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Institut Ruder Boskovic
punih deset godina u
nanobiotehnoloskom
istrazivanju Jadrana

[ M. Blazina”

Institut Ruder Boskovic¢
G. Paliaga 5
52 210 Rovinj

Od prvog znacajnijeg sudjelovanja Instituta Ruder Boskovi¢ u
nanobiotehnoloskom istrazivanju morskih organizama u sjever-
nom Jadranu proslo je ve¢ punih deset godina. U tom razdoblju
uspjesno je ostvareno kroz okvirne programe Europske unije (FP6
i FP7) Sest velikih znanstveno-istrazivackih projekata, od kojih su
tri upravo u provedbi.

Temelji aktivnosti vezanih uz istrazivanje genoma i fiziologije
morskih spuzava na Institutu Ruder Boskovi¢ datiraju jo$ iz 1970.
godine, kada se u Centru za istrazivanje mora u Rovinju osniva
zasebna Grupa za molekularnu biologiju morskih organizama,
koja 1971. prerasta u Laboratorij za morsku molekularnu biologi-
ju — suradnicki laboratorij IRB-a i Sveucilista u Mainzu. Pod vod-
stvom dr. Rudolfa Zahna u Rovinju se razvijaju metode izolacije i
odredivanja DNA, RNA i proteina spuzvi, a paralelno se razvija i
uvodi nova poluautomatska metoda za registraciju sadrzaja i svoj-
stava nepoznatih DNA. Kao stalni suradnici u tom Laboratoriju
rade zajedno istrazivaci Instituta Ruder Boskovic i SR Njemacke.
Od samih pocetaka u Laboratoriju radi i dr. Werner Midiller, a
unazad deset godina kao glavni istraZivac svih suradnih projekata
ove dvije institucije.

Spuzve su jo$ prije mnogo desetljeca prepoznate kao vazan izvor
bioaktivnih spojeva te novih potencijalnih proizvoda za primje-
nu u medicini, farmaciji, kozmetici i prehrani. lako jednostavne,
kroz evolucijski proces od 7 mil. godina, razvile su niz ucinkovitih
biokemijskih mehanizama i spojeva s nebrojenim mogucnostima
primjene u humanoj terapiji. lako su idealan modelni organizam
za istrazivanja u plavoj biotehnologiji, jos uvijek su iznimno slabo
istrazene i upotrijebljene na komercijalnoj skali.

Projektom SPONGES (FP6) zapoceli smo suradnju s jos Sest sve-
ucilisnih instituta diljem Europe, Cetiri male/srednje tvrtke (SME)
i jednim krajnjim korisnikom s ciljem nadgradnje primijenjenih
biotehnoloskih istrazivanja morskih spuzava u industrijsku proi-
zvodnju utemeljenu na razvojnim aktivnostima malih i srednjih
tvrtki. Postignut je velik napredak u razumijevaniju fiziologije spu-
Zava s ciliem odrzivog uzgoja, bez pritiska na prirodne populacije.

Premda je odrziva proizvodnja spuzava u akvakulturi na indu-
strijskoj skali jo$ uvijek izazov, projektom je razvijena tehnologija
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Slika 1 — Spuzva Dysidea avara (Schmidt 1862.), Zivi u Sredozemnom
moru

odrzive proizvodnje dvije bioaktivne komponente: avarola (izo-
liranog iz spuzve Dysidea Avara, slika 1) i silikateina (izoliranog iz
spuzve Suberites domuncula, slika 2), u dovoljnoj mjeri za predtr-
ZiSna istrazivanja.

Pomocu rezultata projekta SPONGES razvijena je linija kozme-
tickih proizvoda (slika 3) na bazi bioaktivnih spojeva iz morskih
spuzava, a do predtrzisne faze doveden je i novi kozmeticki pro-
izvod, Eleana — krema na bazi avarola, pogodna za iziritiranu
kozu, s umirujuéim i protuupalnim svojstvima. Projekt je rezulti-
rao i znacajnim napretkom u istrazivanjima Crambescidin 800 i
njegove potencijalne primjene u antitumorskim lijekovima.

