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Metoda naukowa

v~ W SKROCIE

Jakimi kryteriami mozna sie
postuzyé, aby zadecydowad,
czy dane stwierdzenie jest
naukowe? W tym rozdziale

omoéwimy kryteria naukowo-

$ci oraz przebieg dochodze-
nia do teorii naukowych.

= POJECIA
KLUCZOWE

ROYAL SOCIETY

Drugie najstarsze towarzy-
stwo naukowe na $wiecie.
Nadal jedno z najbardziej
prestizowych.

= WIECEJ
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1. Gauch H.G., 2003,
Scientific Method in Practice,
Cambridge University Press
2. Watson J.D., Berry A.,
2005, Dna. Tajemnica Zycia,
W.A.B.
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Rys. 1. Od lewe;j:
Francis Bacon,
James Watson,
Linus Pauling,
Francis Crick,
Rosalind Franklin

Metoda naukowa to podejécie stuzace badaniu zjawisk natural-
nych. Badania uznawane za naukowe powinny opierac si¢ na
empirycznych, mierzalnych oraz powtarzalnych obserwacjach.
W naukach przyrodniczych poczatki metody naukowej datuje sig
naxvi wiek, a za jej ojca uchodzi Francis Bacon. Promowane przez
niego empiryzm i sceptycyzm stanowily inspiracj¢ do zalozenia
jednego z najstarszych towarzystw naukowych — brytyjskiego
Royal Society. Zastosowanie metody naukowej w rozmaitych
dyscyplinach potrafi si¢ rézni¢. Na wysokim poziomie ogélnosci
mozna jednak stwierdzi¢, ze metoda naukowa polega na obserwaciji
zjawisk naturalnych w poszukiwaniu prawidtowosci, formutowaniu
ich mozliwych wyjasnien (hipotez) oraz weryfikagji tych hipotez
dalszymi obserwacjami eksperymentami i symulacjami. Hipoteza
naukowa musi by¢ falsyfikowalna, czyli potencjalnie mozliwa do
obalenia przez obserwacjg. Hipoteza, ktdra pozytywnie i wielo-
krotnie przeszta préby obalenia oraz zostata powszechnie przyjeta
przez $rodowisko naukowe, uzyskuje status teorii naukowej. Nalezy
w tym miejscu podkresli¢, ze znaczenie stowa teoria w kontekscie
naukowym rézni si¢ diametralnie od znaczenia potocznego. Stad
w debacie naukowej praktycznie nie uzywa si¢ stwierdzenia o
tylko reoria (predzej méwi sig to tylko hipoteza). Teoria naukowa
jest zatem kompleksowym wyjasnieniem zjawisk przyrodniczych,
keére dodatkowo przeszto weryfikacje do§wiadczalna.

Nie wyklucza si¢ mozliwosci obalenia ktérejkolwiek teorii naukowej
w przysztych obserwacjach, przyjmuje si¢ ja natomiast jako najlepsze
dostepne w danym momencie wyjasnienie obserwacji (aczkolwiek
prawdopodobieristwo catkowitego obalenia dtugo obowiazujacych
i potwierdzonych niezliczonymi obserwacjami teorii — takich jak
teoria ewolucji — jest niezmiernie mato prawdopodobne). W tym
ujgciu metoda naukowa jest nieprzerwanym procesem obser-
wacji, tworzenia hipotez, potwierdzania lub obalania ich oraz
udoskonalania i rozszerzania teorii juz obowiazujacych (rys. 2, 3).
Dobrym przykiadem zastosowania metody naukowej w biologii
molekularnej byly badania, ktére doprowadzity do odkrycia
struktury DNA. Skfad chemiczny tej czasteczki, jak i fakt, ze jest
ona no$nikiem informacji genetycznej, byly znane juz wezeéniej.
Ale bez znajomo$ci struktury trudno byto przewidzie¢ mechanizm
zapisu informacji genetycznej, jej powielania oraz odczytu. Linus
Pauling, Francis Crick i James Watson wysungli hipotezg, ze bNa
jest struktura helikalng. Z tej hipotezy wywiedli przewidywanie,
ze wzér dyfrakeji promieni rentgenowskich przez wiékna pna
bedzie miat ksztalt litery x. Taki wasnie wzér dyfrakeji uzyskata
doswiadczalnie Rosalind Franklin (rys. 3). Ostateczny model bNa
zostal zaproponowany przez Cricka i Watsona po szczegélowej
analizie wynikéw uzyskanych przez Franklin oraz dostepnych
wezesniej danych o sktadzie chemicznym czasteczki. Ten model
umozliwit wysuwanie dalszych hipotez odnosnie do mechanizmu
powielania informacji genetycznej (testowanego nastgpnie nieza-
leznymi metodami).
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Rys. 1. Schemat przebiegu
badan prowadzonych
zgodnie z metoda naukowa

-)
Rys. 2. Stynny wzér dyfrakcji
promieni rentgenowskich

na wtéknach pna, uzyskany
przez Rosalind Franklin,
znany tez jako zdjecie 51

-

Rys. 3. Schemat
podwadjnej helisy bna

OBSERWACJA
WYPRACOWANIE POSZUKIWANIE
SPOJINEJ TEORII MODYFIKACJA PRAWIDLOWOSCI
LUB
ODRZUCENIE
@ HIPOTEZY
TESTOWANIE FORMULOWANIE
PRZEWIDYWAN HIPOTEZY
% USTALENIE @
TESTOWALNYC,H
PRZEWIDYWAN

Wstep do biologii molekularne;j

Biologia molekularna to dziedzina biologii koncentrujaca si¢ na
badaniu aktywnosci, syntezy, struktury oraz oddziatywani pomie-
dzy bioczasteczkami, takimi jak pNa, RNA i biatka. Dyscyplina
zaistniata pod koniec lat trzydziestych xx wieku, wraz z rozwojem
techniki izolacji bioczasteczek oraz ich analizy (takich jak krysta-
lografia rentgenowska). Impulsem, ktéry ogromnie przyspieszyt jej
rozwoj, byto poznanie struktury pNa w latach 50. oraz opracowanie
podstawowych narzedzi inzynierii genetycznej w latach 70. i 80.
W tym rozdziale skrétowo oméwimy kluczowe odkrycia w obszarze
biologii molekularnej oraz najwazniejsze narzedzia w niej stoso-
wane. Od roku 1944 do 1962 mial miejsce szereg przetomowych
odkry¢ w biologii molekularnej. pna zostat zidentyfikowany jako
czasteczka odpowiedzialna za dziedziczenie, poznano jego struk-
ture oraz ustalono, jaki jest mechanizm jego replikacji. Francis
Crick, wspétodkryweca struktury pna, sformutowal w tym okresie
centralny dogmat biologii molekularnej, gloszacy, iz informacja
genetyczna przepisywana jest z DNA na RNA (rzadziej w odwrot-
nym kierunku), a na bazie RNA syntetyzowane jest biatko. Za
ukoronowanie tej fazy rozwoju biologii molekularnej mozna uzna¢
rozwigzanie uniwersalnego kodu genetycznego — czyli sposobu,
w jaki tréjki nukleotydowe w DNA/RNA odpowiadajg konkretnym
aminokwasom w sekwencji biatka. W latach 60. Francois Jacob
i Jacques Monod zdotali tez rozwiktaé pierwszy prosty model
regulacji wyrazania informacji genetycznej w bakteriach — operon
laktozowy. Drugga faz¢ rozwoju biologii molekularnej w roku 1972
symbolicznie otwiera pierwsze wykorzystanie narzedzi inzynierii
genetycznej — enzyméw restrykeyjnych. Enzymy te mozna uznaé za
rodzaj molekularnych nozyczek, pozwalajacych precyzyjnie wycinaé
ifaczy¢ ze sobg odcinki DNA o0 znanej sekwencji. W miarg szybkie
i wydajne badanie konkretnych sekwencji bNa stato si¢ mozliwe
w roku 1977, kiedy Frederick Sanger opracowat autorska metode
sekwencjonowania (dzi$ ta metoda jest w petni zautomatyzowana).
W 1983 roku Kary Mullis opracowat reakcjg pCR (ang. Polymerase
Chain Reaction), umozliwiajaca namnozenie dowolnego fragmentu
DNA w ogromnej ilosci kopii. Od tego momentu mozna uznaé, ze
zestaw podstawowych narzedzi biologii molekularnej i inzynierii
genetycznej zostal skompletowany.
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Biologia molekularna zajmu-
je sie badaniem molekular-
nych podstaw zycia. Przez
ostatnie 50 lat nauki biolo-
giczne poczynity ogromne
postepy w tej dziedzinie
ttumaczac mechanizmy
takich fundamentalnych
proceséw, jak ekspresja
informacji genetycznej
oraz jej dziedziczenie.

= POJECIA
KLUCZOWE

UNIWERSALNY KOD
GENETYCZNY

Sposdb przepisywania se-
kwencji tréjek nukleotydo-
wych na aminokwasy w se-
kwencji biatka; jest z grubsza
taki sam u wiekszo$¢ zywych
organizmow (istnieja nielicz-
ne odstepstwa).

METODY WIELKOSKALOWE
Zautomatyzowane metody
generujace ogromng ilo$¢
danych z zakresu sekwencji
genetycznej, powstajacych
RNA i biatek.

= WIECED
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1. http://www.dnai.org/
timeline/index.html

2. Watson J.D., Bakert A,
Gann A, Levine M., 2005,
Molecular Biology of the Gene,
Seventh Edition, Cold Spring
Harbor Laboratory Press

3. Watson J.D., Berry A,
2013, Dna. Tajemnica Zycia,
W.A.B.
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Rys. 1. Kluczowe odkrycia
w biologii molekularnej
na osi czasu

W roku 2001 w wyniku dziatari konsorcjum rzadowego oraz
prywatnej firmy Craiga Ventera poznajemy kompletng sekwencje
genomu ludzkiego. Biologia wkracza w epoke metod wielkoska-
lowych...

1944 DNA JAKO NOSNIK INFORMACJI GENETYCZNEJ

1933 ODKRYCIE DNA

1954 ROZWIAZANIE STRUKTURY DNA

1956 SFORMULOWANIE CENTRALNEGO DOGMATU

I ODKRYCIE POLIMERAZY DNA

1937 ODKRYCIE MECHANIZMU REPLIKACJI DNA

1958 ROZWIAZANIE PIERWSZEJ STRUKTURY BIALKA
1960 ODKRYCIE MRNA

1961
/62

ROZWIAZANIE UNIWERSALNEGO KODU GENETYCZNEGO

1965 ROZPRACOWANIE OPERONU LAKTOZOWEGO

1972 PIERWSZE KLONOWANIE DNA

ZA POMOCA ENZYMOW RESTRYKCYINYCH

1977 SEKWENCJONOWANIE DNA METODA SANGERA

1983 WYNALEZIENIE REAKCIJI CPR

2001 POZNANIE KOMPLETNEJ SEKWENCJI

GENOMU LUDZKIEGO
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Wprowadzenie do makroczasteczek

Z ogdlnego punktu widzenia czasteczka biologiczng (biomolekuta)
jest kazda czasteczka istniejaca w Zywym organizmie, wliczajac
w to duze makroczasteczki, takie jak biatka, kwasy nukleinowe,
weglowodany i lipidy, oraz mate czasteczki (metabolity i pro-
dukty naturalne). Bioczasteczki sa zwykle endogenne (naturalnie
wystepujace w organizmie), ale moga by¢ réwniez egzogenne
(wprowadzone do organizmu z zewnatrz). Teraz mamy zamiar
poda¢ podstawowe informacje o najwazniejszych (w kontekscie
biologii syntetycznej) makroczasteczkach, mianowicie kwasach
nukleinowych i biatkach.

KWASY NUKLEINOWE

Kwasy nukleinowe, takie jak pNa (kwas dezoksyrybonukleinowy)
i RNA (kwas rybonukleinowy), sg liniowymi polimerami skta-
dajacymi si¢ z monomeréw nazywanych nukleotydami. Kazdy
naturalny nukleotyd posiada trzy czedci: pierscieni cukrowy ztozony
z pigciu atoméw, grupe fosforanowa oraz zasadg azotowa. Jezeli
cukier jest deoksyryboza to polimerem jest DNA. Jezeli natomiast
cukier jest rybozg to polimerem jest RNA. Kwasy nukleinowe sa
istotne dla wszystkich znanych form zycia, poniewaz posrednicza
one w kodowaniu, ekspresji oraz przekazywania dalej informacji
genetycznej. Sama informacja jest zawarta w sekwencji kwasu
nukleinowego (liniowa kolejno$¢ nukleotydéw w danej czasteczce
DNA lub rRNA).

Kwas dezoksyrybonukleinowy (Dna) jest kwasem nukleinowym
zawierajacym instrukcje genetyczne niezbedne do funkcjonowania
wszystkich znanych organizméw zywych. Segmenty DNa zawiera-
jace te informacj¢ genetyczng nazywane sa genami. Niektére inne
sekwencje DNA pelnia funkcje strukeuralng lub sa zaangazowane
w regulacje wykorzystania informacji genetycznej. pNa sktada sig
z dwdch liniowych polimeréw, posiadajacych szkielet zbudowany
z cukréw, i grup fosforanowych, potaczonych ze sobg wigzaniami
estrowymi. Te dwie nici sa ze soba potaczone za pomocg wigzari
wodorowych i posiadajg przeciwne wzgledem siebie kierunki — sg
one antyréwnolegle. Kazdy nukleotyd zawiera jeden z czterech
rodzajéw zasad azotowych (w skrécie nazywanych po prostu za-
sadami). Wtasénie ta sekwencja czterech baz bezposrednio koduje
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W tym rozdziale krétko
omoéwimy trzy rodzaje cza-
steczek, bedacych gtéwnym
przedmiotem zainteresowa-
nia biologéw molekularnych,
oraz techniki ich badania.

= POJECIA
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ANTYROWNOLEGEA
ORIENTACJA NICI

Nici biegnace w przeciwnych
kierunkach. Ni¢ dna posiada
dwa odmienne konce 5'i 3.
w podwajnej helisie koniec
3'jednej nici znajduje sie
tam, gdzie 5' drugiej.
METABOLIT

Praktycznie kazdy produkt
posredni oraz koricowy
metabolizmu, jednakze
termin metabolit stosowany
jest zwykle tylko do matych
czasteczek organicznych.

