Klasyczne metody genetyki



Mapy genetyczne cztowieka |
iINnNych organizmow

Catkowita mapa mezczyzny = 2851cM

Catkowita mapa kobiety = 4296¢cM
(wytaczajac X)

Dla 3000Mb genomu autosomalnego
1 cM u mezczyzny = 1,05 Mb
1 cM u kobiety =~ 0,88Mb

1 ¢cM u Drosophila = 0,5 Mb

1cM u drozdzy = 3 kb

Band cMMb
Female Male

p13.3 3.1 49
p13.2 2.8 1.9
p13.1 5.3 0.5
p12

cen

qi2 3.0 0.4
qi13.1 1.8 0.5
q13.2 2.0 1.5
q13.3 2.5 1.7
q13.4 2.8 6.5
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Jak mapowac geny cztowieka

Bezposrednie zliczanie klas potomstwa - niepraktyczne



Wiarygodnosc (likelihood)

- Wiarygodnosc: prawdopodobienstwo uzyskania zaobserwowanych danych
przy zatozeniach modelu | jego okreslonych parametrach



Wiarygodnosc (likelihood)

- W rodowodzie w petni informatywnym
- dane: R=liczba rekombinantow; NR=liczba genotypow rodzicielskich
+ parametr: czestosc (prawdopodobienstwo) rekombinacii 6

- Hipoteza zerowa — brak sprzezenia (6=0,5)

- Stosunek wiarygodnosci dla danej wartosci 6: L(8)/L(6=0,5)

- lod score (£) = logarithm of odds — logarytm dziesietny stosunku
wiarygodnosci



Proste przyktady obliczen lod

Dla danego rodowodu (i), lod dla danego 6 wynosi:

L(rodowod | 0)
L(rodowod /60 =0,5)

Z.(0)=1log,,

Dla danej wartosci 6, sumuje sie lod-score z roznych
rodowodow (F):

Z(H):ZZi(H)



Analiza dwupunktowa

|
0

loc

O = 0.01,
lod= -5.0,

0.10,
-2.0,

0

1.

Tabela
.20,

0,

0.30,
3.3,

znaczace
(Z>3,
Z>2 dla sprzezonych z pitcig)

wykluczone

0.35, 0.40, 0.45, 0.50
4.0, 3.0, 1.0, 0.0



Markery w analizie sprzezen u cziowieka

- Sprzezenie dwoch gendw o obserwowalnym fenotypie — praktycznie

niespotykane

+ wyjatek — zespot paznokciowo-rzepkowy (NPS — Nail |
grupy krwi ABO

- Loci w obrebie kompleksow MHC
+ Markery molekularne

- PCR, RFLP

Patella Syndrome) |



Czy genetyka klasyczna ma dzis znaczenie”?

-+ Wocigz aktualne metody:
- |zolacja | charakterystyka mutantow
+Jest komplementacii
- Interakcje genetyczne! — jedna z podstaw biologii systemow

- Konstrukcje organizmow (gtownie mikroorganizmy) przez odpowiednio dobrane
KrzyzOwKiI

+ Dziedziczenie mendlowskie w medycynie — poradnictwo genetyczne. Metody
orobabllistyczne



Podstawy genetyki |l

Metody badawcze | strategie genetyki | genomiki.



Podstawy genetyki |l

Metody badawcze | strategie genetyki | genomiki.



Czym jest inzynieria genetyczna?

+ Ang. recombinant DNA — manipulacje DNA in vitro

- 1zolacja | amplifikacja DNA i cDNA

- mapowanie | sekwencjonowanie DNA

- tworzenie nowych czgsteczek DNA
+ przez rekombinacje czasteczek naturalnych
* przez synteze de novo

+ redagowanie genomow

- wprowadzanie konstruktow DNA do komaorek i organizmow
+  modyfikacje syntezy biatek
+ekspresja heterologiczna

+ bloinformatyka



A CO nie jest Inzynierig
genetyczng?

Inzynieria embrionalna (np. klonowanie)

Tworzenie nowych form organizmow przez
selekcje




astosowania

Badania podstawowe

Biotechnologia

Granica miedzy badaniami podstawowymi a stosowanymi jest ptynna, stosowane techniki sg
podobne, roznice dotycza gtdwnie skali.



Podstawowe techniki

- |zolacja DNA lub RNA
- CcDNA — izolacja RNA 1 przepisanie na DNA
+ Chemiczna synteza DNA de novo
- PCR
+ Klonowanie DNA
+ Mutageneza losowa | ukierunkowana
- W tym wprowadzanie modyfikacji do genomu
- Wykrywanie DNA, RNA | biatek

+ Sekwencjonowanie



L ektura

- Allison "Podstawy biologii molekularnej”, rozdziat 8 1 9



Tradycyjny odczyt sekwenci

Metoda Sangera

Synteza DNA w obecnosci
analogow nukleotydow (forma
dideoksy) terminujgcych reakcje
na okreslonym nukleotydzie

- Znakowanie radioaktywne,
osobne reakcje
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ekwencjonowanie
automatyczne

+ Dideoksynukleotydy znakowane
fluorescencyjnie (4 kolory)