Slika 2 — Spuzva Suberites domuncula (Olivi 1792.), obi¢no obrasta puze-
vu kudicu u kojoj je nastanjen rak samac, s kojim Zivi u simbiozi
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Slika 3 — Kozmeticka linija Elana na bazi bioaktivnih spojeva iz morskih
spuzava

Daljnjim radom na projektima BIOCAPITAL (FP6-MOBILITY) i
BIOMINTEC (FP7-PEOPLE) uspostavljena je multidisciplinarna
mreza biologa, kemicara i IT stru¢njaka s ciljem sustavne potra-
ge za korisnim bioaktivnim spojevima iz morskih beskraljesnja-
ka, protuobrastajnih, antibakterijskih, antiviralnih, citostatickih te
biomineralizacijskih svojstava. Najznacajniji rezultati postignuti
su u podrucju enzimatskih procesa depozicije biogenog silicija,
te primjene silikateina s drugim materijalima poput titana i cirko-
nija. Konstruirana je i baza podataka za sve proteine ukljucene u
proces biomineralizacije kalcijeva karbonata u metazoa. Zahva-
ljujuci katalitickoj aktivnosti silikateina, po prvi put su pri blagim
fizioloskim uvjetima sintetizirani organometalni nanokompoziti
razli¢itih metalnih oksida sa slojevitom, tzv. Core-Shell struktu-
rom slicnom staklastim spikulama spuzava (slika 4). Time su se
otvorili horizonti k mnostvu primjena u medicini, poput zamjene
ili regeneracije kostanog, hrskavicnog ili vezivnog tkiva.

Slika 4 — SEM prikaz spikula staklaste strukture u primorfima spuzve S.
domuncula (izvor: Miiller i sur. 2011)

Cilj projekta CORESHELL (FP7) je proizvesti enzimatski aktivne
nanocestice s metalno-oksidnom jezgrom (slika 5). Nanocestice
na cijoj povrdini je imobiliziran enzim (npr. Mn, Cu-oksidaza,
silikatein) mogu naci primjenu u izolaciji teskih metala iz one-
cis¢enih izvora vode u okolisu. Daljnjom biomineralizacijom
ve¢ funkcionaliziranih nanocestica, uz pomo¢ rekombinantnog
silikateina, nastaju Cestice s jezgrom od Zeljeznog oksida i vise
plasteva razli¢itih metalnih oksida. Tako strukturirane Core-Shell
nanocestice imaju visoke mogucnosti primjene u nanomedicini,
u prijenosu lijekova u organizmu.
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Slika 5 — SEM prikaz funkcionaliziranih cestica Fe,O, sa slojem silikateina

Za razliku od vecih Cestica, nanocestice posjeduju ekstremno ve-
liku funkcionalno aktivnu povrsinu. To svojstvo daje im iznimnu
ekonomsku prednost prilikom primjene u procesnoj tehnologiji.
Primjerice, obecavajuca je primjena Ti-Fe-nanocestica u razvoju

fotoindukcijsko-fotokatalitickih metoda mikrobioloskog procisca-
vanja otpadnih voda (Mtiller, 2014).

Sredinom 2012. godine lansiran je veliki kolaborativni projekt
ukupne vrijednosti 8 mil. EUR punog naziva “Exploiting marine
genomics for an innovative and sustainable European blue bio-
technology industry” (BLUEGENICS, EU FP7-KBBE). Projektom
BLUEGENICS namijera je multinacionalnog konzorcija sastavlje-
nog od osam partnera iz akademskog sektora, Sest malih ili sred-
njih poduzeca i jedne neprofitne biotehnoloske istrazivacko-ra-
zvojne organizacije, identificirati i omoguciti primjenu genetskog
otiska morskih organizama poput dubokomorskih spuzava i pri-
druzenih bakterija, s ciliem proizvodnje spojeva od biomedicin-
skog znacaja. Nakon svih ovih godina, projektom BLUEGENICS,
po prvi put se konzorciju pridruzila i farmaceutska razvojna tvrtka
(SME) iz Hrvatske — Fidelta d. o. o.