PRODUKT NATURALNY
Zwiazek organiczny wyizo-
lowany z naturalnych Zrédet,
ktéry powstaje jako produkt
metabolizmu.

WIAZANIE WODOROWE
Rodzaj stabego, niekowa-
lencyjnego oddziatywania
pomiedzy elektroujemnym
atomem i atomem wodoru,
zwigzanym z innym atomem
elektroujemnym.

POLIMER

Duza czasteczka ztozona

z wielu powtarzajacych sie
podjednostek.



TRANSKRYPCJA

Pierwszy etap ekspres;ji
genu, w ktérym dany seg-
ment DNA jest kopiowany na
MRNA przez enzym nazywany
polimeraza rRNA.

TRANSLACJA

Proces, w ktérym rybosomy
tworza biatka, wykorzy-
stujac czasteczki mrNA jako
matryce.

METABOLICZNY

OBROT BIALKA

Krétko moéwiac, jest to
réwnowaga miedzy synteza
biatek a degradacja biatek
w komarce.

= WIECED
INFORMACITI

1.Berg J.M,, Stryer L.,
Tymoczko J.L., 2005,
Biochemia, pwN

informacjg genetyczng. Tak zdefiniowany kod genetyczny okresla
sekwencje aminokwaséw we wszystkich biatkach. Organizmy
prokariotyczne (bakterie) sa stosunkowo proste, a ich bNa przecho-
wywane jest w cytoplazmie. Natomiast organizmy eukariotyczne
przechowuja wigkszo$é¢ pNa w jadrze komérkowym, jedynie
niewielka cz¢$¢ ich DNA znajduje si¢ w organellach, takich jak
mitochondria i chloroplasty. W jadrze czasteczki bNa s3 zorga-
nizowane w dtugie strukcury nazywane chromosomami. Podczas
podziatu komérki chromosomy s powielane (replikacja bna), by
zapewni¢ kazdej komoérce whasny kompletny zestaw informacji
genetycznej. Chromosomy zawieraja takze duzo biatek pomocnych
W organizowaniu i zageszczaniu DNA.

Kwas rybonukleinowy (rna) odgrywa istotna rolg w przenosze-
niu informacji genetycznej od genéw do biatek. Trzy uniwersalne
rodzaje RNA to: RNA transportowy (tRNA), RNA matrycowy (mRNA)
i RNA rybosomalny (rRNA). mRNA przenosi informacje genetyczna
Z DNA, sterujac synteza biatka. rRNa jest aktywnym sktadnikiem
rybosomu, ktéry katalizuje powstawanie wiazania peptydowego.
Natomiast tRNA pomaga w dostarczaniu aminokwaséw potrzeb-
nych do biosyntezy biatek. Ponadto poznano wiele innych klas
RNA, z ktdrych wigkszo$¢ uczestniczy w regulacji ekspresji genéw.

BIALKA

Biatka sq duzymi makroczasteczkami, sktadajacymi si¢ z jednego
lub wigcej liniowych taficuchéw reszt aminokwasowych. Liniowy
tadicuch reszt aminokwasowych nazywany jest polipeptydem.
Kazde biatko zawiera co najmniej jeden dtugi polipeptyd. Krétkie
polipeptydy, zawierajace mniej niz okoto 20-30 reszt aminokwa-
sowych, nie s3 uwazane za biatka i s3 nazywane po prostu pepty-
dami. Gléwna réznica pomigdzy poszczegélnymi czasteczkami
biatka lezy w ich sekwencji aminokwaséw. Zazwyczaj sekwencja
jest odpowiedzialna za przyjecie przez biatko okreslonej struktury
tréjwymiarowej, ktéra okresla z kolei jego aktywnosé. W krétkim
czasie po lub w czasie syntezy niektére reszty aminokwasowe w bial-
ku sa modyfikowane chemicznie (modyfikacje posttranslacyjne),
co zmienia wlasciwosci fizyczne i chemiczne oraz strukture biatka.
Biatka wykonujg szeroki wachlarz funkcji w organizmach, takich
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jak reakcje metaboliczne, replikacja bNa, odpowiedZ na bodzce
oraz transport innych czasteczek. Wiele bialek to enzymy, ktére
katalizujg reakcje biochemiczne i majg zasadnicze znaczenie dla
przemiany materii. Biatka majg réwniez funkcje strukturalne
i mechaniczne. Czasteczki te moga réwniez wspdtpracowaé ze
soba podczas wykonywania swoich funkgji i prawie zawsze wy-
stepuja one w postaci stabilnych komplekséw ztozonych z wielu
czasteczek biatka. Po powstaniu biatko istnieje w koméree tylko
przez okre§lony czas, nastgpnie jest ono degradowane w procesie
obrotu metabolicznego biatek.

ISTOTNE METODY BADANIA MAKROCZASTEK

Elektroforeza — rozdziat elektroforetyczny umozliwia podziat cza-
steczek pod wzgledem rozmiaréw. Tego rodzaju analiza moze by¢
stosowana zaréwno wzgledem DNa, RNa, jak i biatek. Czasteczki
migruja w polu elektrycznym, przeciskajac si¢ przez zel zbudo-
wany z duzych czasteczek polimeréw (takich jak agaroza lub
poliakrylamid). Mniejsze czasteczki przemieszczajg si¢ szybciej,
wigksze — wolniej.

Sekwencjonowanie metoda Sangera — opiera si¢ na syntezie
drugiej nici bNA. W mieszaninie reakcyjnej jest domieszka di-
deoksynukleotydéw, ktére przerywajg reakcje. We wspétczesnej,
zautomatyzowanej metodzie dideoksynukleotydy sa wyznakowane
fluorescencyjnie, dzigki czemu mozna stwierdzi¢, na ktérym
nukleotydzie skoriczyta si¢ synteza nici. We wezeéniejszej, niezau-
tomatyzowanej wersji przeprowadzano cztery niezalezne reakcje.
W kazdej z nich tylko jeden z czterech nukleotydéw przerywat
reakeje i byt wyznakowany radioaktywnie (nastepnie reakeje
rozdzielano elektroforetycznie).

Spektrometria mas — technika umozliwiajaca identyfikacje bia-
tek. Biatka sg trawione enzymatycznie, a nastgpnie ich fragmenty sa
identyfikowane na podstawie stosunku masy do tadunku. Mozna
to uzna¢ za rodzaj ,,sekwencjonowania biatek”.

=g
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Rys. 1. Organizacja
struktury biatka

-

Rys. 2. Metody

badania bioczasteczek:
przyktad rozdziatu
elektroforetycznego pNa (A),
sekwencjonowanie metoda
Sangera (B), schemat wyniku
analizy spektorometrii mas
(@]
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Biologiczne bazy danych

Biologiczne bazy danych to cyfrowe biblioteki informacji z zakresu
nauk o zyciu. Informacje biora si¢ z pojedynczych eksperymen-
téw, analizy literaturowej, doswiadczen wysokoprzepustowych
(takich, z keérych uzyskuje sie bardzo duzo danych) oraz analiz
bioinformatycznych. Moga dotyczy¢ sekwencji genomowych,
pozioméw wyrazanych mrNa i bialek oraz sieci interakeji, sieci
regulacyjnych i sieci metabolicznych. Bazy danych moga tez
zawiera¢ informacje odnosnie do funkgji genéw, lokalizacji bia-
tek, pokrewieristwa migdzy genami z réznych organizméw oraz
znaczenia klinicznego konkretnych mutagji. Bazy danych moga
dotyczy¢ wielu wymienionych wyzej aspektéw naraz lub tez tylko
ich wycinkéw. Moga tez koncentrowaé si¢ wylacznie na wybranych
organizmach modelowych (np. drozdzach piekarskich lub muszce
owocowej). Wedtug czasopisma Nucleic Acids Research w roku 2012
istniato 1380 biologicznych baz danych. Trzy najwicksze bazy da-
nych sekwencyjnych to amerykariski GeneBank, europejski EMBL
i japoriski pNa Data Bank. Wszystkie trzy bazy regularnie wy-
mieniaja si¢ danymi, aby zapewni¢ ich aktualno$¢ i kompletnosé.

INNE WAZNE BAZY TO M.IN.:

UniProt — baza sekwencji biatkowych

pDB (Protein Data bank) — baza strukeur biatkowych
Rfam — baza rodzin RNA

Pathway Commons — baza $ciezek biologicznych

KEGG — baza $ciezek metabolicznych

ArrayExpress — baza danych o poziomach ekspresji Rna

CURELEY

PhenCode — baza taczaca ludzkie mutacje z fenotypami

Powyzsza lista nie jest zadna miarg wyczerpujaca. Kazdego roku
pojawiaja si¢ nowe bazy danych. Niektére czerpia informacje
bezposrednio z wynikéw doswiadczalnych lub z literatury. Inne
integruja informacje z istniejacych wczesniej baz, aby utatwié
naukowcom analiz¢ danych i formulowanie hipotez badawczych.
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Skad biolodzy biorg infor-
macje niezbedne na réznych
etapach projektéw badaw-
czych? Oméwimy podsta-
wowe rodzaje biologicznych
baz danych pod katem ty-
pow informaciji, jakie mozna
w nich znalez¢.

= POJECIA
KLUCZOWE

NUCLEIC ACIDS RESEARCH
Czasopismo publikujace
coroczne darmowe podsu-
mowanie istniejacych biolo-
gicznych baz danych.

v WIECEJ
INFORMACII

1. Galperin M.Y,, Fernandez-
Suarez X.M., 2012, The
2012 Nucleic Acids Research
Database Issue and the online
Molecular Biology Database
Collection, Nucleic Acids
Research, 40 (Database
issue), D1-8. doi:10.1093/
nar/gkr1196



Czym jest

biologia syntetyczna

v W SKROCIE

Biologia syntetyczna stano-
wi nowa, dynamicznie rozwi-
jajaca sie dziedzine biologii.
Jednoczes$nie, przez wzglad
na swoj inzynieryjny charak-
ter, zdecydowanie wykracza
poza tradycyjnie rozumiang
biologie molekularna.

v~ POJECIA
KLUCZOWE

STANDARYZACJA

W kontekscie biologii syn-
tetycznej podejscie dazace
do stosowania jednolitych,
ustalonych standardow

w danej dziedzinie.

BIOLOGIA SYSTEMOW
Multidyscyplinarna dzie-
dzina, charakteryzujaca sie
traktowaniem ztozonych
systemdw biologicznych
jako catosci. Stanowi ona
zarazem przeciwienstwo
podejscia redukcyjnego.

= WIECE]
INFORMACITI
1. University of Washington,

Synthetic Biology, http://
synbio.washington.edu/

-—)
Rys. 1. Fundamenty biologii
syntetycznej

Biologia syntetyczna stanowi prébe ujecia biologii molekularnej
w sposéb inzynieryjny. Ale nie tylko. Badacze zaangazowani
w t¢ dziedzing staraja si¢ w spos6b racjonalny projektowaé cate
mechanizmy molekularne. Tworzy¢ ztozone, zaprojektowane od
podstaw maszynerie molekularne, tam gdzie do niedawna genetycy
jedynie wprowadzali subtelne, pojedyncze modyfikacje wzgledem
uktadéw naturalnych. Biologia syntetyczna jest przedsigwzigciem
interdyscyplinarnym, taczacym biologi¢ molekularna, inzynieri¢
genetyczng, bioinformatyke i biologie systeméw. Biologia synte-
tyczna dazy do stworzenia jednolitych standardéw i systemu wy-
miany danych, aby jak najwicksza liczba badaczy mogta mozliwie
tatwo wykorzystywa¢ i rozwija¢ wezesniejsze odkrycia. Biolodzy
syntetyczni daza tez do tego, aby narzedzia biologii molekularnej
i inzynierii genetycznej byty dostgpne dla wszystkich, w tym dla
biologéw hobbystéw, aby jak najwigcej 0s6b moglo swiadomie
uczestniczy¢ w kolejnych przetomach naukowych.

BIOLOGIA PODEJSCIE
OLEKULA INZYNIERYINE
. R I STANDARYZACTA

BIOINFORMATYKA pry
1 BIOLOGIA 1 OTWARTE
SYSTEMOW STANDARDY
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Modele matematyczne
w haukach biologicznych

Proces budowy modelu biologicznego to zwykle cykl wielokrotnych
powtérzeri, w ktérym ustanawia si¢ duzg ilo$¢ zmiennych, relacji
matematycznych i parametréw liczbowych, dzigki czemu wykonane
obliczenia i inne analizy matematyczne pozwalaja na obserwacje
wlagciwosci systemu oraz prognozy jego zachowania w przyszosci.
W kazdym takim cyklu model jest rozbudowywany, a nastepnie
oceniany. Trzeba pamietad, ze nawet najbardziej wyrafinowane
metody symulacji sa mato uzyteczne, jesli poczatkowa struktura
modelu posiada istotne wady.