- Elektroforeza kapilarna

CCCGAAGTTGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGCTCCACCGCGG TGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCTTCTGTATCAGGGGCTTCTAGGGCAT
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Sekwencjonowanie - postep SBEED READING

teC h n ICZﬂy Genomes can now be sequenced around 50,000 times faster than in 2000.
100,000,000 --r=rrmsrereeses: AN SRl 8. S Bl oo oo o g ot .
- Koszt sekwencjonowania 2
miedzy 1999 a 2009 obnizyt sie :
14 000 razy §
- Predkos¢ odczytu sekwencj §

miedzy 2000 a 2010 r. wzrosta
50 000 razy 2000 | 2005 2010

- Cel: sekwencja genomu jednej
osoby za 1000$ osiagniety

+ Im wiece] znamy sekwencji, tym
fatwie] poznajemy kolejne




Sekwencjonowanie wysokoprzepustowe

- Tzw. deep sequencing, sekwencjonowanie nowe|] generacji (NGS)
- Generowanie w jednym przebiegu miliondw niezaleznych odczytow
+ Pojedyncze odczyty krotkie (25-400 bp)

+  /astosowania

+  sekwencjonowanie nowych genomow
* resekwencjonowanie
* Np. analiza zmiennosci

+ pbadanie ekspresji przez sekwencjonowanie cDNA



Sekwencjonowanie

Gtownym wyzwaniem w sekwencjonowaniu
nie jest sam odczyt sekwencjl

Odczytywane fragmenty sg krotkie

do ~700-800 nt (sekw. tradycyjne
Sangera)

50-400 nt (NGS)

Istniejga metody (PacBio, Nanopore)
dajace diugie odczyty (>10 000 nt), ale z
licznymi btedami

Wyzwaniem jest ztozenie dtugiej sekwencii
z tych krotkich fragmentow



Genomika

- Genomika jest dziedzing zajmujaca sie badaniem catych genomow (kompletu
iInformacji genetycznej) roznych organizmow

- Techniki biologii molekularnej + robotyka + informatyka
- Sekwencjonowanie | charakteryzowanie genomow

- Badanie funkcji zawartych w nich genow - genomika funkcjonalna



Metagenomika

+ |zolacja DNA ze srodowiska | sekwencjonowanie

- Jedyny sposob badania mikroorganizmow, ktore nie daja sie hodowac



Metagenomika

Analiza sekwencji catosci DNA
wyizolowanego ze zbiorowiska organizmow




Odkrycia dzieki
sekwencjonowaniu

- Tajemnicza UCYN-A

- Sinica (cyjanobakteria)

doi:10.1038/nature08786 nature

LE | TERS

Metabolic streamlining in an open-ocean
nitrogen-fixing cyanobacterium

H. James Tripp’, Shellie R. Bench', Kendra A. Turk’, Rachel A. Foster’, Brian A. Desany?, Faheem Niazi’,
Jason P. Affourtit’ & Jonathan P. Zehr'

 Niewielki genom (1,4mln par zasad, 1200
genow)

- Brak zdolnosci fotosyntezy, cyklu Krebsa,
syntezy niektorych aminokwasow

- Zdolnosc asymilaciji azotu

- Symbioza (gospodarz - Haptophyta,
Primnesiophyta - jednokomorkowe glony)

- Jeden z gtdwnych czynnikow asymilacji
azotu w srodowisku morskim

Candidatus Atelocyanobacterium thalassa
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L oklarcheota

- Typ w domenie Archaea

Zidentyfikowany na podstawie analiz
metagenomowych

Zaden przedstawiciel nie zostat
wyizolowany ani wyhodowany!

Najblizej spokrewniona z Eukaryota

- Posiada geny kodujgce biatka
umozliwiajace tworzenie ztozonych struktur
btonowych

Tak mogt wygladac gospodarz
endosymbiozy, ktora data poczatek
Eukaryota

< Eukarya
M Lokiarchaeota
W Korarchaeota

Aigarchaeota

Thaumarchaeota

Crenarchaeota

< Euryarchaeota
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Complex archaea that bridge the gap
between prokaryotes and eukaryotes

Anja Spang'*, Jimmy H. Saw'*, Steffen L. Jorgensen®*, Katarzyna Zaremba-Niedzwiedzka'*, Joran Martijn', Anders E. Lind',
Roel van Eijk't, Christa Schleper®?, I

©2015 Macmillan Publishers Limited. All rights reserved



Wielkie projekty

+ Projekt 1000 genomow - roznorodnosC genetyczna cziowieka
- Metagenomika mikrobiomu przewodu pokarmowego cztowieka

- Genomy wymartych gatunkow (np. Neandertalczyk)



RNA-se0

mRNA CNS and adult head {by strand) [log2 converted]

— ] CE—
—— ] ———] or
RNA fragments ‘
S— S— S— m— ST library

with adaptors

|

ATCACAGTGCGACTCCATAAATTTTTCT
CGAAGGACCAGCAGAAACGAGAGERIV Y
GGACAGAGTCCCCAGCGGGCTGAAGGGG

Short sequence reads

digestive systen (by strand} [log2 converted]
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Sekwencjonowanie nowe| generacji — wyzwanie dla bioinformatyki

+ Krotkie odczyty (50-150 nt)
* pojedyncze
- “paired-end”
+ Problem identyfikacji | sktadania sekwenci

- Indeksowanie | multipleks



Genomika funkcjonalna
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Czym jest znajJomosC genomu

- Nie Jest "odczytaniem ksiegi zycia”

+ Sama sekwencja nie daje jeszcze zrozumienia, jak funkcjonujg komorki
- Ale jest niezwykle cennym narzedziem w badaniach

+ Sekwencja nie jest lekarstwem

- Ale bardzo pomaga w zrozumieniu mechanizmow chorob | wynajdywaniu
Nnowych terapll



Co genom juz dat nauce

- Duzo ciekawych | zaskakujacych odkryC
- Dlaczego mamy tak mato genow
- Jak ewoluowat cziowiek

- Narzedzie do badania funkcji genow



Czy warto badacC genomy

- Nowoczesne techniki generujg bardzo duzo danych
- Dwa podejscia

- “hypothesis driven” — dane zbierane dla zweryfikowania jakiejs hipotezy.
Klasyczna metoda naukowa.

