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Biologia syntetyczna

Biologia syntetyczna

BACTERIA

Biologia syntetyczna — dzie-
dzina inzynierii, projektowa-
nie i realizacja sztucznych
systemow biologicznych.

SYNTHETICA

» chemiczna synteza DNA o zadanej sekwencji, 1970 r.

» synteza sztucznego genu, 1972 r.!
» synteza sztucznego genomu
> wirus, 7500 bp, 2002 r.2
4bakmrmJ_Mbp,_2010 r3
Khora Total synthesis of the structural gene for an alanine transfer ribonucleic acid from yeast
Cello ..., Chemical synthesis of poliovirus cDNA: generation of infectious virus in the absence of natural
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Biologia syntetyczna

Minimalna komoérka

» cztowiek ma ok. 20000 gendw
» typowa bakteria: 4000 genéw

» minimalny genom JCVI-syn3.0, 351kbp, 473 gendéw w tym
nie jest znana funkcja 149 genéw *

zastosowania: mozliwos¢
umieszczania wtasnych ge-
néw  (biological chassis),
np. produkcja zwigzkéw
chemicznych przez bakterie

4Design, and synthesis of a minimal bacterial genome, Science, 2016
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Biologia syntetyczna

Koszty sekwencjonowania i syntezowania DNA

Price Per Base of DNA Sequencing and Synthesis
Rob Carlson, March 2016, www.synthesis.cc
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Biologia syntetyczna

BioBricks

BioBricks - standardowy zbiér sekwencji, ktére koduja elementy
wykorzystywane w biologii syntetycznej. Obecnie okoto 20 tys
elementéw. iGEM (International Genetically Engineered Machi-
nes) - konkurs wykorzystujacy BioBricks.

Podziat:
» czedci (parts) - odcinki DNA o okreslonej funkcji, np.
promotor
» urzadzenia (devices) - zbidr czedci petnigca okreslong
funkcje, np. aktywuje barwnik w obecnosci zwiazku
chemicznego
> systemy (systems) - zbiér urzadzen wykonujacy
zaprojektowane zadania
Sekwencje maja standardowe zakonczenia rozpoznawane przez
enzymy restrykcyjne.
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Biologia syntetyczna

Restryktazy

Enzym restrykcyjny to mechanizm obronny bakterii; tnie DNA
(niszczy wiazanie fosforowe) w miejscu, ktére zawiera wzorzec
specyficzny dla danego enzymu. Zbadanych 3000, 600
dostepnych komercyjnie.
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Biologia syntetyczna

BioBricks czesci (Tom Knight 2003)
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Biologia syntetyczna

BioBricks - przykfad operacji: dodawanie przed

=
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Biologia syntetyczna

Narzedzia informatyczne w biologii syntetycznej

Narzedzia informatyczne stosowane do:
» katalogi czastek
» symulacje reakgcji i proceséw biologicznych
» przewidywania struktur czasteczek
» optymalizacji warunkéw reakgji

Istnieje potrzeba zbudowania modeli i narzedzi do tworzenia sys-
temow. J
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Biologia syntetyczna

Biologia syntetyczna - przyktady (1)

organizmy  stosowane
do usuwania zanie-
czyszczen, np. metale
ciezkie (2004), ropa
naftowa (2012), plastik
(2016)
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Biologia syntetyczna

Biologia syntetyczna - przyktady (2)

bakteria dezaktywujaca tok-
syczny amoniak, nowy rodzaj
probiotyku (2019)

organizmy do wykrywania
toksyn,  zmieniaja  kolor
(2018) \
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Biologia syntetyczna

Biologia syntetyczna - przyktady (3)

produkcja zwigzkdéw chemicznych - gtéwne zastosowanie, bo
» bardzo wysoka wydajnos¢
» minimalne efekty uboczne

produkcja bio-paliw (2016)

produkcja lekéw (2018)
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Organizmy transgeniczne

Organizmy transgeniczne

Trwata zmiana oryginalnej sekwencji genomu, aby mogta by¢
dziedziczona w trakcie reprodukgji. J

» duzo trudnych do przezwyciezenia naukowych
i technicznych ograniczen

» wzbudza publiczne kontrowersje i niepokoje
Powody tworzenia:
» poprawa wydajnosci upraw i hodowli
» uzywanie zwierzat jako bio-reaktoréw do produkcji biatek
i lekarstw
» badania nad chorobami
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Organizmy transgeniczne

Biorekombinowane biatka - amplifikacja klonéw
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2. Wigczenie dowektora(plazmidu)

TN

4. Hodowla klonéw

1.synteza diugiego DNA

3.Wprowadzenie do komorki
gospodarza (bakteria)
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Organizmy transgeniczne

Aplikacja dnasynth - synteza sztucznych genow

» aplikacja internetowa, wysoka wydajnos$¢ (C++11),
http://bioweb.sourceforge.net bl