Z wyzej wspomnianych powodéw budowa modeli jest raczej
czasochfonnym i zmudnym zadaniem. Co istotne, wazne spo-
strzezenia biologiczne mozna uzyska¢ na kazdym etapie budowy
modelu. Pierwszym krokiem jest analiza istniejacych danych
do$wiadczalnych (ekspresja gendw, interakeje bioczasteczek etc.),
ktére beda reprezentowane w modelu. Nalezy pamigtaé, ze model
nie musi koniecznie obejmowa¢ wszystkiego, co wiemy o badanym
systemie. Czasem prostsze systemy moga by¢ tatwiejsze w zrozu-
mieniu i prawidfowym opisie matematycznym. Wybér rodzaju
modelu oraz metod obliczeniowych jest jedna z najtrudniejszych
czynnosci w procesie budowania modelu. Przykladowo wybranie
zbyt wielu zmiennych do zasymulowania moze prowadzi¢ do
trudnosci podczas budowy modelu matematycznego, jak i sa-
mych obliczen. Nastgpnym krokiem podczas budowy modelu jest
odszukanie ewentualnych oddziatywan pomi¢dzy sktadnikami.
Analiza takiej sieci moze juz dostarczy¢ waznych informacji na
poziomie systemu. Glgbszy opis obejmuje takze kierunek oddzia-
tywan pomigdzy elementami sieci i pozwala zobrazowaé przeplyw
informacji w badanej sieci. Na koniec elementy modelu moga
by¢ scharakteryzowane ilosciowo (wiasciwosci, takie jak poziom
ekspresji genu, stabilnos¢ danego biatka etc.). Wszystkie etapy
budowy modelu oraz samych procedur obliczeniowych musza by¢
doktadnie udokumentowane w celu dalszej weryfikacji modelu
oraz ewentualnego powtérzenia obliczen przez innych naukowcéw.
Wspélnota biologéw opracowala zestawy wytycznych dotyczacych
prawidlowego opisu modeli, dane te powinny by¢ udostgpnione
wraz z samym modelem. Wymagane informacje moga by¢ zakodo-
wane w standardowych formatach zapisu danych biologicznych: na
przyklad Systems Biology Markup Language (SBML) dla modeli
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Cho¢ tradycyjnie matematy-
ka i biologia postrzegane sa
jako odmienne dyscypliny,
to obecny postep w dzie-
dzinie nauk przyrodniczych

i medycyny sprawit, Zze wiele
eksperymentow biologicz-
nych ma charakter ilosciowy
i moze by¢ opisanych jezy-
kiem matematyki.

v DLACZEGO
TO JEST WAZNE

Kazda nauka inzynieryjna
wymaga narzedzi potrzeb-
nych do budowania i analizy
modeli. W zaleznosci od dys-
cypliny uzywa sie réznych
narzedzi do tworzenia takich
modeli, ale cel jest taki sam -
stworzenie matematycznego
opisu badanego zjawiska

lub uktadu, tak aby méc
przewidzie¢ jego dziatanie

w réznych okolicznosciach.
W przypadku nauk biolo-
gicznych chcemy modelowac
w ten sposéb organizmy
zywe. W tym rozdziale (jak

i paru kolejnych) zajmiemy
sie troche mniej ambitnym,
ale takze waznym celem -
jak mozna modelowac pro-
cesy metaboliczne lub regu-
lacje ekspresji genow.
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of Biological Circuits,
Chapman&Hall

i symulacji oraz Simulation Experiment Description Markup
Language (SED-ML) do symulacji i analiz. Wprowadzenie tych
otwartych standardéw miato istotny wplyw na dalszy rozwdj
biologii systeméw, utatwiajac automatyzacjg zaréwno symulagji,
jak i eksperymentéw biologicznych.

GROMADZENIE DANYCH DOSWIADCZALNYCH

Postgp w biologii molekularnej, dokonany na poczatku tego wie-
ku, doprowadzit do ogromnego przyrostu danych biologicznych
uzyskiwanych przez naukowcéw. Jedna z czgsto stosowanych
metod pozwalajacych zobaczy¢, co dzieje si¢ w ramach badanego
uktadu biologicznego, jest uzycie genéw reporterowych, takich jak
biatko zielonej fluorescencji (GFP). Biatko to nie jest szkodliwe dla
komérek, co pozwala na efektywne prowadzenie badan, takich
jak poziom ekspresji okreslonych genéw czy ustalenie, w jakich
fragmentach komérki wystepuje dane biatko.

OPIS ILOSCIOWY KOMORKI

Z inzynieryjnego punktu widzenia komérka moze by¢ potrakto-
wana jako zintegrowane urzadzenie, ktérego dziatanie opiera si¢
na tysiacach interakcji pomigdzy czasteczkami biologicznymi.
Znaczna cze$é z tych czasteczek to biatka. W uproszczeniu mozna
powiedzie¢, ze kazde biatko jest mikroskopijna maszyna zdolng
do wykonywania okreslonych zadafi. Na przyktad Escherichia coli
jest prosta bakteria, ale mimo tego zawiera w sobie kilka milionéw
czasteczek biatek podzielonych na okoto 4000 réznych typéw.
Podczas swojej egzystencji komérka napotka rézne sytuacje, kedrych
przetrwanie wymagaé bedzie réznych zestaw6éw biatek. Dlatego
tez komérki musza stale monitorowaé swoje §rodowisko — aby méc
dostosowad si¢ do dynamicznie zmieniajacego si¢ rodowiska. Na
przyklad, gdy materiat genetyczny komérki zostanie uszkodzony,
to taka komorka zaczyna wytwarzad specjalne biatka potrzebne do
naprawienia DNA. Procesy regulacji syntezy biatka sa typowe dla
praktycznie wszystkich komérek i sa kontrolowane przez ztozone
systemy nazywane sieciami transkrypcyjnymi.
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Rys. 1. Budowanie
modelu biologicznego
jako procesu cykliczego.
W kazdym cyklu model
staje sie doktadniejszym
opisem badanego procesu



Narzedzia obliczeniowe
w biologii syntetycznej

v~ W SKROCIE

Nauki inzynieryjnej, jaka jest
biologia syntetyczna, nie da
sie uprawiac bez odpowied-
niego aparatu matematycz-
nego. Modelowanie ztozo-
nych uktadéw biologicznych
nastrecza trudnosci, ale
przynosi tez pierwsze
praktyczne korzysci.

= POJECIA
KLUCZOWE

CECHY EMERGENTNE
Charakteryzuja ztozone
uktady. Nie wynikaja w pro-
sty sposéb z elementéw
sktadowych uktadu, ale

z oddziatywan miedzy nimi.

INZYNIERIA
METABOLICZNA

Dziedzina zajmujaca sie
optymalizacja proceséw ge-
netycznych i regulatorowych
w komérce celem uzyskania
jak najwyzszej produkgji
okreslonej substancji.

Jednym z podstawowych zalozeri biologii syntetycznej jest ra-
cjonalne projektowanie kompletnych systeméw biologicznych.
Wymaga to uzycia odpowiednich narze¢dzi informatycznych
i obliczeniowych. Nawet stosunkowo proste uktady biologiczne
moga si¢ bowiem zachowywaé w wysoce nieprzewidywalny i nie-
intuicyjny sposéb. Im bardziej ztozony system modelujemy, tym
wigksze prawdopodobieristwo, ze bedzie on wykazywal cechy
emergentne (tj. niewynikajace w prosty sposéb z jego elementéw
sktadowych, a raczej z oddziatywan pomiedzy nimi). Dotyczy to
zaréwno uktadéw molekularnych, jak i makroskopowych (dobrym
przykladem mogg by¢ owady spoleczne, u ktérych stosunkowo
proste reguly kierujace zachowaniem pojedynczych owadéw pro-
wadza do powstania ztozonych strukeur, takich jak ule pszczele
czy kopce termitéw).

Jednym z kluczowych podejs¢ jest tworzenie sieci genetycznych
i molekularnych. Mogg by¢ to sieci przedstawiajace jedynie same
oddziatywania (fizyczne lub genetyczne) pomigdzy biatkami lub
genami. Takie sieci mozna skonstruowad stosunkowo tatwo, jednak
ich zdolnosci predykeyjne sa stosunkowo ograniczone — pozwalaja
stwierdzi¢ stabilno$¢ danego uktadu oraz przewidzieé, co moze
doprowadzi¢ do jego dysfunkcji. Bardziej zaawansowane modele
moga uwzgledniaé naturg oddziatywania, jego kierunek oraz
wartodci ilosciowe (np. wplyw obecnosci jednego biatka na poziom
innego biatka; rys. 1). Tego rodzaju modele pozwalajg czyni¢ duzo
bardziej szczegétowe przewidywania, ale wymagaja tez doktadnych
danych doswiadczalnych oraz wielu etapéw weryfikagji.

Trzeba zaznaczy¢, ze w modelowaniu prostych uktadéw bio-
logicznych (takich jak oscylatory molekularne — rys. 2) biologia
syntetyczna od dluzszego czasu odnosi sukcesy, natomiast od
niedawna realne staly si¢ bardziej zaawansowane projekty z zakresu
inzynierii metabolicznej, tworzace nadziej¢ na coraz wydajniejsza
i tarisza produkcje np. lekéw. Ostatnim spektakularnym sukcesem
tego rodzaju byto uzyskanie wydajnej produkeji leku antymalarycz-
nego, artemizyny w drozdzu piekarskim Saccharomyces cerevisiae.
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Rys. 1. Przyktady sieci
oddziatywan:

(A) najprostsza siec¢
zawierajaca tylko informacje
0 zajsciu oddziatywania,

(B) sie¢ uwzgledniajaca
kierunek oddziatywania,

(C) sie¢ uwzgledniajaca kieru-
nek oddziatywania i wartosci
liczbowe, przedstawione jako
réznice w grubosci lini prze-
rywanych



Kilka siéw o tym, jak regulowane
sa systemy biologiczne

v~ W SKROCIE

Komérka musi wymieniaé

z otoczeniem materie, ener-
gie i informacje. Sygnat jest
odbierany przez receptor,

a nastepnie wzmacniany

i przekazywany przez
tancuch przekaznikéw do
efektora. Podstawowymi
mechanizmami regulacji sieci
sygnatowych sg sprzezenia
zwrotne dodatnie i ujemne.

v DLACZEGO
TO JEST WAZNE

Dzigki znajomosci mechani-
zmu przekazywania sygnatu
w komadrce, wiemy, jak go
modyfikowac na nasza
korzysc.

-
Rys. 1. Ogdlny schemat
przekazywania sygnatéw

w komaérce w reakcji na
bodziec. Bodzcem wykry-
wanym przez receptor moga
by¢ drgania, zmiana tempe-
ratury, dotyk, bdl, pole
elektryczne, pole magne-
tyczne, zmiana ci$nienia
atmosferycznego, zmiana
ci$nienia osmotycznego albo
zmiana stezenia czasteczki
chemicznej (ligandu).

Czym moze by¢ ligand

i receptor? Moze to byc¢

np. biatko, rRNA, DNA, mate
czasteczki organiczne lub
nieorganiczne (jak tlenek
azotu, neurotransmitery,
hormony, transportery,
enzymy, kanaty jonowe

Komérka to jednostka samodzielna. Aby przezy¢, musi wymieniaé
informacje z otoczeniem: sasiadujacymi komérkami, otaczajacymi
tkankami i narzadami (jesli jest czg$cia organizmu wielokomoér-
kowego). W przypadku organizméw jednokomérkowych sprawa
tez nie jest prosta. Komdrka potrzebuje jes¢ (biolodzy i chemicy
powiedzieliby, ze potrzebuje dostarcza¢ sobie substratéw do reakeji
chemicznych), wydala¢ (usuwaé produkty metabolizmu), rozmna-
zaé sig, poruszaé i utrzymywac state warunki reakeji chemicznych
w swoim wnetrzu. Komorki nie maja §wiadomosci, dlatego odbidr
bodZcéw i reakcje musza by¢ w pelni zautomatyzowane.

Systemy komunikacji s3 niezwykle réznorodne i wiele z nich
jest jeszcze niepoznanych albo nie do korica wyjasnionych (czyli
masz jeszcze bardzo duzo do odkrycia!). Relacjami i obiegiem
informacji zajmuje si¢ biologia systeméw. Wigkszos¢ systeméw
wyglada tak, jak przedstawiono na rys. 1.

BODZIEC

RECEPTOR

INPUT

REAKCJA

ELEKTOR 1 |
OUTPUT PRODUKT
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Leki o duzej mocy daja silny efekt nawet w matych stgzeniach.
Jesli czasteczka sygnatowa ma niewielka moc, wtedy potrzebne
jest jej o wiele wicksze stezenie, by wywota¢ ten sam efekt po
zwiazaniu z receptorem jak w przypadku czasteczki o duzej mocy.
Skutecznos¢ czasteczki sygnatowej (leku) méwi, jak duzg odpowiedz
komérkowa powoduje w pordwnaniu do najwyzszej kiedykolwiek
zaobserwowanej. Czasteczki sygnatowe moga wiazad sig z recepro-
rem trwale (mocne wigzanie kowalencyjne) lub nietrwale (wiazanie
nickowalencyjne). Wewngtrzne sygnaly sg zazwyczaj nietrwale
iligand moze odaczad i przytaczaé si¢ do receptora wielokrotnie.
Jeden receptor moze wigza¢ kilka ligandéw w réznych miejscach
albo moga one rywalizowa¢ ze sobg o to samo miejsce. Ligand
moze aktywowac¢ albo zablokowa¢ receptor. Zazwyczaj z powodu
oszczgdnosci energetycznej systemu biologicznego do receptora
przylacza si¢ niewiele czasteczek sygnalowych w poréwnaniu do
czasteczek efektorowych. Do nasilenia odpowiedzi komérkowej
stuzg kaskady kolejnych czasteczek sygnatowych wewnatrz komér-
ki. Daje to efekt lawiny. Mozna to poréwna¢ do polecania sobie
gry komputerowej przez ludzi — im wigcej 0s6b o niej ustyszy, tym

wiecej przekaze informacje swoim znajomym (rys. 3).

=~ POJECIA
KLUCZOWE

SYGNALY KOMORKOWE
RECEPTORY

KASKADY PRZEKAZNIKOW
MOC LEKU

EFEKTORY

SPRZEZENIE ZWROTNE
BIOLOGIA SYSTEMOW
BODZIEC
POWINOWACTWO LEKU
SKUTECZNOSC LEKU

Rys. 2. W organizmie wiek-
szo$¢ sygnatow jest przeka-
zywana poprzez substancje
chemiczne. Receptory moga
miec rézne powinowactwo
do ligandéw, czyli reago-
wac na ich rézne stezenie

i wigzac sie z nimi z r6zng
sita. Leki tez sg w pewnym
sensie takimi sygnatami, za
pomoca ktdrych staramy sie
regulowac to, co nie dziata
w naszym ciele prawidtowo.
Stopien powinowactwa,

od lewej: duze, Srednie, mate
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Rys. 3. tancuchy sygnatowe
maja wiele etapow i w wielu
miejscach moga wystepo-
wac kaskady sygnatowe

Co dzieje si¢ z sygnatem po drodze? Laicuchy sygnatowe majq
zazwyczaj wiele etapéw i w kilku miejscach wystepuja kaskady sygna-
towe wzmacniajace sygnat. Niektére ligandy sa zwiazane z receptorem
dtuzej, inne odlaczajg si¢ (oddysocjowuja) szybko. Powielony sygnat
moze wywolywa¢ reakcje szlaku sygnatowego wielokrotnie.