- “data driven” — dane zbierane bez wstepnych zatozen, potem wyszukiwane
w nich prawidtowoscil.



Koniec hipotezy”?

- PodejScie zaktadajace poszukiwanie prawidtowosci w duzych zbiorach
danych, zbieranych bez wstepnych zatozen, moze byC produktywne

+ Ale niesie tez (dobrze znane w literaturze) ryzyko

- Lem, S. Cyberiada, Wyprawa szosta: czyli jak Trurl | Klapaucjusz demona
drugiego rodzaju stworzyli, aby zbdjce Gebona pokonac., 1965.



‘[...] 1 pomatu diabli go zaczynali brac, bo juz mu switato, ze
wszystkie owe catkiem prawdziwe | ze wszech miar sensowne
INnformacje zupetnie nie sg mu potrzebne, gdyz robit sie z tego

groch z kapustg, od ktorego gtowa pekata, a nogi drzaty.”

-Stanistaw Lem, “Wyprawa szosta [...]”



Co to znaczy? Genomika funkcjonalna.

TCACAATTTAGACATCTAGTCTTCCACTTAAGCATATTTAGATTGTTTCCAGTTTTCAGCTTTTATGACTAAATCTTCTAAAATTGTTTTTCCCTAAATGTATATTTTAATTTG
TCTCAGGAGTAGAATTTCTGAGTCATAAAGCGGTCATATGTATAAATTTTAGGTGCCTCATAGCTCTTCAAATAGTCATCCCATTTTATACATCCAGGCAATATATGAGAG
TTCTTGGTGCTCCACATCTTAGCTAGGATTTGATGTCAACCAGTCTCTTTAATTTAGATATTCTAGTACATACAAAATAATACCTCAGTGTAACCTCTGTTTGTATTTCCCT
TGATTAACTGATGCTGAGCACATCTTCATGTGCTTATTGACCATTAATTAGTCTTATTTGTTAAATGTCTCAAATATTTTATACAGTTTTACATTGTGTTATTCATTTTTTAAA

AAATTCATTTTAGGTTATATGTATGTGTGTGTCAAAGTGTGTGTACATCTATTTGATATATGTATGTCTATATATTCTGGATACCATCTCTGTTTCATGCATTGCATATATATTT
GCCTATTTAGTGGTTTATCTTTTCATTTTCTTTTGGTATCTTTTCATTAGAAATGTTATTTATTTTGAGTAAGTAACATTTAATATATTCTGTAACATTTAATGAATCATTTTATG

TTATGTTTAGTATTAAATTTCTGAAAACATTCTATGTATTCTACTAGAATTGTCATAATTTTATCTTTTATATACATTGATATTTTTATGTCAAATATGTAGGTATGTGATATTATG

CACATGGTTTTAATTCAGTTAATTGTTCTTCCAGATGTTTGTACCATTCCAACATCATTTAAATCATTAAATGAAAAGCCTTTCCTTACTAGCTAGCCAGCTTTGAAAATC

CATTCATAGGGTTTGTGTTAATATATTTTTGTTCTTTTTTTTCCTTTCTACTGATCTCTTTATATTAATACCTACTGTGGCTTTATATGAAGTCATGGAATAATACGTAGTAAG

CCCTCTAACACTGTTCTGTTACTGTTGTTATTGTTTTCTCAGGGTACTTTGAAATATTCGAGATTTTATTATTTTTTAGTAGCCTAGATTTCAAGATTGTTTTGACGATCAAT
TTTTGAATCAATTGTCAATATTTTTAGTAATAAAATGATGATTTTTGATTGGAAATACAT TAAATCTATAAGCCAAATTGGAGATTATTGATATATTAACAAAAATGAGTTTTCC
AGTCCATGAATGTATGCACATTATAAAATTCATTCTTAAGTATGTCATTTTTTAAGTTTTAGTTTCAGCAGTATATGTTTGTTACATAGGTAAACTCCTGTCATGGGGGTTA

GTTGTACAGGTTATTTTATCATCCAGGCATAAAGCCCAGTACCCAGTAGTTATCTTTTCTGCTCCTCTCCCTCCTGTCACCCTCCACTCTCAAGTAGACCCCAGTTTC

TGTTGTTCTCTTCTTTGCATTAATGACTTCTCATCATTTAGATTGCACTTGTAAGTGAGAACAGGACGTATGTGGTTTTCTACTCCTGTGTTAGTTTGCTAAGGATAACC

ACCTCCATCTCCATCCATGTTCCCACAAAAGACATGATCTCCTTTTTTATGGCTGCATATTATTCCATGGTATATATGTACCACATTTTCTTTATCCAATCTGTCATTGATG
GACATTTAGGTTGTTTCCACATCATTGCCGTTGTAAATACTGCTGCAGTGAATATTCGTGTGTATGTCTTTATGGTAGAATGATTTATATTCCTCTGGGTATATTTCCAAGT
AATGGGATGGTTGGGTCAAATGGTAATTCTGCTTTTAGCTTTTTGAGGAATTGCCATATTGCCTTTCACAACGGTTGAACTAATTTATACTCCCAAGAGTGTATAAGT TG
[TCCTTTTTCTCTGCAACCTCGACATCACCTGTTATTTATGACTTTTATATAATAGCCATTCTGCTGGTCTGAGATGGTATCTCATTATGATTTTGATTTGCATTTCTCTAAT
GCTCAGTGATATTGAGCTTGGCTGCATATATGTCTTCTTTTAAAAATATCTGTTCATGTCCTTTGCCTAATTTATAACGGGGTTGTTTGTTTTTCTCTTGTAAATTTGTTTAA
GTTCCTTATAGATTCTAGGTATTAAACCTTTTTTCAGAGGCGTGGCTTGCAAATATTTTCTCCCATTCTATAGGTTGTCTGTTTATTCTGTTGATAGTTTCCCTTGCTGTG