» algorytm ewolucyjny do optymalizacji

» wejscie: sekwencja biatka, organizm gospodarza, zbiér
restryktaz

» wyjscie: protokdt syntezy sztucznego genu

server
WWW server http | client
(eg lighttpd)

- w rowser
calculation l (egecEro?we? €
C++ application User interface

__Boost.Python JavaScript
Y
4 — Python AngularS
database | Django
(eg PostgresQL) Django ORM
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Organizmy transgeniczne

dnasynth - protokét syntezy
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Organizmy transgeniczne

dnasynth - protokét syntezy (2)
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Organizmy transgeniczne

dnasynth - oprogramowanie
Home Zuker ALGORITHM  SYNTHESIS Account Locout

Copon UsAGE TABLE OF Homo SAPIENS :

Cooon Frequency Conon Frequency Copon Frequency Copon
16.47 GGA 16.47 GGT .75 GGC
39.59 GAA 28.96 GAT .78 GAC
28.12 GTA 7.e8 GTT .83  GTC
W37 GCA 15.82 GCT .45 GCC
11.96 AGA 12.17 AGT .13 AGC
31.86 AAA 24.44 AAT £ AAC
22.84 ATA 7.49 ATT ATC
6.85 ACA 15.11 ACT s AcCC
13.17 TGA 1.56 TGT 5 TGC
78] TAA ©.99 TAT = TAC
12.93 TTA 7.67 TTT - TTC
4.41 JECATE 11275 TGy 5 TCC
11.42 CGA 6.17 CGT CGC
34.23 CAA 12.34 CAT CAC
39.64 CTA 7.15 (Gl GTC
6-92 16.92 CCT ccc

CCUT2715 /88 SPAATIT GAGATC(

cvgﬁg w CTGAAG(16/14)

GGGCCrC
G"GTNACC

LV
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Organizmy transgeniczne

Transgeniczne rosliny - wprowadzanie wtasnego DNA

metoda integracji z plazmidem, infekcja bakteriami (maj 1983)
umozliwia wprowadzenie wtasnego DNA do jadrowego DNA

41
rosliny.
Wprowadzenie e P“I‘,i,"i"i Zas:::ﬁﬁi;anie
transgenu § bakteriami
— —
Mohactanum
—————————
/r Pozyskanie
; komarek

8

[ Dobér Odtworzenie sig
(Y 4 komérek \' rosllny

Roslina genetycznie
zmodyfikowana z
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Organizmy transgeniczne

Transgeniczne roéliny - przyktady (1)

Burak cukrowy
GMO odporny na

herbicydy  (glifo-
sat)
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Organizmy transgeniczne

Transgeniczne roéliny - przyktady (2)

Kukurydza GMO
MON 810 posiada
biatko CrylAb po-
chodzace z bakterii
Bacillus ~ Thurin-
gensis, zwalcza
owady (Omacnice
Prosowianke)
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Organizmy transgeniczne

Transgeniczne roéliny - przyktady (3)

- .
Pomidor GMO
Flavr Savr, pierw-
sze warzywo

dopuszczone  do

konsumpcji. Doj-
rzaty pomidor bez
| $Sladéw gnicia do
. 3 tygodni. Ma

sroduced from Genetically r(vtyé‘fyczonzrodu &

M(}diflﬁ'd Tomat | enzym  rozktada-
"l jacy pektyne.
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Organizmy transgeniczne

Transgeniczne roéliny - przyktady (4)

Ztoty ryz (Gloden
rice) - syntezuje
[-Karoten. Do-
starcza  witamine
A dla populacji,

gdzie wczesniej
byta wysoka zapa-
dalno$¢ na $lepote
zmierzchowa.
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Organizmy transgeniczne

Transgeniczne roéliny - przyktady (5)

Cebula bez efektu
tzawienia, zahamo-
wanie syntezy en-
zymoéw ktdre pro-
dukuja podraznia-
jacy oczy zwiazek.
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Organizmy transgeniczne

Transgeniczne roéliny - przyktady (6)

Swiecaca  roélina
dla kazdego (Glo-

wing plant)
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Organizmy transgeniczne

Transgeniczne zwierzeta - wstawianie wektora

Metoda 1 - komorki macierzyste
DNA w wektorze

Selekcja komérki posiadajacej
pozadany gen

—
?