Sygnat moze ulec ostabieniu (atenuacji) w wyniku sprzgzenia
zwrotnego ujemnego, czyli wylaczenia receptora przez produkt
korncowy szlaku. Alternatywnie moze by¢ podtrzymywany ciagle
w wyniku sprz¢zenia zwrotnego dodatniego — wéwczas produkt
szlaku aktywuje receptor. Przyktadem sprzgzenia zwrotnego do-
datniego jest operon laktozowy u Escherichia coli. Kiedy w $rodo-
wisku bakeerii laktozy jest pod dostatkiem, produkuje ona enzym,
p-galaktozydaze, ulatwiajacy wykorzystanie laktozy jako Zrédta
energii. Dzieje si¢ tak, poniewaz laktoza odblokowuje jego dziatanie.

Jesli brak jest laktozy, to enzym nie jest produkowany. Przyktadem

sprzgzenia zwrotnego ujemnego jest operon tryptofanowy u tej
samej bakterii. Tryptofan jest aminokwasem niezb¢dnym do zycia.
Jesli wystepuje w jej $rodowisku, to sam blokuje swoja produkgje,
by zaoszczedzi¢ energie organizmu. Jesli go nie ma, blokada zostaje
zdjeta i bakteria produkuje go samodzielnie.




O sieciach genetycznych
i do czego moina je wykorzystac
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O funkcjonowaniu orga-
nizmu decyduje nie tylko
genotyp. Z tego powodu
takze projektowanie szlakow
metabolicznych wymaga
uwzglednienia wielu zalez-
nosci miedzy genami, biat-
kami i czynnikami $rodowi-
skowymi. Operon laktozowy
jest prostym przyktadem
funkcjonowania sieci zalez-
nosci w komérce.

v DLACZEGO
TO JEST WAZNE

Na dziatanie leku wptywa
wiele proceséw, ktérych nie
da sie prosto przewidzieé.
Sieci regulatorowe genéw
daja nadzieje, ze w przyszto-
$ci profilaktyka i diagnostyka
chorob, takich jak cukrzyca,
nowotwory, choroby uktadu
krwionos$nego, bedg efek-
tywniejsze.

= POJECIA
KLUCZOWE

INZYNIERIA
METABOLICZNA
BIOLOGIA SYSTEMOW
BIG DATA

MEDYCYNA
SPERSONALIZOWANA
GENOMIKA
EPIGENETYKA
BRAMKI LOGICZNE

Wspomnieli$my juz w ogromnym skrdcie, na czym polega regulacja
oraz przekazywanie sygnaléw komérkowych i migdzykomorko-
wych. Sieci regulatorowe interakgji genetycznych to podstawa
wszystkich zdarzen ksztaltujacych organizmy. One takze posiadajg
swoje regulatory, o ktérych wykorzystaniu doktadniej opowiemy
w rozdziale o projektowaniu obwodéw genetycznych w biologii
syntetyczne;j.

W tym rozdziale chcemy Cig trochg przerazi¢ ztozonoscia
systeméw biologicznych, a jednoczesnie uspokoi¢ Twoje obawy
przed zmodyfikowanymi genetycznie biegajacymi po ulicach
potworami albo rzeczywisto$cia jak z filmu GaTTACA.

OPERON LAC JAKO PROSTY PRZYKLAD
WZAJEMNEJ REGULACJI GENOW

Na poczatek podstawa — czym jest gen i jak dziata? Spéjrzmy
na bakteryjny operon laktozowy, czyli zesp6t 3 genéw wspdlnie
regulowanych i w tym przypadku zwiazanych ze soba funkcjonalnie
(rys. 1.). Wyglada to dos¢ skomplikowanie, prawda? A u roslin
i zwierzat transkrypcja i translacja genu przebiegaja jeszcze inaczej.
To moze z definicja genu bedzie proscie;j.

Gen to podstawowa jednostka dziedzicznosci, ktéra determinuje
powstania biatka lub RN, bedaca liniowa sekwencja nukleotydéw
w DNA. Definicja genu zmienita si¢ jednak od 1909 roku, kiedy
wprowadzit ja botanik Wilhelm Johannsen. W 2016 roku okazato
si¢, ze informacja o tym, jak i kiedy zbudowa¢ dane biatko, jak
dhugo je produkowa¢ i dokad dostarczyé¢, jest zapisana nie tylko
w sekwencji DNa, ale tez w utozeniu nici w jadrze komérkowym.
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REGULACJA GENOW W DUZEJ SKALI

Sieci genetyczne sg tysigce razy bardziej skomplikowane niz po-
jedynczy operon. Przez ostatnie 15 lat dzigki postgpowi sekwen-
cjonowania i rozwojowi metod analizy ogromnych, niepetnych
i nieuporzadkowaych zbioréw danych (big data) mozna byto zacza¢
tworzy¢ skomplikowane wizualizacje i modele sieci genetycznych.
Wielu badaczy oczekuje, ze sieci regulatorowe genéw beda
funkcjonowa¢ jako biomarkery (czyli molekularne znaczniki)
usprawnig diagnostyke nowotwordéw, cukrzycy i innych choréb
metabolicznych. W przyszioéci uda sig by¢ moze tworzy¢ modele
sieci epigenetycznych, uwzgledniajace wptyw srodowiska na ge-
notyp. Jest to jednak do$¢ odlegla przysztoé¢, a przedsiewziecie
to bedzie kosztowne i wymagajace globalnej wspétpracy.
Najwigksze nadzieje wiaze si¢ z wykorzystaniem sieci regulato-
rowych w projektowaniu lekéw. Na szersza skale bedzie réwniez
wykorzystywac¢ si¢ bramki logiczne, podobne do tych stosowanych
w projektowaniu uktadéw elektronicznych. Sieci regulatorowe
moga dodatkowo rézni¢ sig aktywnoscia w zaleznosci od réznych
warunkéw $rodowiska, stanu organizmu czy wieku. Juz dzi$ oczy-
wiscie tworzy si¢ ogromne sieci, ale wiadomo, ze mozliwosci sa
o wiele wigksze. Takie podejscie pozwala biologom na blokowanie
niektérych szlakéw biochemicznych, zwigkszanie wydajnosci innych
oraz otrzymywanie pozadanych substancji w innych organizmach
niz te, z kedrych pochodza, np. ludzkiej insuliny w bakteriach.

OBSZAR LAC OPERON
REGULATO- | 1
ROWY GENU ~ pROMOTOR

. OPERATOR

5' I > TR N N 5
LacL-MRNA  Lac-MRNA
BlALkO f-GALAKTO- PERMEAZA TRANSACETYLAZA
REPRESORA ZYDAZA LAKTOZOWA [i-GALAKTOZYDOWA'
L .

DNA
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Rys. 1. Schemat genéw
operonu laktozowego

u Escherichia coli. Najpierw
spdjrzmy na geny operonu:
region promotora (P), ktéry
reguluje poczatek transkrypcji
genu/gendw. Operator (O)

to miejsce, do ktérego pod-
czas nieobecnosci laktozy
przytacza sie biatko represora
(R) i blokuje transkrypcje
nastepujacych po nim ge-
néw. Gen lacZ koduje enzym
B-galaktozydaze rozktadajacy
laktoze do galaktozy i gluko-
zy, wykorzystywanych jako
tatwo przyswajalne Zrédto
energii dla bakterii. Produkt
genu jest wydzielany we-
wnatrz komorki, dlatego po-
trzebny jest gen lacY. Koduje
on permeaze laktozowa, ktéra
jest biatkowym transporterem
przenoszacym laktoze do ko-
morki. Gen lacA koduje trans-
acetylaze B-galaktozydowa
odpowiedzialng za transport
czasteczek laktozy wewnatrz
komorki do miejsca hydrolizy.
Rejony to sasiadujace geny
(nieistotne w tym momen-
cie). Po przytaczeniu biatka
represora transkrypcja nie
zachodzi, bo polimeraza rRnA
sie nie miesci. Teraz spéjrzmy
na obszar kodujacy biatko
represora po lewej stronie.
Promotor represora (Pl)
umozliwia transkrypcje genu
biatka represora (lacl). Geny
Z DNA s3 transkrybowane

na mRrNA, ktérego translacja
pozwala otrzymac biatka
pomagajace w wykorzystaniu
laktozy. Laktoza wigze biatko
represora, wiec transkrypcja
enzymu jest odblokowana.
-
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Rys. 2. Interaktom (zbidr -7
interakcji genetycznych)
Treponema pallidum (kretka
bladego). Kropki oznaczaja
geny, a linie - interakcje.
Szacuje sig, ze cztowiek ma
okoto 20 000 gendw, a inny

popularny w badaniach bio- v

logicznych organizm - droz-

dze - okoto 6 000 gendéw. L

Tworzenie sieci interakcji ‘ \

pozwala na zawezenie ich 'Y &

liczby do analizy oraz "
wyodrebnienie najwazniej- ‘

szych potaczen

Dlaczego komorka jest taka

skomplikowana

W marcu 2016 roku pracownicy J. Craig Venter Institute (Jcvi)
and Synthetic Genomics Inc. (sG1) oglosili, ze udato im si¢ otrzy-
mac¢ bakteri¢ jcvi-syn3.0. Jej genom zawiera 531560 par zasad
i jedynie 473 geny, przy czym nieznana jest funkcja 149 z nich.
Bakeeria Mycoplasma mycoides powstata w ramach Minimal Cell
Project, ktérego celem byto sprawdzenie, ile naprawde genéw
jest niezbednych do przezycia bakterii. Jest to najmniejsza syn-
tetyczna bakteria, jaka udato wyhodowa¢ si¢ w laboratorium.
Dla poréwnania: w naturze wystepuja bakeerie, ktérych genomy
nie przekraczaja 0,13 miliona par zasad, a najwickszy genom to
14 milionéw par zasad. Najwigcej jest jednak bakterii posiada-
jacych genom wickszy niz 2 miliony par zasad i mniejszy niz
5 milionéw par zasad.

Odczytywanie, modyfikowanie i powielanie materiatu gene-
tycznego komoérki podlega okreslonym zasadom. Sa trzy gléwne
poziomy, na ktérych zachodzg interakcje molekularne. Przy pro-
jektowaniu organizmu trzeba bra¢ je wszystkie pod uwagge. Te
poziomy s3 przedstawione na rys. 2.
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W komoérce panuje ogromne
zattoczenie, a jej wnetrzne
jest bardzo dynamiczne.
Genomy bakterii i wiru-

sOw mozna syntetyzowac.
W wigkszosci przypadkow
DNA jest transkrybowane
(przepisywane) na mrna,
mMRNA ulega translacji na
biatko.

v=~ DLACZEGO
TO JEST WAZNE

Wiele proceséw komérko-
wych rézni sie w poszczegol-
nych typach komérek, dlate-
go trudno jest przygotowac
dobre i uniwersalne modele
ich funkcjonowania.

=~ POJECIA
KLUCZOWE

MINIMAL CELL PROJECT
CENTRALNY DOGMAT
BIOLOGII
TRANSKRYPCJA
TRANSLACJA

-

Rys. 1. Schematyczna struk-
tura komorki eukariotycznej
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Rys. 2. Centralny dogmat
biologii. U zdecydowanej
wiekszosci organizmow DNA
jest przepisywane na mrNa,
na podstawie ktérego skta-
dane sa biatka. Transkrypcja
zachodzi w jadrze komér-
kowym, a translacja -

w cytoplazmie

Projektowanie organizméw stawia przed biologami synte-
tycznymi wiele wyzwan. Organizmy eukariotyczne sg bardziej
skomplikowane niz prokariotyczne. Mimo ze znamy dziatanie
podstawowych cegietek, to weiaz po ich potaczeniu efekty oka-
zujg si¢ r6zni¢ od tych spodziewanych. Wiele fragmentéw DNa,
do niedawna nazywanych ,$mieciowymi”, ma duze znaczenie
dla komérki, cho¢ nie do korica jest ono poznane. Wsréd nich s
sekwencje powtdrzone oraz nieaktywne elementy transpozycyjne
(kiedy sa aktywne potrafia ,skaka¢” po genomie — same wycina¢
si¢ i wkleja¢ w losowe miejsca). Ponadto jesli juz uda si¢ wpro-
wadzi¢ syntetyczne geny do bakeerii, to trzeba je jeszcze jako$
w niej utrzymad, aby byty dla bakterii przydatne i przekazywane
kolejnym pokoleniom. Komérka pod wzgledem informacyjnym
przypomina ogromne miasto, ktére dziata w miar¢ dobrze, ale
nie da si¢ od czasu do czasu uniknaé korkéw. W koméree prak-
tycznie nie ma wolej przestrzeni i z tego powodu niemozliwe jest
unikniecie oddziatywan migdzy sasiadujacymi czasteczkami.

Przemiany wewnatrzkomoérkowe zachodzg dynamicznie, a ko-
morka caly czas zmienia sig, reagujac na bodzce z otoczenia.
Regulacja komorek jest jeszcze bardziej ztozona w przypadku
organizméw tkankowych, gdyz ich komérki bardzo sig od siebie
réznia. Te wszystkie czynniki sprawiaja, ze rozwijanie biotechno-
logii jest drogie, wymaga czasu i wspdtpracy wielu specjalistéw.
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Jak zbudowac

obwdd genetyczny

Biologia syntetyczna jest czasem nazywana przez dziennikarzy
turboinzynieria genetyczng. Gtéwnym celem biologéw syntetycz-
nych jest standaryzacja projektowania systeméw biologicznych
i wykorzystanie metod od dawna stosowanych w projektowaniu
uktadéw elektronicznych. Rozwijany jest nawet osobny jezyk
programowania — sBOL (Synthetic Biology Open Laguage), kt6ry
stuzy m.in. do sporzadzania projektéw genetycznych wraz z opisem
matematycznym.

Przyktadem sztucznie zaprojektowanego, matego urzadzenia
genetycznego moze by¢ represylator przedstawiony na rys. 1.
Optymalne parametry uktadu zostaty dobrane dzigki modelowa-
niu matematycznemu, gdyz jest to uklad niezwykle wrazliwy na
zmiany i dobieranie ich eksperymentalnie byloby zbyt czasochtonne
i niepraktyczne.