Ve¢ su prethodna istrazivanja pokazala da je bioaktivne spoje-
ve moguce sintetizirati primjenom rekombinantne molekularne
biologije. Primjerice, defensin, obrambeni peptid koji proizvode
spuzve, posjeduje svoju biolosku aktivnost i kada je proizveden
rekombinantnom tehnikom, u bakterijama ili eukariotskim stani-
cama. Takav pristup omogucava odrzivu uporabu bioloskih re-
sursa mora i oceana, bez negativnog uc¢inka na bioraznolikost.
Pregrst ucinkovitih sekundarnih metabolita s antiviralnim, anti-
biotskim ili citotoksicnim djelovanjem izolirano je iz morskih
spuzava, te je pitanje vremena mogucnost njihove primjene u
borbi protiv nezeljenih biofilmova i obrastaja. Primjerice, izoli-
ran je gen odgovoran za ekspresiju ASABF-peptida (eng. “Ascaris
suum antibacterial factor”) iz spuzve S. Domuncula te je poka-
zana njegova in vitro jako izrazena antibakterijska aktivnost pre-
ma Gram-pozitivnim (S. aureus, Bacillus subtilis i Micrococcus
luteus) te nesto slabija prema Gram-negativnim (Pseudomonas
aeruginosa i E. coli) bakterijama (Wiens i sur., 2011). Daljnji po-
kusi na morskim organizmima na mezo-skali pokazali su visoku
protuobrastajnu aktivnost ASABF-peptida, te ukazali na poten-
cijal primjene u tehnologijama zastite brodova, plutaca, naftnih
platformi i drugih struktura u moru od obrastanja morskim orga-
nizmima. Mehanizmi antibakterijske i protuobrastajne aktivnosti
utemeljeni su na analognim biokemijskim principima te skriveni
u obrambenim strategijama i simbiozama morskih organizama.
Razumijevanjem procesa kojim se organizam brani od obrasta-
ja, odnosno kolonizacije, primarno bakterija u biofilmu, a potom
visih obrastajnih organizama, zahtijeva multidisciplinarni pristup
biologa, fizicara i kemicara. Nadalje, nuzno je temeljna saznanja
primjenom nanotehnologije i biotehnologije primijeniti u razvoju
naprednih biomimetickih rjeSenja; protuobrastajnih premaza, ci-
ljanih (pametnih) antibiotskih lijekova itd.

Jedan od osnovnih ciljeva projekta BLUEGENICS je identifikacija
te izgradnja baze peptida/proteina s ciljanim bioaktivnim karak-
teristikama poput neuroprotektivne, antimikrobne, anti-aging,
anti-osteoporotske te imuno — supresivne aktivnosti. Uz pomo¢
naprednih molekularno-bioloskih i kemijskih tehnika razvit e se
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metode brze identifikacije poznatih spojeva. Izgradnjom metage-
nomske DNA baze te pretrazivanjem genoma spuzava omogucit
Ce se stjecanje uvida u gene od komercijalnog interesa, kodira-
juci za enzime/proteine uklju¢ene u biosintezu/biotransformaciju
molekula s potencijalom terapeutske ili biotehnoloske primjene.
Naposljetku, otkrivanjem trodimenzionalne strukture bioaktivnih
peptida, ocekuje se uspjesno sintetiziranje njihovih analoga, ra-
zvoj i optimizacija fermentacijskog proizvodnog procesa te po-
tencijalno uvodenje u pretklinicke studije.

Na posljetku, nanotehnologija je znacajno prisutna u mnogim in-
dustrijskim granama, a primjena nanocestica ucestala je u mnos-
tvu podrucja: kozmetici, farmaciji, medicini, prehrambenoj teh-
nologiji i dr. Kao odgovor na rastudi trend prisutnosti nanocestica
u svakodnevnom zivotu i okolisu EU je lansirala jos jedan projekt
SMART-NANO (FP7), u svrhu razvoja tehnoloske platforme za
mjerenje nanocestica, s krajnjim ciljem pracenja prijenosa nano-
Cestica tijekom njihove primjene. Znanstvenici Centra za istra-
Zivanje mora rade na razvoju jeftinih i u¢inkovitih metoda spe-
cifiécno prilagodenih radu na kompleksnim okoli$nim matricama
(Stipic¢ i sur., 2015).