Iniekcja stransformowanych
\komérek ESC do blastocysty

Komérki macierzyste (ESCs)

Metoda 2 - mikroiniekcja

rzedi -
Implantacja
blastocysty w macicy
Gen w wektorze

\

Zaptodnione jajo Implantacja w macicy

Test potomstwa na obecno$¢ genu
Pierwsze wektory wstawiaty nawet 200 kopii gdziekolwiek
w genomie.
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Organizmy transgeniczne

Transgeniczne zwierzeta - wstawianie w konkretne miejsce

Wiedza o sekwencjach otaczajacych konkretny gen umozliwia:
» przywrdcenie funkcji genu
» nadanie nowej funkcji genu
» wytaczenie genu (knock-out genu)

reg A* neor reg TK

(] DN [ [ N

Budowa wektora transgenicznego:
» gen do transferu (A*)
» gen odpornosci na antybiotyk (np. neomycyne neo r)
» gen kinazy tymidynowej (TK)
> sekwencje ufatwiajace rekombinacje (reg)
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Organizmy transgeniczne

Metoda z uzyciem komoérek embrionowych

Hodowla komérek embrionowych inkubowana z wektorem

> Uiycie Komoérki odporne na neomycyne i gancyklowir
DNA komérkowe
neomycyny - A = oryginalny gen
ging komorki A* = gen nowy 4

bez wektora (2) Homologiczna rekombinacja

celowana insercja genu

> UZyCIe DNA wektora
ancyklowir - -Re "

g- y ; . I Rejony homologii (1)Przypadkowa

ging komorki inkorporacja wektora

z wektorem DNA komérkowe ‘ ‘ ‘ | | ‘

witaczonym ’

w spos6b ons omnkows [ [T 10 e LR [
omérki odporne na heomycyng ale wrazliwe na gancyklowir

przypadkowy

Komérki z rekombinacja s3 odporne na neomycyne (maja
neo r) i gancyklowir (brak TK).
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Organizmy transgeniczne

Transgeniczne zwierzeta - przyktady (1)

Mysz z szczurzym
hormonem wzrostu

(2x wigksze od ré-
wiesnikéw)
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Organizmy transgeniczne

Transgeniczne zwierzeta - przyktady (2)

Mysz z  wyta-
czonym genem
leptyny (odpo-
wiada cukrzycy

typu I1)
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Organizmy transgeniczne

Transgeniczne zwierzeta - przyktady (3)

Mysz z wytaczonym genem GDF8 (Miostatyna) - ktéry hamuje
rozrost tkanki miesniowe;j
o —
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Organizmy transgeniczne

Zwierzeta z wytaczonym genem GDF8

Mutacja wystgpita naturalnie
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Organizmy transgeniczne

Transgeniczne zwierzeta - przyktady (4)

 Transgeniczny kré-
lik z genem EGFP
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Organizmy transgeniczne

Transgeniczne zwierzeta - przyktady (5)

Danio pregowate z ré6znymi odmianami genu GFP,
zwykte jest czarno-srebrne
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Organizmy transgeniczne

Transgeniczne zwierzeta - przyktady (6)

Transgeniczny kot
z biatkiem fluore-
scyjnego biatka

(RFP), Swieca
w ciemnosci.
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Organizmy transgeniczne

CRISPR/Cas - system obronny bakterii

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
(CRISPR) CRISPR associated protein (Cas)

Prokaryotic cell

Stage 1: Foreign DNA acquisition ,@j @
~

—

~7

& &
<*  CRISPR locus

%.’.’D’.ﬁ @ @ Stage 3:

RNA-guided

host genome \
@ @ targeting of
i viral element

l CRISPR locus transcription

g 48 55 - ~Sg-d

Stage 2: CRISPR RNA processing
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Organizmy transgeniczne

CRISPR/Cas9 - edycja genomu

» wyszukuje fragment genomu uzywajac RNA

» wybrano najprostszy system (Biatko Cas9, crRNA,
tracrRNA)

> uproszczono go stosujac jedna czasteczke (gRNA)

A B
BACTERIAL/ARCHEAL IMMUNITY GENOME EDITING

Cas Effector Cas9

RuvC

¥
A&
o

Rue
Fly genomicbNA ¥,
| %

Invading DNA

wa
wa
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Organizmy transgeniczne

CRISPR/Cas9 - modyfikacje genetyczne roslin i zwierzat

2014 2016 2017 2018

AHEIE

Transgeniczny toso$

o\

2014: tomato, citrus

2016: cucumber, apple, grape

2017: watermelon

2018: kiwifruit, banana, cacao, strawberry,
papaya, groundcherry
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Organizmy transgeniczne

Wykorzystanie CRISPR/Cas9 - terapie genowe

CRISPR-edited T cells

NY-ES04
g receptor
Make CRISPR-edited ®
Teellsin the lab Mo
O Iy POy, TRAC,
Insert gene. Delete three 3:‘::5:;91“
for NY-ESO-1 genes with 9
receptor CRISPR

CRISPR-edited T cell

Grow millions of
© criser-cdited
Teells

infuse !

Remove blood from CRISPR-edited

patient to get T cells T cells into
(5} patient

CRISPR-edited
T cells bind to
cancer cells and
kill them
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Orgal y transgeniczne

Dziekuje
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