Genetyczne puzzle — BioBricki™ to fragmenty bNa o charak-
terystycznych zakoriczeniach, ktére umozliwiaja proste wykorzy-

stanie ich w wielu réznych ukladach oraz umieszczenie na tzw.
podstawowych plazmidach (ang. plasmid backbone). Mozna je
poréwna¢ do kart pamigci, na kedrych mozna zapisa¢ i odtworzy¢
dowolne pliki (rys. 2.).

SYSTEM
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W rozdziale zawarte sa
podstawowe informacje na
temat projektowania obwo-
déw genetycznych - ukta-
déw biologicznych mody-
fikujacych funkcjonowanie
organizmu-nosiciela w zalez-
nosci od tego, jaka zostata
przypisana im funkcja.

v DLACZEGO
TO JEST WAZNE

Obwody genetyczne stano-
wiag podstawowe narzedzie
biologii syntetycznej, dlate-
go tez wiedza na temat ich
dziatania oraz zasad projek-
towania jest kluczowa.
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Rys. 1. System biologiczny
sktada sie z urzadzen, ktére
sktadajg sie z poszczgoélych
czesci, tzw. BioBrickow™.
Rysunek przedstawia mo-
dutowos¢ takiego systemu,
ktéra jest jedng z podstawo-

" wych metod standaryzacji

w biologii syntetycznej
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Rys. 2. Represylator to uktad
oparty o trzy geny potaczo-
ne sprzezeniem zwrotnym
w petle, w taki sposéb, ze
kazdy gen jest represorem
nastepnego genu, a sam jest
represorowany przez gen

g0 poprzedzajacy. Mozemy
dzieki temu obserwowac
oscylacje uktadu, widoczne
dzieki $wieceniu i gasnieciu
fluorescencyjnego biatka crp

Rys. 3. BioBricki™ umoz-
liwiaja sktadanie nawet
znaczaco skomplikowanych
uktadéw genetycznych.
Wiele z nich powstato pod-
czas miedzynarodowego
konkursu biologii synte-
tycznej iGEM (International
Genetically Engineered
Machine), organizowane-
go przez Massachusetts
Institute of Technology

w Bostonie

-

Podstawowymi technikami, ktére sg niezwykle przydatne
w biologii syntetycznej sa Pcr (faricuchowa reakgcja polimerazy),
klonowanie, tworzenie bibliotek DNa, interferencja RNa, cigcie
enzymami restrykcyjnymi, mutageneza ukierunkowana oraz
edytowanie genoméw. Poza tym wykorzystuje si¢ szereg metod
stosowanych w chemii organicznej i materiatowej, takich jak:
synteza oligonukleotydéw, nanotechnologia bNa, mikroskopia
sit atomowych i elektronowa oraz wprowadzanie alternatywnych
par zasad i modyfikacje szkieletu fosforanowego do pNa.

BIOBRICK 1 BIOBRICK 2

BIOBRICK 3 (1+2)

! - :
L =

ACL LACL TETR GFP

Zastosowania biologii
syntetycznej - zarys

Czego nie moge zbudowad, nie mogg zrozumiec — te stowa stynnego
fizyka Richarda Feynmana amerykariski genetyk Craig Venter
umiescil zakodowane w genomie pierwszej sztucznej bakterii.
Powyzsze stwierdzenie ilustruje jedno z gtéwnych wyzwan biologii
syntetycznej. Jest to pragnienie zbudowania od zera calej komérki
bakteryjnej oraz stworzenie organizmu z wykorzystaniem alter-
natywnych liter kodu genetycznego.

Wielu naukowcéw ma réwniez nadziej¢ na stworzenie bez-
pieczniejszych szczepionek, ktére beda dtuzej chronity przed
mutujacymi patogenami. Przyktadem moze by¢ szczepionka na
wirusa grypy HINI firmy Novartis. Do§¢ znana tez jest historia
produkeji artemizyny, leku przeciwmalarycznego. Operon umoz-
liwiajacy jego wytwarzanie zostal syntetycznie zaprojektowany
tak, aby mozliwa byta jego produkcja w E. coli. Powodem bylo
uszkodzenie jej naturalnego szlaku syntezy.

Dzigki biologii syntetycznej poznano mechanizm zahamowania
dojrzewania limfocytéw B. Powodowalo to u pacjentéw powazne
niedobory odpornosci. Receptor BCR prawidtowo powinien znaj-
dowa¢ si¢ na powierzchni limfocytéw B. Podczas badar zostat on
na nich krok po kroku zrekonstruowany z mniejszych fragmentéw.
Dzi¢ki temu podejsciu doktadnie okreslono przyczyng blokady
dojrzewania. Zastosowanie sztucznych obwodéw genetycznych
umozliwilo réwniez udoskonalenie terapii niektorych zakazert
bakteryjnych za pomocg antybiotykéw, np. chinologéw czy etio-
namidu. Stworzono tez zmodyfikowane fagi niszczace bakterie
tworzace biofilmy. Kolejnym ciekawym pomystem byto wykorzy-
stanie adenowiruséw niosacych syntetyczny operon umozliwia-
jacy precyzyjny atak na komérki nowotworowe. Chore komérki
pozbawione byly biatka p53, bedacego represorem tego operonu.
Zdrowe komorki je posiadaty, wige operon po wniknigciu do nich
adenowirusa pozostawal nieaktywny.

Projektowanie szlakéw metabolicznych jest niezwykle obie-
cujace. Wielu substancji nie mozna wyprodukowad syntetycznie
(np. biatek posiadajacych liczne modyfikacje posttranslacyjne).
Mozna w ten sposéb obnizy¢ takze koszty produkeji biopaliw.
Pytaniem jest, w jakim organizmie powinno si¢ produkowa¢ dany
zwiazek. Leki, ktére wymagaja obrébki posttranslacyjnej takiej
jak u ludzi, nie nadaja si¢ do produkcji w bakteriach. Moglyby
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Z biologia syntetyczna wigze
sie ogromne nadzieje w me-
dycynie, produkcji biopaliw,
przemysle chemicznym

i rolnictwie. W tym rozdziale
przejrzymy kilka zastosowan
biologii syntetycznej oraz
zastanowimy sie, jaki wptyw
ma organizm gospodarza na
produkowane zwiazki.

v DLACZEGO
TO JEST WAZNE

xx1 wiek jest czasem nie-
zwykle szybkiego rozwoju
nauk biomedycznych. Tempo
zmian jest ogromne i warto
miec tego Swiadomosc. Dla
biologa nie mogtoby by¢
ciekawszych czasow.

xxI wiek bedzie niewatpliwie
wiekiem rozwoju biologii
syntetycznej. Wedtug Drew
Endy, profesora biologii na
Uniwersytecie Stanford, jest
ona nauka, ktéra moze zmie-
ni¢ nasze relacje z natura.
Dlatego niezwykle wazne
jest, aby obok skutecznych
rozwigzan technicznych

i biznesowych pamietac

o kwestiach spoteczno-
-etycznych. Tylko wspoétpra-
ca biologéw i lekarzy z ludz-
mi réznych dziedzin,

od informatykéw po dzien-
nikarzy i prawnikéw, pozwoli
na bezpieczny, efektywny

i harmonijny rozwoj tej
dziedziny. Nauka nigdy nie
istnieje w oderwaniu od sto-
sunkéw miedzynarodowych
i przemian kulturowych.
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SZCZEPIONKI
ANTYBIOTYKI
ARTEMIZYNA
MODYFIKACJE
POSTTRANSLACYJNE
WYBOR GOSPODARZA
BIOPALIWA

KAUCZUK
OPTYMALIZACJA PROCESU
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wowczas wzbudzié bardzo silng reakcjg uktadu odpornosciowego.
Najbezpieczniej jest uzy¢ organizmu, w ktérym taka sama lub
podobna czasteczka jest juz naturalnie produkowana. Wyzwaniem
pozostaje wtedy juz tylko optymalizacja procesu, np. w drozdzach
lub w E. coli. Niestety jednak czesto jest to wybér pomiedzy
niestabilnoscia procesu w nowym gospodarzu a nizsza wydajno-
$cia w naturalnym. Jedna z powszechnych metod podniesienia
wydajnosci jest wymiana promotora na silniejszy — np. operonu
laktozowego. Alternatywnie mozna wytworzy¢ wigcej produktu
poprzez manipulowanie faczna produkcja calej kolonii.

Jak wspomnieli$my, inaczej przebiega ekspresja genu w bakte-
riach, a inaczej w rodlinach. Sytuacja, w ktérej jest to wazne, jest
produkgja syntetycznego kauczuku. Jest on zaréwno alternatywa
dla sztucznego kauczuku wytwarzanego z ropy naftowej, jak i dla
naturalnego, wytwarzanego z izoprenu kauczukowcéw. Nie da si¢
w prosty sposdb przenie$¢ genéw kauczukowca do E. coli.

Nie ma na §wiecie produktu, ktdrego cena w jakis sposéb nie
zalezataby od ceny ropy naftowej. Jednym z ostatnich dokonarn
naukowcow z firmy DsM jest stworzenie enzymatycznego koktajlu,
ktdry rozktada mieszaning ligniny i celulozy, zawartych w roslinach,
do prostych pigcio- i szesciowgglowych cukréw (jak np. glukoza,
ksyloza, arabinoza). Nastgpnie zaprojektowane metodami biolo-
gii syntetycznej drozdze moga fermentowa¢ taka mieszaning do
produktéw, ktérych mozna uzy¢ jako biopaliwa.

Jako biopaliwa mozna tez uzy¢ dobrze znanego alkoholu ety-
lowego, ale pochodzacego od drozdzy, ktére produkuja go 0 40%
wigcej niz normalnie — tak jak zrobiono to w Purdue University’s
Energy Center w stanie Indiana w usa. Albo wedtug pomystu
pochodzacego z Lawrence Berkeley Lab mozna by zmieni¢ szlaki
metaboliczne termitéw zdolnych trawi¢ celuloze.
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Biologia DIY

Idea p1v (ang. Do It Yourself— zrob to sam) dotyczy szeregu dziatan:
od niezaleznych projektéw artystycznych i rzemieslniczych, po maj-
sterkowanie i projekty elektronikéw — hobbystéw. Reprezentantéw
ruchu b1y w duzym stopniu motywuja wartosci wywodzace sig
z etyki hakerskiej. W tym miejscu nalezy sie zatrzyma¢ celem
wyjasnienia terminologii. Termin hakowanielhaker beda tutaj
uzywane w znaczeniu dalece odstajacym od tego, ktdre najcze-
$ciej spotka¢ mozna w mediach gtéwnego nurtu. Nie odnosi si¢
ani do ludzi tamiacych systemy zabezpieczen celem popisania sig
umiejgtnosciami, ani do groznych cyberprzestgpcow, ani nawet do
bardzo glosnych ostatnimi czasy dziatan ideowych , hakeywistéw”.
Dla zrozumienia tego odmiennego, w rzeczywistoéci bardziej
pierwotnego (i uznawanego za poprawniejsze) znaczenia terminu
hakowanie nalezy si¢ cofnaé do lat 60. na mrt. To na MrT wlasnie
powstaly zalazki ruchu skupionego na tworzeniu, modyfikowaniu
oraz dzieleniu si¢ nowymi rozwiazaniami z zakresu programowania.
Kluczowa byta nie tylko tematyka pracy, ale réwniez sposéb, w jaki
ona przebiegata — poprzez pomystowe szukanie granic tego, co da
si¢ osiagna¢, lub wymyslanie zupetnie nowych, zaskakujacych
zastosowan dla istniejacych juz technologii.

Biohaking czerpie inspiracj¢ z tamtego ruch i dazy do udostep-
nienia podstawowych narzedzi inzynierii genetycznej hobbystom.
Owi hobbysci mogg by¢ biologami, ktérzy po godzinach pracy
zajmujg si¢ projektami niezwiazanymi z ich gléwnym tematem
badawczym, badZ tez naukowcami z innych dziedzin, kt6rych
przyciagnal interdyscyplinarny charakter biologii syntetycznej. Ale
zainteresowanie biohakingiem wykazuje tez coraz szersze grono
ludzi niezwiazanych z nauka — od okazjonalnych czytelnikéw prasy
popularnonaukowej po artystéw szukajacych nowych form wyrazu.

Wiele z takich projektéw powstato jednak przy wspétpracy
z tradycyjnymi instytucjami badawczymi, podczas gdy jednym
z kluczowych zatozen D1y jest dziatalno$é niezalezna. W przypad-
ku biohakingu pierwsza napotkana przeszkoda sg koszty sprzetu
laboratoryjnego. Istnieje co prawda mozliwo$¢ skompletowania
kilku kluczowych przyrzadéw (mikrowiréwki, pipet automatycz-
nych, termocyklera) za cen¢ ponizej 1000 $ poprzez skupowanie
uzywanego sprz¢tu na serwisach takich jak eBay (rys. 1), jednak
tego typu oferta jest nadal w wickszosci niedostgpna dla ludzi spoza
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v~ W SKROCIE

Czy biologie molekularna
mozna uprawia¢ hobby-
stycznie? Z jakimi trudno-
$ciami zmagaja sie

biolodzy - amatorzy i jakie
sg ich perspektywy na
przyszto$c¢? Co kryje sie pod
nazwa biologia piv?