CAGAAGCTCTTAACTTTAATTAGATCCGACTTGTCAATTTTTGCTTTGGTCGCAATTGCTTTTGATGTTATTGTCGTGAAATCTTTGCTAGTTCTTAGGTCCAGGATGATA
TTGCCCAAGTTGTCTTCCAGGGCTTTTATAATTTTGGATTTTACATTTAAGTCTTAATATATTTATTAAATTTGTTAGGGTTTCAGGATACAAGGACAATATAGCAGCAAAC

AATGTAAAAGTAAAATCTGAAAAATAATAGAAAACAGT TTAATTGAACACTTTACCATTATGTAATGCCCTTCTTTGTCTTTCCTGATCTTTGTTGGTTTGAAGTTCAAAAA
AGACAAACTTAATGGTACAATAGGTATTGTAGATTTCAGGACTTTCTGTATAAAATATTTTGTATATATGAATAGATCATTTTTTATTTCCAGTCTTTAAACATTTTCTTAACAT
TTTCTTCTATTGCTTCACTTCACTCGCTAGGACCATCAGGACAGTGTTGAACAGAAATTGTCAGACTGATCATCACAACTTTTTCTAGATTTTAGAAGGAAATTTTTCTT

TATTTCAACATAAAGCAGCATGTTAATGCCAAGTTTTAATATGTGTTATCAGATTGAAATTTTTTTGTATATTTCTACATTACCAAGAATTTTTAGCAAGAGTTTTTGTTGAG

[TTTAATTTAAAAATCATTTGTTAATTTCATCTGATTTTTTTATTTCTCTTTTTACCTTAAGAGAT TAAACTGACTACAGATTGAATATAAACAAACAAACAAACAAACAAAAA
CTCTAAAATGCTGTGGATCAACACCACTTAGTAATTTGTATACTTGGATTCAATTTGCTGAAATTTTGTTAGACATTTTTGCGTCGATATTTATGAGGGATGTTGATCTGT

AAAAGTAT TAAAATGCCTTTGACAGATAGTGTCACCATATAAAAAACTTTGAACAAAATCAGATTATATCACTGTGGATATTTCTATTTTGAACTAACTTAGATGATAATTTT
AATCTATATCCTAGATGAACT

Maty fragment chromosomu 21



Odwrotnha genetyka — od genu do funkgiji

Genetyka tradycyjna Genetyka ,,odwrotna”
Funkcja (mutacja, fenotyp) Gen (z sekwencji catego genomu)
l l
Klonowanie genu Inaktywacja genu
| |

Analiza sklonowanego genu Analiza uzyskanego fenotypu



Odwrotna genetyka — inaktywacja przez rekombinacje

Sklonowany gen X

l Usuniecie fragmentu

RS —
I /
\ | Sklonowany gen markerowy

Wstawienie genu
markerowego

PCR na matrycy genu markerowego
ze starterami z dodanymi
na koncach §’ sekwencjami genu X

Kaseta delecyjna

Wprowadzenie kasety delecyjnej
do komorek

I o oonack
podwaojny crossing-over)
> >C ( L 9

Gen X (lub jego fragment) rozbity i
zastgpiony przez gen markerowy




Odwrotna genetyka — interferencja RNA

Breakthrough
of the Year

Odkrycie roku 2002 —
regulacyjna rola matych RNA

Nagroda Nobla w dziedzinie
medycyny 2000, za odkrycie
mechanizmu interferenci
RNA
A. Fire 1 C. Mello



SIRNA - jak to dziata”?

U Rk “ KNP ATE

)

RISC protein
components

‘,/"% P-4
| [ 2= Risc
. - %}/

./

SIRNA unwinding

.'C\,D /”"—\ Activated

/) RisC
" Activation
ssociaton with by ATP
target mRNA Y

'/—— 0'/-— m7G

o~ );\Q_/ AAAAAAAA
\v/ ________ .

--------- Target mRNA
substrate
‘ e Target mRNA
- cleavage

D —— Efekt — degradacja mRNA

~~— Antisense Hannon G.J.: ‘BNA interference’, Nature 418, July 11, 2002



/Zastosowania sikNA

Badanie funkgji gendw (“odwrotna genetyka”) - szczegolnie skuteczne u nicienia Caenorhabditis, ale
dziata tez w komorkach owadow, ssakow i roslin

-+ Hamowanie wybranych gendw jako metoda leczenia (np. zwalczania wirusOw czy NOWOtworow) —
orzyktad: obnizenie poziomu receptora LDL (,zty cholesterol”) u myszy




Redagowanie genomu - system CRISPR/Cas9

PAM

.' Guide RNA
sequence |

Matching genomic

= 1 ki

System obronny bakterii przed
fagami, zaadaptowany do edycj
dowolne] sekwencji w genomie.