Velikim dijelom buduénost razvoja naprednih materijala lezi u
plavoj biotehnologiji. Odgovori na mnoga pitanja danasnjice skri-
veni su u morima i oceanima, a za njihovo odrzivo gospodare-
nje nuzno je razumijevanje ekoloskih procesa te nove metode
identifikacija promjena u ekosustavu mora. Da sinergija izmedu
znanstveno-istrazivackih instituta i gospodarskog sektora nudi
posebnu dodanu vrijednost, prepoznali su jo$ prije deset godina
Institut Ruder Boskovi¢, Sveuciliste u Mainzu i mnogi partneri koji
su nam se u meduvremenu pridruzili. U narednom projektnom
razdoblju, osim produbljenja postojecih suradniji, potrebno je i
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Uvod

Znanstveni projekt “Razvoj fotokatalitickih polimernih nanokom-
pozita za obradu otpadnih voda” ili na engleskom “Development
of Photocatalytic Polymer Nanocomposites for Wastewater Treat-
ment” (DePoNPhoto) istrazivacki je projekt (IP-11-2013-5092)
koji financira Hrvatska zaklada za znanost za razdoblje od ceti-
ri godine (1. rujna 2014. — 31. kolovoza 2018.). Budu¢i da je
projekt interdisciplinaran, ukljuc¢eni su i istrazivaci, eksperti iz
razlic¢itih znanstvenih podru¢ja i to iz podrucja sinteze polimera
i iz podrucja prociscavanja otpadnih voda. Istrazivaci s Fakulte-
ta kemijskog inzenjerstva i tehnologije Sveucilista u Zagrebu su
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stvaranje novih modernijih i otvorenijih modela suradnje, pose-
bice vezanih uz razvojne potrebe malih i srednjih poduzetnika u
Hrvatskoj i regiji.
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dr. sc. Ljerka Kratofil Krehula, dr. sc. Zvonimir Katanci¢, dokto-
randica Vanja Gilja, mag. ing. oecoing. zaduzeni za sintezu po-
limernog nanokompozita s katalitickim djelovanjem, zajedno s
voditeljom projekta prof. dr. sc. Zlatom Hrnjak-Murgi¢. U rad
projekta uklju¢ena je profesorica dr. sc. Jadranka Travas-Sejdi¢
sa Sveucilista u Aucklandu, kao ekspert iz podrucja vodljivih po-
limera. Ekspert iz podrucja procis¢avanja otpadnih voda napred-
nim oksidacijskom procesima je dr. sc. Igor Peternel s Veleucilista
u Karlovcu te docentica dr. sc. Anita Pticek Siroci¢ s Geotehnic-
kog fakulteta u Varazdinu Sveucilista u Zagrebu. Da bi se projekt
uspjesno realizirao, bilo je nuzno nabaviti odredenu specifi¢nu
opremu, kao i Citav niz druge nuzne laboratorijske opreme. Od
znacajnije opreme kupljen je simulator sunc¢evog zracenja te ure-
daj za dobivanje ultra-Ciste vode. Ostali ocekivani znacajni do-
prinosi realizacije projekta DePoNPhoto su zaposljavanje jednog
doktoranda i jednog postdoktoranda, realizacija doktorskog rada
i vise diplomskih i zavrsnih radova, ¢ime je omoguceno obrazo-
vanje mladih znanstvenika i studenata. Ocekuje se objavljivanje
veceg broja znanstvenih radova kojima ¢ée se znatno doprinijeti
razvoju i modernizaciji znanosti i tehnologije u Hrvatskoj iz nave-
denih znanstvenih podrudja.
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