= POJECIA
KLUCZOWE

BIOART

Dziedzina z pogranicza bio-
logii i sztuki. Wykorzystanie
narzedzi wspétczesnej
biologii jako formy wyrazu
artystycznego

REJESTR
STANDARDOWYCH CZESCI
BIOLOGICZNYCH

Otwarte repozytorium
elementdéw genetycznych,
mogacych stuzy¢ w pro-
jektach z zakresu biologii
syntetycznej.
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UsA. Problem stanowia tez odczynniki, kedrych koszty bywaja
réwnie wysokie, a firmy je produkujace czgsto odmawiaja dostawy
do prywatnych domostw. Aby pokonad powyzsze przeszkody,
powstat szereg inicjatyw. Jedne zmierzaja do udostgpnienia tanich
odpowiednikéw profesjonalnego sprzetu, stworzonych wedtug
otwartych standardéw, sprzedawanych jako zestawy do wlasnego
montazu, inne wykorzystuja wzrost dostgpnosci druku 3p.
Stosunkowo niedawno na rynku pojawita si¢ tez firma
OpenBiotechnology, udostepniajaca stosunkowo tanio odczynniki,
enzymy, plazmidy i linie komérkowe dla biologéw — hobbystéw.
Warto réwniez wspomnie¢ o dzialaniu grup, takich jak GeneSpace
i BioCurious, organizujacych warsztaty dla potencjalnych biohake-
réw oraz udostgpniajacych przestrzen laboratoryjng na niezalezne
projekty. Srodowisko biologéw — hobbystéw intensywnie korzysta
tez z Rejestru Standardowych Czgsci Biologicznych prowadzonego

straszy¢ potwornymi efektami manipulacji genetycznych, wtedy
straszyly apokaliptycznymi konsekwencjami dziatai hakeréw
(w potocznym rozumieniu) i sztucznych inteligencji. Wéwczas tez
nie podejrzewano, ze komputer osobisty moze przyda¢ si¢ komus
poza specjalistami i garstka pasjonatéw. Czy oznacza to, ze mini-
laboratoria domowe stang sig kiedys réwnie powszechne jak dzisiaj
komputery? Trudno przewidzie¢. W najblizszej przysztosci duzo bardziej
prawdopodobny jest scenariusz, w keérym biologia syntetyczna dofaczy
do grona dziedzin, takich jak astronomia lub ornitologia, w ktérych
nike juz nie kwestionuje wagi wktadu zaangazowanych amatoréw.

ZAMRAZARKA PIPETY WYTRZASARKA  WAGA
$180-500 $275-630 $50-400 $5-3000

przez MIT. ; T Zil‘{YZ'Er\AWCZA

Problem zupetnie innej natury stanowi kwestia bezpieczenistwa, i o D k ' $100-200
regulacji prawnych oraz uprzedzer spotecznych. Eksperymenty na =1 e ——
mikroorganizmach przeprowadzane niezaleznie od duzych placé- S A ZESTAW DO
wek badawczych sa zjawiskiem stosunkowo nowym i jako takie 74 7 /4 7 " ELEKTROFOREZY
moga wywola¢ gwattowne reakcje agencji rzadowych. Wickszos¢ > 7 3 $115-190
biologéw — hobbystéw nie spotkata si¢ z zadnymi drastycznymi 7
represjami, cho¢ jeszcze w 2010 roku Jason Bobe (organizator ; ’ HPLC
pierwszego zlotu Dp1vbio) zartowal, ze z 2000 ludzi subskrybo- +* $2000-54000
wanych na liscie mailingowej prybio 30% to spamerzy, a 70% WYCIAG
to funkcjonariusze stuzb. Z uptywem czasu zainteresowanie FBI 7 +$500-7000
ruchem biohakerskim zmniejszylo si¢, po cz¢sci wobec aktyw- ’
nych dziatald samych biohakeréw, aby kontrolowa¢ si¢ nawzajem / MIKROWIRGWKA
(podejscie nazywane przez niektdrych straza sasiedzka). Tym : “ $60-850
niemniej przepisy wielu paristw (w tym Polski) nadal nie dopusz- #
czaja dokonywania najprostszych manipulacji genetycznych (np. 3
transformagji bakterii plazmidem) poza jednostkami badawczymi gf(foli'g[l;(%F OTOMETR
do tego przeznaczonymi. 3

Wydaje si¢, ze przynajmniej w najblizszej przyszlosci lgk przed 7 D@ - -
inzynierig genetyczna moze by¢ jednym z gtéwnych hamulcéw 2 ____ B

Rys. 1. Schemat labora-

torium biologa - hobby-
sty. Zmodyfikowano wg.
Ledford, H., 2010,

Life hackers, Nature, 467

rozwoju hobbystycznej biologii syntetycznej. Z drugiej strony
warto pamigtaé, ze jeszcze w latach 80. istniat niematy Iek przed
informatyzacja i tak jak dzisiaj wytwornie hollywoodzkie lubia

INKUBATOR AU'i"OKLAW ’TERMOCYKLER
$100-800 $250-2000 $195-1000
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Biologia syntetyczna
a kwestie etyczne

v~ W SKROCIE

Szybki rozwdj inzynierii
genetycznej sprawit, ze
obecnie znalazta ona ko-
mercyjnie zastosowanie.
Modyfikowane genetycznie
organizmy (GMo) s3 po-
mocne w otrzymywaniu
takich lekéw, jak insulina.
Ponadto w wielu krajach cmo
sg stosowane jako rosliny
uprawne. Mimo to wielu
ludzi jest nieprzychylnie
nastawionych do inzynierii
genetycznej, czesto na
skutek braku dostepu do
rzetelnych zrédet informacji.
Innym zagadnieniem, ktére
wzbudza duzo kontrowersji,
jest potencjalne wykorzy-
stanie inzynierii genetycznej
do modyfikowania ludzkiego
genomu. Kwestia ta pozosta-
ta do tej pory nierozwiagzana,
jednak w najblizszej przy-
sztosci moze ona okazac sie
bardzo istotna.

= POJECIA
KLUCZOWE

GENETYCZNIE
ZMODYFIKOWANY
ORGANIZM

Kazdy organizm, ktérego
materiat genetyczny zostat
zmieniony za pomoca tech-
nik inzynierii genetycznej

GENETYCZNIE
ZMODYFIKOWANA
ZYWNOSC

Pokarmy wyprodukowane
z organizmoéw genetycznie
zmodyfikowanych.

Niektére aspekty wspélczesnej biologii molekularnej sa kontro-
wersyjne dla okreslonych grup ludzi. Wigkszos¢ kontrowersji jest
gléwnie wywolana przez niezrozumienie pojg¢ naukowych, takich
jak klonowanie molekularne, lub samej definicji modyfikowanego
genetycznie organizmu. Niemniej jednak niektére technologie
(oraz ich dalekosiezne konsekwencje) moga by¢ przedmiotem
powaznej dyskusji etycznej. Jednym z najbardziej znaczacych
zrédet kontrowersji, dotyczacych nie tylko biologii syntetycz-
nej, ale calej inzynierii genetycznej, jest zywno$é modyfikowana
genetycznie (zywno$¢ Gmo). Te spory koncentrujg si¢ nie tylko
na zastosowaniu §rodkéw spozywcezych i innych towaréw po-
chodzacych z upraw modyfikowanych genetycznie, ale takze
innych zastosowan inzynierii genetycznej w produkeji zywnosci.
W dyskusj¢ zaangazowani sa konsumenci, rolnicy, firmy bio-
technologiczne, urzednicy rzadowi, organizacje pozarzadowe jak
i sami naukowcy. Kluczowe pytania dotycza kwestii, takich jak:
1) czy takie produkty powinny by¢ oznakowane, 2) jaka jest rola
regulatoréw rzadowych, 3) przeprowadzenie obiektywnych badarn
naukowych i ich publikacja, 4) wptyw upraw zmodyfikowanych
genetycznie na zdrowie i rodowisko naturalne (w tym wptyw na
odporno$¢ na pestycydy) oraz 5) wplyw spoleczno-eckonomiczny
takich upraw. Nalezy takze pamigta¢, ze juz teraz organizmy GMO
odgrywaja role w produkeji biopaliw i farmaceutykéw, takich jak
insulina. Niektdrzy ludzie uwazaja, ze spozywanie GMo moze by¢
szkodliwe, jednak nie istnieja zadne naukowe dowody, ze taka
zywno$¢ moze mie¢ jakikolwiek szkodliwy wptyw na zdrowie
ludzi. Analiza bezpieczeristwa genetycznie modyfikowanych
produktéw zywnosciowych jest prowadzona przez odpowiednie
organy regulacyjne. Rozpoczyna si¢ od oceny, czy jedzenie takie
jest réwnoznaczne z niemodyfikowanymi genetycznie odpowied-
nikami, kedre zostaly wezesniej uznane za nadajace sig do spozycia
przez ludzi. Do tej pory nie ma zadnych udokumentowanych
doniesient o chorobach wywolanych przez spozycie genetycznie
zmodyfikowanej zywnosci. Dlatego tez istnieje naukowy konsen-
sus, mowiacy, ze obecnie dostgpna zywnoé¢ pochodzaca z upraw
GMO nie stwarza wigkszego zagrozenia dla zdrowia ludzkiego niz
zywno$¢ konwencjonalna. Mimo tego kazdy produkt spozywczy
GM wprowadzany na rynek musi zosta¢ gruntownie przebadany
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pod katem mozliwego wptywu na ludzkie zdrowie. Inne problemy
wynikle z obecnosci GMo w biosferze to potencjalne krzyzowanie si¢
zmodyfikowanych genetycznie i niemodyfikowanych genetycznie
organizméw, zanieczyszczenie zywnosci niemodyﬁkowanej przez
GMO oraz wptyw GMoO na $rodowisko naturalne. Niektére grupy
nacisku, takie jak organizacja Greenpeace, nieustannie staraja
si¢ manipulowa¢ opinia publiczna, podajac nieprawdziwe infor-
macje méwigce, ze wymienione wczesniej zagrozenia nie zostaty
odpowiednio zidentyfikowane i przebadane. Ponadto podaja oni
w watpliwo$¢ obiektywizm organéw regulacyjnych, jak i samych
instytucji naukowych zajmujacych si¢ inzynieria genetyczna.
Z powodu tych szkodliwych dziatari coraz wigcej 0séb postrzega
zywno$¢ GMo jako bezpieczna. Status prawny i regulacyjny zyw-
nosci GM zalezy od danego kraju, niektére z nich zakazuja lub
ograniczaja prowadzenie upraw GMO.

Inzynieria genetyczna moze zostaé teoretycznie uzyta do zmiany
wygladu fizycznego oraz metabolizmu cztowicka, a nawet popra-
wié jego fizyczne lub umystowe zdolnosci. Dyskusja na temat
inzynierii zarodkéw ludzkich doprowadzita do zaproponowania
kilku mozliwych podej$¢ do tego zagadnienia: 1) kazdy ptéd ma
prawo do pozostania w nienaruszonym stanie — brak modyfikacji
genetycznych, 2) rodzice posiadajg prawo do genetycznego mo-
dyfikowania potomstwa, 3) kazde dziecko ma prawo si¢ urodzi¢
wolne od choréb genetycznych, ktérym mozna zapobiec dzigki
wykorzystaniu inzynierii genetycznej. Ostatni punkt wydaje si¢
bardzo istotny, dlatego tez wielu naukowcéw uwaza, ze nalezy wpro-
wadza¢ pewne ograniczenia, ale nie mozna catkowicie zabrania¢
inzynierii na komérkach piciowych oraz zarodkach. W przypadku
os6b dorostych inzynieria genetyczna moze by¢ postrzegana jako
réwnoprawna technika polepszania stanu zdrowia, podobnie jak
dieta, ¢wiczenia fizyczne, edukacja, kosmetyka czy chirurgia pla-
styczna. Mozliwe systemy regulacyjne obejmuja catkowity zakaz,
dostepnos¢ dla wszystkich zainteresowanych lub okreslony z géry
poziom regulacji dostgpu do takiej technologii. Na przyktad Rada
Amerykariskiego Stowarzyszenia Lekarzy do Spraw Etycznych
i Sadowych (ang. The American Medical Association’s Council on
Ethical and Judicial Affairs) stwierdzita, ze modyfikacje genetyczne
polepszajgce cechy osobnicze powinny byé uznane za dopuszczalne
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LINIA ZARODKOWA
Populacja komérek danego
organizmu, ktére sa wy-
starczajaco zréznicowane,
by w procesie rozmnazania
mogty przekaza¢ materiat
genetyczny potomstwu.

TERAPIA GENOWA
Terapeutyczne dostarczanie
czasteczek kwaséw nukle-
inowych (pNa lub rRNA) do
komérek pacjenta w celu
leczenia choroby.

EDYCJA GENOMU

Typ inzynierii genetycznej,

w ktérym pNA genomowe
jest modyfikowane, usuwane
lub zastapione za pomoca
narzedzi biologii moleku-
larnej.

DOPING GENOWY
Hipotetyczne zastosowanie
terapii genowej w celu po-
prawy wynikéw sportowych
w wyczynowych imprezach
sportowych.

CRISPR

System obrony organizmoéw
prokariotycznych przed
bakteriofagami oraz inny-
mi formami obcego DNA.
Obecnie wykorzystywany
jako efektywna metoda
edytowania genomow.



tylko w scisle ograniczonych sytuacjach: (1) wyrazne i znaczqce ko-
rgysci dia plodu lub dziecka, (2) brak wplywu na inne wlasciwosci
lub cechy oraz (3) réwny dostgp do ingynierii genetycznej, niezaleznie
od dochodu i statusu spoteczno-ekonomicznego.