— S FFARNEET RN

Repair | | oo Dziata takze u organizmow, dla
| TITTTTIITT , . . . .
. ktorych nie istnigjg stabilne
Human cells [_// CARERteS gIlme eCtie \\_] . o We ktO ry
-~ acterial cells

Zebrafish [ s

2\

Nature 495, 50-51 (07 March 2013) doi:10.1038/495050a



Co to oznacza dla nauki |
biotechnologi

-+ Mozna zmieni¢ dowolny gen u roslin |
zwierzat

- Mozna tatwo adaptowac do kolejnych
gatunkow (w odrdznieniu od tradycyjne;
inzynierii genetycznej)

- Modyfikacja nie pozostawia zadnego sladu,
nie zostaje wigczony obcy DNA

- Wq. prawa UE to nadal jest GMO

Common buckeye wings: normal (left) and with optix deleted (right) (Robert Reed)



A dla cztowieka

Mozliwa jest zmiana sekwencji dowolnego
genu w komorkach zarodkowych

- Skutecznosc¢: okoto 50-80%

- W potfgczeniu z zaptodnieniem
pozaustrojowym mozliwosc¢ uzyskania
zmodyfikowanego cztowieka

Pierwsze badania - na komorkach, z
ktorych nie mogty rozwinac sie zarodki
(2015)

Anna Tamhuvud

Fredrik Lanner, who will conduct gene-editing in human embryos at the Karolinska Institute in Sweden.

- Obecnie badania na komorkach
zarodkowych cztowieka



Dzieci na zamowienie”

(IR
e




Badanie | inzynieria biatek



Ekspresja heterologiczna

J
£ O € i
ToncosEER 0. .S
BAAXHXABA T

| |

PT5 >'| lac OH lac O
[

Wektor ekspresyjny

. Bacteria cell

Cell lysis
[ / Bind to Ni-NTA
Nickel I resin
column

@ Elute

@ Pure protein

Oczyszczanie biatka



Fuzje blatkowe

- Do sekwencji kodujgcej biatko dotgcza sie inng domene, np. utatwiajaca
wykrycie I/lub oczyszczanie

+  Znaczniki epitopowe

+ GFP (zielone biatko fluorescencyjne)



(Green Fluorescent Protein-

Aequorea victoria



GFP







Ekspresja heterologiczna w biotechnologil

Campbell, Biochemistry, 3/e
Text Figure 10.14

Insert into separate Transform E. coli with Add inducer to Purify and mix
plasmid expression vectors and clone initiate protein A and B chains

vectlors separately synthesis

Synthetic
DNA

encoding
A chain

Harcourt Brace & Company

Ludzka insulina wytwarzana w bakteriach



Inzynieria przeciwciat

Approved therapeutic
antibodies

HUMAN
Humira

Vectibix
HUMANIZED
Synagis
Herceptin
Zenapap://www2.mrc-Imb.cam.a

CHIMERIC Myelotarg
Rituxan Campath

Remicade Xolair
Reopro Raptiva

MOUSE

OKT3 Simulect Avastin
BEXXAR Erbitux Tsyabri
Zevalin (Actemra-Japan)

Humanizowane | rekombinowane przeciwciata sg stosowane w terapii np. Nowotworow



Inzynieria przeciwciat — leki przysztosci

- W fancuchach immunoglobulin obszary zmienne odpowiadajg za rozpoznawanie roznych
antygenow, obszary state nadaja specyficznos¢ gatunkowa

- W klasycznych metodach wytwarzania przeciwciat monoklonalnych uzyskiwano przeciwciata
ZWierzece

- Klonowanie | ekspresja gendow kodujacych przeciwciata jest alternatywnym sposobem ich
uzyskiwania

- Mozliwe jest uzyskiwanie przeciwciat humanizowanych — obszary zmienne z genu
przeciwciata zwierzecego wstawione miedzy olbszary state przeciwciata ludzkiego

- Humanizowane | rekombinowane ludzkie przeciwciata sg stosowane w terapii np.
Nowotworow



Biologia systemow | biologia syntetyczna



Biologia systemow

- Postep biologii molekularne] - genomika
-+ Ogromne zbiory danych
- Ujawnienie ztozonosci interakcji genetycznych lezgcych u podstaw fenotypu

- Narzedzia teoretyczne do systemowego opisu zycia



Biologia systemow - wyzwanie




A w biotechnologii?

- Wspotczesna biotechnologia molekularna bardzo sprawnie manipuluje
pojedynczymi genam

+ ekspresja heterologiczna

+ transgeneza roslin

+ A co z bardziej ztozonymi, wieloczynnikowymi cechami”



INnzynieria ewolucyjna

chow chow

bulldog

collie German shepherd




INnzynieria ewolucyjna

Brassica oleracea odmiany uprawne

Brassica oleracea var. silvestris (brzoskiew)


http://www.first-nature.com/flowers/images/brassica_oleracea1.jpg

A visual guide to identifying
genetically modified corn




Blologia syntetyczna

- Wspotczesna inzynieria genetyczna ograniczona jest do prostych systemow,
gdzie za pozgdang funkcje odpowiada jeden lub kilka genow

- Biologia syntetyczna - projektowanie nowych systemowych wtasciwosci
organizmow zywych



Blologia syntetyczna

»+ Dwa oblicza biologil syntetycznej:

- Odtworzenie wiasciwosci uktadow zywych (wtasciwosci emergentne) za pomoca
czasteczek niewystepujgcych w naturze

- E. Kool, R. Rawls, 2000 — podejscie chemikow

- Wykorzystanie elementow uktadow biologicznych do konstrukciji nowych
systemow O zaprojektowanych wiasciwosciach

- W. Szybalski, B. Hobom, 1980 — inzynieria genetyczna



Nowe zasady DNA

- Dodatkowa para zasad w DNA

-+ Utrzymuje sie w genomie

synthorx.com

doi:10.1038/naturel3314

A semi-synthetic organism with an expanded
genetic alphabet

Denis A. Malyshev', Kirandeep Dhami', Thomas Lavergne', Tingjian Chen', Nan Dai?, Jeremy M. Foster?, Ivan R. Corréa Jr
& Floyd E. Romesberg’



Syntetyczna biochemia

Expanded Genetic Alphabet - In Action

By adding a synthetic base pair—nicknamed X and Y—1o DNA, the number of possible amino acids a cell can use 10 construct
proteins increases from 20 to 172. This opens new possibilities to add multiple novel amino acids to create novel and diverse proteins

for improved enzymes, drugs, diagnostics, and vaccines.

