association Studies�-GWAS-
	Genome Wide Association Studies�-GWAS-
	�����- RC 20774 -�“Animal identification, pedigree, exterior and performance data recording in selected Holstein Friesian cattle population in Serbia used for future genetic selection under AI programme ”���
	Genome Wide Association Studies�-GWAS-
	Genome Wide Association Studies�-GWAS-
	Prinos mleka u 1. laktaciji sveden na 305 dana
	Prinos mleka u 2. laktaciji sveden na 305 dana
	Prinos mlečne masti u 1. laktaciji sveden na 305 dana
	Prinos mlečne masti u 2. laktaciji sveden na 305 dana
	Prinos mlečnih proteina u 1. laktaciji sveden na 305 dana
	Prinos mlečnih proteina u 2. laktaciji sveden na 305 dana
	Prvi međutelidbeni period
	Prvi period zasušenja
	CRISPR/Cas sistem
	CRISPR/Cas sistem
	Slide Number 84
	CRISPR/Cas sistem
	Primena CRISPR/Cas sistema u veterinarskoj medicini�- Poboljšana proizvodnja (sisari) -
	Primena CRISPR/Cas sistema u veterinarskoj medicini�- Poboljšana proizvodnja mleka (sisari) -
	Primena CRISPR/Cas sistema u veterinarskoj medicini�- Poboljšana proizvodnja (ptice) -
	Primena CRISPR/Cas sistema u veterinarskoj medicini�    - Životinje otporne na bolesti (sisari) -
	Primena CRISPR/Cas sistema u veterinarskoj medicini�- Životinje otporne na bolesti (ptice) -
	CRISPR/Cas sistem
	Primena CRISPR/Cas sistema u veterinarskoj medicini�- Proučavanje interakcija domaćin-parazit -
	Primena CRISPR/Cas sistema u veterinarskoj medicini�- Borba protiv štetočina -