Od samego poczatku biotechnologii istniaty grupy naukowcéw,
ktére protestowaly przeciwko wszelkim prébom modyfikacji ludz-
kich komérek rozrodczych. Takie podejscie jest nadal powszechne
w wigkszo$ci krajow. Wraz z pojawieniem si¢ nowych technik,
takich jak crisPR, w marcu 2015 roku grupa naukowcéw zapropo-
nowata §wiatowe moratorium w sprawie klinicznego zastosowania
technologii pozwalajacych na edycjg ludzkiego genomu, prowa-
dzacych do odziedziczenia tak wprowadzonych zmian. Co wazne,
w kwietniu 2015 roku ogromne kontrowersje wzbudzily wyniki
badari naukowych nad edycja genoméw ludzkich zarodkéw przy
pomocy CRISPR. Badania te nie doprowadzity jednak do powstania
zywych zarodkéw posiadajacych modyfikacje w genomie. Obecnie
istnieja tez pewne obawy, ze sportowcy moga skorzysta¢ z terapii
genowej w celu poprawy osiaganych wynikéw. Do tej pory nie
odnotowano zadnego przypadku dopingu genetycznego, ale obec-
nie istniejace terapie genowe moga mie¢ takie skutki. Niektorzy
etycy uwazaja nawet, ze doping genetyczny moze zwigkszy¢ ogdlna
wydajno$¢ sportowcéw i powinien by¢ on legalny (jesli wszyscy
uzyskaja réwny dostep). Krytycy twierdza natomiast, ze jakakolwiek
interwencja terapeutyczna w celu poprawienia wynikéw naraza
fundamenty etyczne sportu i powinna by¢ zakazana.
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Chemia biologiczna

Chemia biologiczna (czgsto nazywana tez biologia chemiczna)
jest dyscypling naukows na pograniczu chemii, biologii i fizyki.
Podobnie jak w przypadku biologii syntetycznej, biologia che-
miczna jest jednym z kilku nauk interdyscyplinarnych, ktérych
celem jest uzyskanie bardziej holistycznego opisu rzeczywistosci.
Chemia biologiczna polega na zastosowaniu technik chemicznych
i zwiazkéw uzyskanych przez chemikéw organikéw w celu po-
znawania i modyfikowania systeméw biologicznych. Dyscyplina
ta wywodzi si¢ z chemii medycznej i chemii bioorganicznej, ale
zawiera takze elementy farmakologii, genetyki, biochemii i in-
zynierii metabolicznej. Badania przeprowadzone przez biologéw
chemicznych sg czgsto bardziej zwiagzane z biologia komérki niz
typowa biochemia. Biochemikéw interesuje bowiem bardziej
badanie chemii bioczasteczek i regulacji szlakéw biochemicznych,
podczas gdy naukowcy zajmujacy si¢ chemia biologiczna maja
do czynienia z nowymi zwiazkami chemicznymi stosowanymi
w biologii. Mimo to czasami chemia biologiczna takze poszukuje
odpowiedzi na pytania bezposrednio zwiazane z dzialaniem sys-
temoéw biologicznych na poziomie molekularnym (np. regulacja
lub monitorowanie proceséw metabolicznych w komérce za po-
mocg sztucznie wprowadzonego zwigzku chemicznego). Jednakze
w przeciwieristwie do biochemii czy biologii syntetycznej, gdzie
gléwnym Zrédtem zmian w funkcjonowaniu organizmu s3 mu-
tacje lub inne modyfikacje genetyczne, systemy badawcze chemii
biologicznej opierajq si¢ na zwiazkach organicznych, ktére zostaty
zaprojektowane do konkretnego celu. Pomimo, ze wi¢kszo$¢ badari
w zakresie chemii biologicznej jest prowadzonych bezposrednio
na bioczasteczkach, dyscyplina ta czgsto nawiazuje do biologii
syntetycznej. Wszystkie wspomniane wczesniej czasteczki mozna
modyfikowaé chemicznie w celu utworzenia ,,syntetycznego”
Zywego systemu, ktéry posiada Zaprojektowane wczesniej whadci-
wosci. Przyktadowo rozpoznawanie molekularne bNa oparte jest
gléwnie na szkielecie fosforanowym, wigc nukleotydy moga by¢
modyfikowane chemicznie bez wigkszego wptywu na integralnogé
strukturalng pNa. Na przyktad jedna grupa naukowcéw zapropo-
nowata poszerzony kod genetyczny zawierajacy osiem nowych par
zasad, ktére mogg by¢ wlaczone do pNa w reakgji pcr. Naturalnie
istniejace aminokwasy sa pod pewnymi wzgledami ubogimi
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v~ W SKROCIE
I DLACZEGO
TO JEST WAZNE

Chemia biologiczna jest sto-
sunkowo nowg interdyscy-
plinarna dziedzing wiedzy,
ktdra stawia sobie ambitny
cel: wykorzystanie istnie-
jacych zwiazkoéw i reakcji
chemicznych w celu badania
funkcjonowania zywych
organizmow na poziomie
czasteczek i komérek. Dzigki
technikom biologii chemicz-
nej mozliwe jest nie tylko
lepsze zrozumienie biologii
komorki, ale takze subtelne
manipulowanie procesami
zachodzacymi w komérce.
Podobnie jak biologia synte-
tyczna, chemia biologiczna
takze cechuje sie podejsciem
inzynieryjnym. Potaczenie
tych dwéch dyscyplin moze
otworzy¢ nowe mozliwosci
w tworzeniu sztucznych
uktadéw biologicznych oraz
modyfikowaniu juz istnieja-
cych organizméw.



=~ POJECIA
KLUCZOWE

ROZPOZNANIE
MOLEKULARNE
Specyficzne oddziatywanie
pomiedzy dwiema lub wiecej
czasteczkami, zachodzace
poprzez oddziatywania
niekowalencyjne, takie jak
wigzania wodorowe.

CHEMIA BIOORGANICZNA
Dyscyplina naukowa, ktéra
taczy elementy chemii orga-
nicznej i biochemii.

CHEMIA MEDYCZNA
Dyscyplina na pograniczu
syntetycznej chemii orga-
nicznej i farmakologii, ma-
jaca na celu projektowanie,
synteze chemiczng i komer-
cjalizacje lekéw.
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blokami budulcowymi dla czasteczek bialek. Nie dzialaja nieza-
leznie od siebie i co wigcej, relacja pomiedzy liniowa sekwencja
aminokwaséw a budowa przestrzenna biatka jest bardzo ztozona
i do tej pory stabo poznana. Chemia biologiczna stawia sobie za
cel modelowanie, projektowanie i synteze modyfikowanych che-
micznie peptyddw, a nastgpnie oceng ich funkeji biologicznych.
Ponadto w petni uformowane biatka moga by¢ potaczone na wiele
nowych sposob6w, co moze pozwoli¢ na powstanie komplekséw
biatkowych, ktére do tej pory nie istniaty w przyrodzie, a moga
znalez¢ komercyjne zastosowania. Mozna fatwo sobie wyobrazi¢
korzysci ekonomiczne z uzycia technologii, gdzie modyfikowa-
ne chemicznie biatka s3 pomocne w celu bardziej wydajnego
otrzymywania lekdw lub nowych materiatéw. Wreszcie: szlaki
sygnalizacyjne w komorce lub zywym organizmie moga by¢ tak
zmodyfikowane, aby zaleznie od potrzeb mozna je byto waczy¢ lub
wylaczy¢ poprzez dodanie specyficznych zwiazkéw organicznych.
Pozwala to na nowe podejscie do badania obwodéw genetycznych
w biologii syntetycznej oraz znacznie poszerza spektrum narzedzi
dostepnych dla biologéw zainteresowanych biologia syntetyczna.
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Projektowanie makromolekut

biologicznych

Skoro mozna wymysla¢ nowe, niewystgpujace naturalnie nukleoty-
dy i swobodnie modyfikowaé DNA i RNA4, to czemu nie sprébowaé
tez z biatkami? Na przyktad podmienié w biatku niektére amino-
kwasy na te niewystgpujace w organizmach zywych. Jak wptynie
to na jego strukture i funkcje. Jaka cz¢$¢ biatka mozna dowolnie
»zepsu¢” bez zadnych konsekwencji? Mozna tez potaczy¢ dwa lub
wiccej biatek ze soba, tworzac tzw. biatko fuzyjne, albo zastapi¢
czg$¢ naturalnej sekwengji syntetyczna. W inzynierii biatek stosuje
si¢ dwa podejécia: racjonalne projektowanie albo ukierunkowana
ewolugja. Pierwsze opiera si¢ na wspomnianej w poprzednich roz-
dzialach mutagenezie ukierunkowanej. Polega ona na podmianie
aminokwaséw w wybranych miejscach na podstawie znajomosci
sekwencji biatka. Niestety jednak nie jest to rozwigzanie idealne: nie
wszystkie biatka maja poznane struktury i nie zawsze modele obli-
czeniowe si¢ sprawdzaja. Do problemu modyfikacji biatka mozna
tez podej$¢ inaczej. Podczas ewolucji ukierunkowanej aminokwasy
sa mutowane losowo, a nastgpnie selekcjonowane. Proces powtarza
si¢, dopdki nie otrzyma si¢ pozadanych wynikéw. Przyktadem
biatka zaprojektowanego od zera jest Top7. Ma ono diugos¢ 93
aminokwaséw i jest stabilne, cho¢ struktura w ogéle nie przypo-
mina istniejacych bialek. Nie posiada zadnej istotnej funkcji — jest
sprawdzianem mozliwosci technicznych. Udaje si¢ jednak tworzy¢
syntetyczne enzymy restrykcyjne dziatajace niczym molekularne
nozyczki do ci¢cia DNa, gtéwnie metoda ewolucji ukierunkowane;.
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Biologia syntetyczna to

nie tylko projektowanie
sekwencji bNA. Kwasy nukle-
inowe i biatka mozna wyko-
rzystac nie tylko jako nosniki
sygnatow komérkowych,
lecz jako materiat budulco-
wy. Strukture i funkcje biat-
ka mozna zmienia¢, podmie-
niajac aminokwasy poprzez
mutageneze lub ewolucje
ukierunkowana. Mozna

tez jako leki wykorzystac
niektore ich czesci aktywne
biologicznie, nasladowane
przez peptydomimetyki.

Co ciekawe, DNA i stabilna
postaé RNA moze tworzyé
rozmaite struktury 2pi 3p,
ktére znajduja zastosowanie
w medycynie i elektronice.

v~ DLACZEGO
TO JEST WAZNE

Obecnie wiekszos¢ pa-
tentowanych lekéw to
makroczasteczki biologicz-
ne. Syntetyczne elementy
niewystepujace naturalnie
czesto cechuja nowe, cieka-
we wiasciwosci fizyko-che-
miczne i biologiczne.

-

Rys. 1. RNA nanogwiazdki

z polimeru odpornego na
wysoka temperature, uzy-
skane przez prof. P. Guo

i W. Farisha z UK College of
Pharmacy i Markey Cancer
Center
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MUTAGENEZA
UKIERUNKOWANA
EWOLUCJA
UKIERUNKOWANA
PEPTYDOMIMETYKI
HYBRYDYZACJA DNA
NANOTECHNOLOGIA DNA
NANOTECHNOLOGIA RNA
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Rys. 2. Dwuwymiarowa
siatka z bNA (umieszczana np.
wewnatrz ptytki lab on a chip
i stuzaca do selekcji makro-
czasteczek)

Goracym tematem w obszarze projektowania lekéw sa takze
peptydomimetyki, ktére ,,udaja” czgéci bialek, tak by przylaczy¢
si¢ do naturalnego receptora i wywola¢ odpowiedZ komérkowa.
Ich zaletg jest to, ze sa prostsze w otrzymaniu (szybka synteza
chemiczna) oraz wytrzymalsze niz naturalne biatka.

Inzynieria DNA jest tarisza, a obliczenia prostsze niz w przypadku
biatek ze wzgledu na mniejsza liczbe skladnikéw: naturalnych
aminokwaséw jest 20, nukleotydéw tylko 4. Nanotechnologia
pNA wykorzystuje go przede wszystkim jako materiat do budowy
struktur 2D i 3D, a nie jako no$nik informacji. Pierwszy raz pNa
wykorzystywana w ten sposéb w 1982 roku. Istnieja dwa podejscia
do budowania takich nanostrukeur. W pierwszym struktura pna
jest wykorzystywana jako szablon dla nanoczasteczek. Co wazne,
wigzanie si¢ nanoczasteczek do DNA jest specyficzne oraz odwra-
calne. Druga metoda oparta na hybrydyzacji, czyli wigzaniu sie
ze soba co najmniej dwéch nici DNa tak, ze tworza przestrzenna
strukture. Dotad udalo si¢ otrzymaé dwuwymiarowe i tréjwy-
miarowe wieloéciany, struktury przypominajace origami, samo-
sktadajace si¢ struktury przypominajace cegly i dachéwki oraz
nanogwiazdki. Maja one bardzo wiele zastosowani: od transportu
lekéw po elektronike.

Tworzenie przestrzennych struktur RNa wydawatoby si¢ kar-
kotomnym pomystem ze wzgledu na jego wysoka niestabilnosé
w poréwnaniu do pNa. Udalo si¢ jednak uzyska¢ formy rna
stabilne nawet w wysokich temperaturach. Pozwalaja one na
budowe mikrogabek, wiazek, wielokatéw, tabliczek i wraz z bna

sa ciekawym obiektem badari w inzynierii materialowe;j.

Modyfikacje kwasé6w nukleinowych
i rozszerzony kod genetyczny

Sekwencj¢ DNA wszystkich Zzywych organizméw tworza tylko dwa
rodzaje par zasad A—T i c—G. Tréjki tych par koduja sekwencje
biatek, ktérych sekwencja z kolei sktada si¢ z 20 podstawowych
aminokwaséw biogennych. Rozszerzenie liczby dostgpnych par
zasad i aminokwaséw umozliwitoby uzyskanie catkiem nowych
czasteczek biatek, o niespotykanych do tej pory whasnosciach.

Liczne grupy badawcze pracowaty nad odkryciem nienatu-
ralnych par zasad. Pierwsze badanie tego rodzaju prowadzono
juz pod koniec lat 80., ale dopiero w roku 2014 udato si¢ uzyska¢
niestandardowg pare zasad, ktdra obok par standardowych ule-
gala stabilnej replikacji w komérce bakteryjnej. Dodatkowa para
oznacza powigkszenie teoretycznej liczby réznych aminokwaséw
,ktére mozna zakodowaé w sekwencji pNa do 172.

Nienaturalne pary zasad stanowia zatem milowy krok w pracach
nad rozszerzonym kodem genetycznym, ale nie sa wcale w nich
niezbedne. W zwiazku z tym, ze kod genetyczny jest zdegenerowany
(tzn. kilka kodonéw odpowiada temu samemu aminokwasowi)
iistnieja az trzy kodony sTop, mozliwe jest przypisanie ktéremus
z kodondéw niestandardowego aminokwasu (rys. 1). Ta metoda
zdotano doda¢ az 71 niestandardowych aminokwaséw w procesie
syntezy biatka przez komérki bakteryjne, drozdzowe i ssacze.
Nie jest to proces latwy; wymaga bowiem wprowadzenia zmian
w podstawowych elementach maszynerii komédrkowej — w czastecz-
kach trNna i w odpowiadajacych im syntazach aminoacylo-trRna
(enzymach przylaczajacych odpowiedni aminokwas do trna).
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Biologia syntetyczna
osiagneta etap, na ktérym
mozliwe jest modyfikowanie
podstawowej maszynerii
komérkowej, aby tworzyé
niespotykane wczesniej

w przyrodzie bioczasteczki.

v POJECIA
KLUCZOWE

NIENATURALNE PARY ZASAD
Inne par zasad niz te standar-
dowo wystepujace w DNA.