., Amino
Before DNA _ ~  mRNA tRNA Acids p | Proteins

+ Analogi czasteczek biologicznych o
nowych, rozszerzonych mozliwosciach

DNA z dodatkowymi parami zasad

Biatka z nowymi aminokwasami

N O---H-NH
/

Z

T

- -

6 [
W=

.r'{z\
AN
l?
- -
J
¢
i
S
«f’(z\
Z7N\
>
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0

4 nucleotides 64 codons code for
2 base pairs 20 amino acids
k Amino : Novel
After DNA ) - mRNA tRNA Acids d : Proteins

YoA D
& » ¢
&€ WO
CN 2

6 nucleotides 216 codons code for A greater variety of amino acids
3 base pairs up to 172 amino acids results in novel, diverse proteins.

2015 Synthoex Inc.

AT https://synthorx.com/



Blologia syntetyczna

- Wykorzystanie elementdow uktaddw biologicznych do konstrukceji nowych
systemow 0 zaprojektowanych wiasciwosciach



Blologia syntetyczna a inzynieria genetyczna

+ Inzynieria genetyczna - manipulacje pojedynczymi genami - zmiany
pojedynczych cech

- akterie wytwarzajgce insuline

- rosliny bronigce sie przed szkodliwymi owadami (wytwarzaniem jednego
biatka pochodzenia bakteryjnego)

+ Biologia syntetyczna - konstrukcje organizmmow 0 howych wtasciwosciach
(“biokonstruktorstwo” - S. Lem)



Blologia syntetyczna

- Wspotczesna inzynieria genetyczna ograniczona jest do prostych uktaddw, gdzie za
pozgdang funkcje odpowiada jeden lub kilkka gendow

- np. rosliny GMO oporne na herbicyd albo toksyczne dla owadow
+ nadal taka sama roslina, tylko 1-2 biatka wiecej

+ Znacznie mniejsze roznice, niz miedzy wspotczesnymi roslinami uprawnymi a ich
dzikimi przodkami

Siologia syntetyczna - projektowanie nowych systemowych wiasciwosci organizmow
ZyWych



Stan wspotczesny

- Mozliwe sg coraz bardzie] zaawansowane manipulacje poszczegolnymi skfadnikami
ZyCla

+syntetyczne peptydy | biatka, lipidy, DNA, RNA
+syntetyczne geny | genomy

» proste syntetyczne replikatory

+ Nie udato sie jeszcze stworzyC uktadu zywego w catosci, bez udziatu elementow
uzyskanych z istniejgcych uktadow zywych



Podejscia biologii syntetyczne

- “od gory” (top-down) - gteboka modyfikacja istniejgcych systemow
* minimalne genomy
- Ssyntetyczne genomy

* przeprojektowane genomy

* Przykiad - ortogonalny kod genetyczny



Manipulacje DNA

DNA mozna manipulowac¢ w probowce,
amplifikowac¢, zmieniac itp.

Ponownie wprowadzony do komorki
funkcjonuje rownie dobrze, jak “naturalny”




Synteza chemiczna DNA

DNA mozna “skopiowac” z istniejacego
DNA lub RNA

- nie wiecej niz 10-20 tys. nukleotydow na
raz

DNA mozna syntetyzowac chemicznie

- Ograniczenie — nie wiecej niz ~100
nukleotydow na raz

- Wieksze czgsteczki trzeba sktadac z tych
matych fragmentow



Syntetyczne geny

- 1972, Khorana i wsp., gen kodujacy tRNA drozdzy, 77 par nukleotyddw z 15
fragmentow (po 5-20 nt)

- 1979 — pierwszy, ktory dziatat (207 pz)

-+ 1981, Edge 1 wsp., gen kodujacy biatko — interferon cztowieka (514 pz),
wprowadzony do bakteril



Plerwszy syntetyczny wirus

2002, Cello, Paul & Wimmer

Matryca DNA wirusa polio ztozona z

syntetycznych fragmentdw i przepisana na A
RNA Ca3z 652 Haaz 388 Nog 245 Q131,196 P7.501 S2,340

Genom wprowadzony do komorek w
hodowli namnaza sie i produkuje czastki
wirusowe

Fig 1 | Poliovirus and its empirical formula.