AMINOKWASY BIOGENNE
Podstawowe 20 amino-
kwaséw tworzacych biatka
w organizmach zywych.
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Rys. 1. Potencjalne dalsze
rozszerzenie kodu gene-
tycznego z wykorzystaniem
nienaturalnej pary zasad



Wielkie marzenia - syntetyczne
genomy i sztuczne zycie
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Wielkoskalowa synteza oraz
metody sktadania dtugich
odcinkéw bNA umozliwity

w ostatnich latach tworzenie
catych genoméw, zaprojek-
towanych wedle zamierzen
badaczy. Jak daleko jestesmy
od stworzenia syntetyczne-
go zycia?

= POJECIA
KLUCZOWE

SYNTETYCZNA GENOMIKA
Dziedzina biologii synte-
tycznej zajmujaca sie two-
rzeniem nowych genomoéw
w oparciu o te istniejace juz
w przyrodzie.

GENOM MINIMALNY
Genom zawierajacy naj-
mniejszg liczbe genéw umoz-
liwiajacych przezycie prostej
komérki bakteryjnej.

Stworzenie syntetycznego genomu nawet najprostszego organizmu
jednokomoérkowego bylo jeszcze do niedawna celem niewyobrazal-
nie trudnym do osiggnigcia. Wprowadzenie go do zywej komérki,
tak aby zaczat funkcjonowa¢, réwniez uchodzito za wielkie wy-
zwanie. Obydwu tych zadan podjat si¢ Instytut Craiga Ventera.
Bakteria Mycoplasma genitalium zostata wybrana jako obiekt badan,
poniewaz posiadata najmniejsza liczbe genéw posrédd znanych
wéwezas organizméw komérkowych. Projekt docelowy zaktadat
stworzenie syntetycznego genomu minimalnego. Genom mini-
malny stanowitby krok milowy w rozwoju biologii syntetycznej.
O ile bakteria z minimalnym garniturem genéw niekoniecznie
bylaby najwydajniejszym narzg¢dziem biotechnologicznym, skrajne
uproszczenie sieci oddziatywan genetycznych potencjalnie utatwi-
toby dazenia zmierzajace do racjonalnego projektowania uktadéw
genetycznych oraz tworzenia od podstaw przewidywalnych ma-
szyn biologicznych. W 2016 roku zesp6t Craiga Ventera zdofat
stworzy¢ syntetyczny genom zawierajacy 473 geny (Mycoplasma
genitalium wyjsciowo posiadata 482 geny), bazujacy na genomie
Mycoplasma mycoides, oraz wprowadzi¢ go do komérki Mycoplasm
capricolum, tworzac nowy, syntetyczny gatunek nazwany Synt
3.0 (rys. 1). Owa bakteria z minimalnym genomem byta w stanie
przezy¢ i dzieli¢ si¢. Trzeba podkresli¢, ze o ile genom Synt 3.0
byt w calosdci syntetyczny, maszyneria komérkowa, ktéra umoz-
liwita jego replikacjg i ekspresjg, syntetyczna nie byta. Nie mozna
zatem Syn 3.0 uzna¢ za przyktad w petni sztucznego zycia. Caty
czas trwaja prace nad stworzeniem jeszcze bardziej minimalnego
genomu opartego o genom Mycoplasma genitalium, potencjalnie
zawgzonego do 382 genéw. Docelowy syntetyczny organizm ma
nosi¢ nazwe Mycoplasma laboratorium.

Przy okazji poruszenia tematu dodatkowych par zasad i nie-
standardowych aminokwaséw warto wspomnie¢ o xNa — kwasach
nukleinowych, w ktérych cukry inne niz ryboza (jak w rRNA) lub
dezoksyryboza (jak w DNA) tworza rusztowanie czasteczki. Tego
rodzaju czasteczki mogg (teoretycznie) zawieraé zaréwno natu-
ralne, jak i nienaturalne pary zasad. Réznia si¢ od DNA i RNA pod
wzgledem stabilnosci i nie beda replikowane przez standardowe
polimerazy RNA i DNA, pozostajac w efekcie ,niewidoczne” dla
maszynerii niezmodyfikowanych komérek. ,x” w skrécie xNa
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oznacza ,xeno’, czyli obce. Udalo si¢ stworzy¢ syntetyczny aparat
replikacyjny, zdolny do powielania niektdrych typéw xNa, czyniac
z nich alternatywna matryce do przekazywania informacji gene-
tycznej. XNA jest zatem niezmiernie ciekawym obiektem badan —
zaréwno z perspektywy biologii syntetycznej i medycyny (nicktére
XNA mogg oddziatywa¢ z naturalnymi kwasami nukleinowymi,
jak i biologii ewolucyjnej (jako model alternatywnych $ciezek,
jakimi potencjalnie moglo si¢ potoczy¢ zycie na najwczesniejszych
etapach ewolugji).

EKSPRESJA FUNKCJONOWANIE
GENOMU BLONY
KOMORKOWEJ

473 GENY

FUNKCJA ﬁ METABOLIZM
NIEZNANA CYTOPLAZMATYCZNY
UTRZYMANIE
GENOMU

= 43
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Rys. 1. Minimalny genom
Syn 3.0 wraz z funkcjami
gendw (wg. Thomas Shaffe
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International)



Perspektywy na przysztosc

v DLACZEGO
TO JEST WAZNE

W tym rozdziale chcieliby-
$my przedstawic kilka inte-
resujacych perspektyw dla
przysztego rozwoju biologii
syntetycznej i dyscyplin
pokrewnych. Ponadto moze
warto postawi¢ sobie kilka
pytan dotyczacych zaréwno
samej dyscypliny, jak i jej
mozliwego wptywu na na-
sze zycie w przysztosci. Co
wyroéznia biologie syntetycz-
na posrdd innych podejsé
do biologii i biotechnologii?
Jakie sa przyszte aplikacje,
ktére moga zostac zreali-
zowane za posrednictwem
biologii syntetycznej? Czego
mozna oczekiwac od biologii
syntetycznej w stosunku

do korzysci, jakie moze ona
zapewnic, jak i zagrozen,
ktére moze ona stworzy¢?
Teraz mozemy przej$c¢ do
zasygnalizowania kilku
mozliwych $ciezek rozwoju
biologii syntetycznej, ktére
zdaniem autoréw sa ciekawe
lub dobrze rokuja na przy-
sztos¢.

USPRAWNIONA BIOSYNTEZA ZWIAZKOW
NATURALNYCH

Naturalne produkty nadal odgrywaja wiodaca rol¢ zaré6wno
w poszukiwaniu nowych lekéw, jak i podstawowych badaniach
medycznych. Niemniej jednak ostatnie postgpy w chemii i bio-
syntezie kombinatorycznej (modyfikacje grup funkcyjnych, regio-
chemii i stereochemii) pozwalaja na manipulowanie naturalnych
szlakéw syntetycznych. Moze to zaoferowad nowe mozliwosci na
otrzymywanie analogéw produktéw naturalnych. Przyktadami
moga by¢: 1) poszerzona specyficzno$é substratowa enzyméw,
2) rozwdj heterologicznych systeméw ekspresji dla szlakéw syntezy
produktéw naturalnych. W bliskiej przysztosci mozna spodzie-
wac si¢, ze kombinatoryczna biosynteza naturalnych produkeéw
ulegnie dalszej poprawie w wyniku zastosowania metod chemii
biologicznej oraz inzynierii biatka.

NOWE SZCZEPY MIKROORGANIZMOW
I ICH ZASTOSOWANIA

Produkcja mikrobiologiczna posiada istotng przewagg nad kataliza
chemiczna: wykorzystuje tysiace enzyméw dostosowanych wcze-
$niej przez natur¢ do wydajnej produkeji wielkiej gamy réznych
zwiazkéw chemicznych. Dlatego tez w ostatnich latach potozono
duzy nacisk na poszerzenie dostgpnego spektrum biopaliw, przy
uzyciu bakterii i innych mikroorganizméw.

Postep w inzynierii metabolicznej zwigkszyt zakres dostgpnych
produktéw chemicznych otrzymywanych na bazie biologicznej,
takich jak lekarstwa, prekursory tworzyw sztucznych i sktadnikéw
biopaliw. Jednak nadal istniejg pewne problemy do rozwiazania.
Naturalne enzymy s czgsto wrazliwe na temperature i pH ponadto
wiele z nich nie funkcjonuje dobrze w organizmach modelowych
stosowanych powszechnie w przemysle. Powszechnie stosowanym
rozwiazaniem tego problemu jest wprowadzanie do organizméw
syntetycznych szlakéw metabolicznych oraz ich dalsza optymaliza-
¢ja. Syntetyczne szlaki metaboliczne musza spetnié szereg kryteriéw,
takich jak maksymalne wykorzystanie wczesniej wystgpujacych
reakcji metabolicznych, minimalna liczba etapéw syntezy oraz
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maksymalizacja wydajnosci. W idealnym $wiecie zaprojektowane
szczepy powinny zachowywad si¢ zgodnie z wynikami wezesniej
przeprowadzonych symulacji metabolizmu. Wymaga to m.in.
doktfadnej i niezawodnej kontroli ekspresji genéw. Na szczgscie,
rézne elementy genetyczne (promotory, stacje RBS, terminatory
etc.), zostaly stosunkowo dobrze scharakteryzowane. Jednakze
whasciwosci elementéw genetycznych sa czesto rézne w réznych
kontekstach (inny organizm, warunki zewnetrzne etc.) dlatego
tez dopracowanie bioprodukcji wymaga zwykle duzo pracy eks-
perymentalne;j.

Wiele z tych badani koncentruje si¢ na wprowadzeniu obcych
szlakéw enzymatycznych do modelowych organizméw. Innym
waznym zalozeniem jest wprowadzenie do przemystu nowych
organizméw posiadajacych pozadane cechy (fatwos¢ hodowli lub
efektywny metabolizm). Prawdziwym wyzwaniem jest jednak
wprowadzenie i ekspresja obcych $ciezek metabolicznych do
pozadanego organizmu przy jednoczesnym wyeliminowaniu lub
znacznej redukeji niepozadanych $ciezek metabolicznych. Jak
wspomniano wczesniej, drozdze sg wydajnymi i fatwymi w ho-
dowli producentami biopaliw. Niestety wickszo$¢ narzedzi biologii
syntetycznej zostato opracowanych i dostosowanych do typowych
baketerii, takich jak Escherichia coli. Dopiero od niedawna zaczeto
adaptowac techniki biologii syntetycznej z my$la o badaniach nad
drozdzami i innymi organizmami eukariotycznymi. Opisane
metody moga by¢ zastosowane do edydji szlakédw biochemicznych
oraz genoméw drozdzy. Mozliwa jest coraz bardziej precyzyjna
kontrola ekspresji genéw na poziomie zaréwno transkrypcyjnym,
jak i translacyjnym. Co wigcej, znaczna liczba genéw, kedre s
odpowiedzialne za wystgpowanie pozadanych cech (takich jak
poprawa produkgji biopaliw oraz zwigkszona tolerancja wobec
toksycznych produktéw ubocznych zwiazanych z tym procesem),
zostata juz zidentyfikowana.

W przysztosci, nalezy si¢ spodziewaé stworzenia i doktadnego
scharakteryzowania duzych bibliotek zawierajacych zmodyfikowane
sieci metaboliczne oraz cale genomy. Dlatego tez konieczny bedzie
dalszy rozw6j metod pozwalajacych na analiz¢ duzych zbioréw
i znalezienie tam warto$ciowych informacji. Ponadto konieczne
jest systematyczne eliminowanie niepozadanych funkcji enzyma-
tycznych obnizajacych wydajno$¢ gtéwnego procesu.
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KSENOBIOLOGIA

Ksenobiologia (xB) jest cz¢scia biologii syntetycznej (termin ten
wywodzi si¢ z greckiego stowa xenos, czyli ,,obcy”). xB opisuje
hipotetyczne formy metabolizmu, ktére nie zostaly jeszcze opisane
i nie wystgpuja w przyrodzie. W praktyce ksenobiologia zajmuje
si¢ zwykle badaniami nad nowymi uktadami biologicznymi na
poziomie molekularnym. Do tej pory dyscyplina ta zajmuje si¢
gl(’)wnie rozwazaniami teoretycznymi, jednak w ciagu ostatnich
lat stworzono pierwsze uktady biologiczne, ktére mozna opisaé
jako ,ksenobiologiczne”. Jednym z takich przyktadéw (opisanych
w poprzednim rozdziale) jest wykorzystanie xNA jako nosnika
informacji genetycznej. W daleko idacej perspektywie ta dys-
cyplina (znacznie bardziej niz inne dzialy biologii syntetycznej)
moze podwazy¢ obecnie istniejace prawne regulacje dla inzynierii
genetycznej. Obecny system prawny jest dostosowany tylko do
organizméw zmodyfikowanych genetycznie i nie bierze pod uwage
organizméw posiadajacych sztucznie stworzone systemy ekspresji
genéw lub alternatywny metabolizm. Na szczgscie, organizmy
bedace rzeczywiscie ,,obce” pod wzgledem biochemii raczej nie
zostang stworzone w ciagu najblizszych kilku lat, wiec decydenci
powinni mie¢ wystarczajaco duzo czasu, aby przygotowad si¢ na
nadchodzace wyzwania zarzadzania.
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NIEKTORE DALSZE WYZWANIA [ PERSPEKTYWY

Biologia syntetyczna zaczgla si¢ dynamicznie rozwija¢ na po-
czatku tego wieku. Opracowanie technik wspélczesnej inzy-
nierii genetycznej pozwolilo na zaprojektowanie i wykonanie
pierwszych obwodéw genetycznych. Dalsze postgpy w zakresie
biologii syntetycznej zaowocowaly stworzeniem bardziej zaawan-
sowanych systeméw takich, jak syntetyczne genomy czy xNa.
Szereg naukowcdw i inzynieréw oczekuje, ze biologia syntetyczna
pomoze w rozwiazywaniu wielu s'wiatowych wyzwan, takich j ak
dostep do taniej energii, leczenie chordb tropikalnych, czy tez
rekultywacja zanieczyszczonych terenéw. W tej chwili nie mozna
z cala pewnoscia odpowiedzie¢ czy w najblizszym czasie uda sig
znalez¢ praktyczne rozwigzania. Na pewno jednak konsekwencje
spoteczno-ekonomiczne dalszego rozwoju biologii syntetycznej
be¢da tematem zazartej debaty naukowe;.
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