Nowe metody | fag ®X174

Skfadanie catego genomu faga w jednym etapie

Caty projekt ~2 tygodnie (Smith i wsp. 2003)

s TO® S48 Haz ) ‘

3 y < A

'Wﬂ%‘—:T Design oligos 8 hrs z ;Cl:‘:r'n:glﬁt?::n of assembled 3 hes
DAY 2vam

[ - l - > s

< — l
M‘ ;Qm*“ 1-. A Synthesuze oligos ~4 days
vy S
1 Gel-purify amplified chromosomes 8 hrs

Q Circulanze the synthetic knear chromosomal

—_ —_ l Q Q DNA so that it is infectious 4 hes
—> 5. phosphorylate the oligos Q

Purify top strand and bottom strand cliges

— ol in separate poois by gel electrophoresis 2 days
LB

4 hes l
S l ¥: 4 . _
o Tagq ligate the pooled top and bottom O ay e Elechoporate ink . cob snd pte 24 hrs
SO, oligos overnight at 55°C 18 hrs o0 for phage plaques
l l

FPolymerase cycling assembly (PCA) ecie =S -t

of igation products into full-length 12t0 24 hrs l, Socuonoo phage from individual
chromesomes, 35 to 70 cycles ' | ¥ \ plagues

C—s—o—0 g I 3“&«de ddi MLW

Total time ~2 weeks




Sukces

Fig.4. PlagquesofsyndX-A. There appear to beseveral plaque morphologies:

Smith i wsp. 2003



Syntetyczne wirusy

+ Synteza genomow wirusowych stata sie powszechnym narzedziem

- Odtwarzanie wirusow nieistniejgcych juz w naturze



Grypa 1918

- Na podstawie sekwencji z tkanek ciat ofiar
odtworzono sekwencje wirusa grypy
epidemii 1918 (hiszpanki)

- ~50 milionow ofiar Smiertelnych

+  Odtworzono genom i uzyskano zdolne do
infekcji wirusy (2005)

Characterization of the
Reconstructed 1918 Spanish
Influenza Pandemic Virus

Terrence M. Tumpey,'* Christopher F. Basler,”
Patricia V. Aguilar,2 Hui Zm\g,1 Alicia Solorzano,”
David E. Swayne,* Nancy J. Cox,’ Jacqueline M. Katz,’
Jeffery K. Taubcnborgar,’ Peter Palese,’ Adolfo Garcia-Sastre”



1918 — tajemnice zabojcy

- Odtworzony wirus jest bardzo zjadliwy

- Infekuje i zabija myszy silniej niz
wspotczesne wirusy grypy

- Wiadomo, ktory gen (i ktora czasteczka)
wirusa odpowiada za taka wirulencje -
hemaglutynina (HA)

- Wiadomo, dlaczego ten wirus dobrze
namnaza sie nie tylko w komadrkach ptuc

- Wiadomo, ze moze infekowac ptaki i

prawdopodobnie pochodzi od ptasiego
wirusa




Grypa 1918 -
bezpieczenstwo

Projekt wzbudzit wiele kontrowers;ji
- Zagrozenie, ale i korzysci
Lepiej rozumiemy, dlaczego pewne
Szczepy wirusa sg bardzie| niebezpieczne

od innych

- Wielu ludzi wcigz ma czesciowa
odpornosc¢ na wirusa 1918

- Wiadomo, ktore leki na niego dziatajg

- W razie problemu fatwo bedzie mozna
stworzy¢ szczepionke




Plerwszy syntetyczny Creation of a Bacterial Cell Controlled
funkcjonujacy genom by a Chemically Synthesized Genome

Daniel G. Gibson,” John 1. Glass,” Carole Lartigue,” Vladimir N. Noskov,” Ray-Yuan Chuang,’
Mikkel A. Algire," Gwynedd A. Benders,” Michael G. Montague,” Li Ma,” Monzia M. Moodie,”

Chuck Merryman,* Sanjay Vashee, Radha Krishnakumar,® Nacyra Assad-Garcia,’

. 2010 Cynthia Andums-l’fannl(olch,1 Evgeniya A. l)enis:ma,1 Lei Young,” Zhi-Qing Qi,’ .
Thomas H. Segall-Shapiro,” Christopher H. Calvey,” Prashanth P. Parmar,” Clyde A. Hutchison I,
Hamilton O. Smith,’ ]. Craig Venter™**

- Syntetyczny genom M. mycoides JCVI-
syn1.0 (~1 mIn par zasad)

Elements for yeast propagation
and genome transplantation

- Ztozony z 1000 kaset po 1080 pz

| L O “znaki wodne”
- Sktadanie z pomoca drozdzy

i Oligonucleotide
: Synthesizer

Oligonucleotides -
: o

E 1,080 bp cassettes (1,078)
: : (Assemble109X)

10,080 bp assemblies (109)
=800.000 : (Assemble 11X)
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100,000 bp assemblies (11)

‘.o (Assemble 1X)
C@ v 1,077,947 bp
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%

BssH Il

Gibson, D. G, . I. Glass, C. Lartigue, V. N. Noskov, R.-Y. Chuang, M. A. Algire, G. A. Benders, M. G. Montague, L. Ma, . .
M. M. Moadie, C. Merryman, S. Vashee, R. Kri NA ia, C. And E.A.Denisova, L. Young, J. Cralg Venter
Z-Q.QiT.H. eation of a

"
egall-Shapiro, C. H. Calvey, P. P. Parmar, C. A. Hutchison Hil, H. O. Smith, and J. C. Venter. 2010. Creati . S ——"
lled by a chemical genom I'NSTITUTE

BssH Il



Kolejny krok - syntetyczny
genom minimainy

JCVI-synl.0
1,078,809 bp

Na podstawie JCVI-syn1.0 . [ s14900p

200000,

Usuniete geny, ktdre nie sg niezbedne do
zycia (w warunkach laboratorium)

531 kb, 473 geny

Design and synthesis of a minimal
bacterial genome

Clyde A. Hutchison IIL,*t Ray-Yuan Chuang,} Vladimir N. Noskov, Nacyra Assad-Garcia,
Thomas J. Deerinck, Mark H. Ellisman, John Gill, Krishna Kannan, Bogumil J. Karas,
Li Ma, James F. Pelletier, Zhi-Qing Qi, R. Alexander Richter, Elizabeth A. Strychalski,
Lijie Sun, Yo Suzuki, Billyana Tsvetanova, Kim S. Wise, Hamilton O. Smith, John I. Glass, -
Chuck Merryman, Daniel G. Gibson, J. Craig Venter*

25 MARCH 2016 « VOL 351 ISSUE 6280 sciencemag.org SCIENCE




Drozdze 2.0 - syntetyczny
genom eukariotyczny

- Projekt stworzenia syntetycznego genomu
S. cerevisiae

Synthetic Yeast 2.0

Building the world's first synthetic eukaryotic genome together

Home Sc2.0 Build-A-Genome Collaborators Design Software Team FAQ

http://syntheticyeast.org

Sponsors SAVI

100 300 500 700 900 1100 1300 1500 1700 (kb)
| | | | | | | | |
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VI B Edinburgh U/UK + BGI Xl
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X & Tianjin U/China X
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XII 8 Tsinghua U/China
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Design of a synthetic yeast genome Xl 8 BGI/China
Sarah M. Richardson,”**|| Leslie A. Mitchell,>?|| Giovanni Stracquadanio,>*| XIV ° | X
R Wt i i e XV ° Nat'l U of Singapore .
Jef D. Boeke.>?# Joel S. Bader"?# XVl 5
Richardson et al., Science 355, 1040-1044 (2017) BN fecahsamEniG o Edinburgh U/UK Vi |
Complete Designed, in synthesis/assembly



(2) Eliminate UAG termination: ARF1

Inzynieria kodu genetycznego Transttion]

.
. . UG UAA
Zmiana kodonu stop na sensowny (moze

kodowac niestandardowy aminokwas)

(3) Reassign UAG as sense codon

UAG— NSAA
UAA nsaa COO000
- UGA_RF2
Wprowadzenie rownolegtego kodu, np. S
s . . ransiation
czworkowego, kodujgcego niestandradowe e /@
aminokwasy \gy,G/UA UAA

Lajoie et al., 2013, Science 342: 357-342

a Orthogonal aminoacyl- Nascent peptide

tRNA synthetase

Unnatural ¢ —————»

amino acid
Orthogonal 1
tRNA

Davis, L., and Chin, J.W. (2012). Nat Rev Mol Cell Biol 13, 168-182.

Modified
peptide

mRNA



Podejscie “od dotu” (bottom-
up)

- Repertuar elementdow i podstawowych
obwodow

- Matematyczny model elementow

- Projektowanie i sktadanie systemow z
elementow (cegietek)

(d[mRNAcI] pclmaxtranscriptionrate X K7y ..
ot K™ .+ [LacProteinl]®
d[ProteincI]
< ot

— degradationrate[cImRNA]

= maxtranslation rate [cl'mRNA] — degradation function

degradationrate [c[Protein]  if T < 40C

degradation function[cIProtein]
\ current cl protein concentrationif T = 42C

When Lacl dependent promoter is active:

(d{mRNALacl Lacmaxt ranscriptionrateplac X K, ,
[ ] 5 E i mel _ degradation rate[LacimRNA]

ot K., + [cIProtein]™
d[LaciProtein] _ : .
oF = maxtranslation rate [LacimRNA] — degradation rate[LaclProtein]
: —kb[LacI|[IPTG] + kd[IPTGLaclcomplex]
d[IPTG]
T —kb[LacI][IPTG] + kd[IPTGLacIcomplex]

A[IPTGLaclcomplex]

= kb[LacI|[IPTG] — kd[IPTGLacIcomplex]

\ ot




Obwody biologiczne

synaptic button

synaptic
vesicle

synaptic cleft

muscle cytosol | dataminis }
Cdosed)

\L

Figure 3: SBGN network example. of inter-cellular signaling near the neuromuscular junction [22, 23]. Biological

Alterovitz G, Muso T, Ramoni MF. The challenges of informatics in synthetic biology: from biomolecular
networks to artificial organisms. Brief Bioinform. 2010 Jan;11(1):80-95



Metatora obwodu

Switch

Oscillator

Electronics
Reset-set latch

LC oscillator circuit

Biology
Bacteriophage A lysis-lysogeny switch

Synthetic biology
Genetic toggle switch
Heat

Nature Reviews | Genetics



Blologia syntetyczna open source

Etos otwartosci | wymiany informacji w biologii syntetycznej silniejszy, niz w
tradycyjne| biologii molekularne;

OpenWetware

NOACOPEN

OpenWetWare is an effort to promote the sharing of information, know-how, and wisdom among

researchers and groups who are working in biology & biological engineering. Learn more about us.
If you would like edit access, would be interested in helping out, or want your lab website

hosted on OpenWetWare, please join us. OpenWetWare is managed by the BioBricks Foundation .



Format BioBrick

BBa standard:
o prefix: EcoRI/Notl/Xbal
o suffix: Bcul/Notl/Pstl

E: EcoRl
N ,j N: Nofl
y X: Xbal

S: Spel

P: Psii

ENXEETRP 'ﬂlj + ENXE:RIIN
v 7 J

' M: Mixed site
P4 BBa_F2620 || BBa E0240 |~ﬂp ———-N p5. T9002 Y pJ
A B , v

http://partsregistry.org/Main_Page




GEM

- International Genetically Engineered Machine competition (I(GEM)

- Studenci | doktoranci

Synthetic Biology

based on standard parts




“What | cannot build | cannot understand”

— Richard Feynman



