Metody badawcze | strategie genetyki | genomiki



L ektura

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



Czym jest inzynieria genetyczna?

- Ang. recombinant DNA — manipulacje DNA in vitro
+ 1zolacja 1 amplifikacja DNA 1 cDNA
+ mapowanie | sekwencjonowanie DNA

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

- wprowadzanie konstruktow DNA do komorek | organizmow

+ 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



Tradycyjny odczyt sekwenci

Metoda Sangera (1977)

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

- Znakowanie radioaktywne,
osobne reakcje

Konkurencyjna metoda Maxama-
Gilberta, oparta na degradacii
DNA nie przyjeta sie (trudniejsza)
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ekwencjonowanie

automatyczne - lata 90.

+ Dideoksynukleotydy znakowane
fluorescencyjnie (4 kolory)

- Elektroforeza kapilarna

CCCGAAGTTGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGCTCCACCGCGG TGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCTTCTGTATCAGGGGCTTCTAGGGCAT
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Sekwencjonowanie - SPEED READING

reWO‘ u CJ a XXl W_ Genomes can now be sequenced around 50,000 times faster than in 2000.
100,000,000 --r=rrmsrereeses: oA SOl e s o aBl oo o s e s oYl e
- Koszt sekwencjonowania t’é
miedzy 1999 a 2009 obnizyt sie :
14 000 razy g
- Predkos¢ odczytu sekwencj }é

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




A) Core aa. 70 and aa. 91
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-+ Tzw. deep sequencing, sekwencjonowanie
nowej generacji (NGS)
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- Generowanie w jednym przebiegu milionow o o s

niezaleznych odczytow B =

- Pojedyncze odczyty krétkie (25-400 bp) B) NSSA-ISDR

§960 bp lﬂll’ 7,000 bp ’J?IO T.040 bp l”lb

- Zastosowania
- sekwencjonowanie nowych genomow
+ resekwencjonowanie
- np. analiza zmiennosci

+ badanie ekspresiji przez
sekwencjonowanie cDNA
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Sanger sequencing Wild type

Deep sequencing  aa. 2220: D (84 %)/L (16 %)




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

- Sekwencjonowanie i charakteryzowanie genomow - genomika strukturalna

- 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 (2015)

Najblizej spokrewniona z Eukaryota

Posiada geny kodujace biatka
umozliwiajgce tworzenie ztozonych struktur
btonowych

Tak mogt wygladac gospodarz
endosymbiozy, ktora data poczatek
Eukaryota

—< Eukarya

-.“.M Korarchaeota

Aigarchaeota

-‘M Lokiarchaeota

Thaumarchaeota

Crenarchaeota

< Euryarchaeota
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ARTICLE

do0i:10.1038/nature14447

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]
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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 siRNA

Badanie funkgcji gendw (“odwrotna genetyka”) - szczegolnie skuteczne u nicienia Caenorhabditis, ale
dziata tez w komorkach owaddw, ssakow | roslin

Hamowanie wybranych genow 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

- System obronny bakterii przed fagami, il Lol E Cas9
(] [ u |
zaadaptowany do edycji dowolnej | N |
sekwencji w genomie. (R — |
Bakteryjna nukleaza (Cas9 i podobne) —
) 1 ) .,
naprowadzana przez RNA (guide RNA) . o
QL LI o
: : 2 Donor DNA
Po przecieciu DNA systemy naprawcze Repair 3

komorki powoduja powstanie deleciji lub
zmiany sekwencji (zaleznej od DNA
donorcwego) Human cells é

Targeted genome editing

U i Bacterial cells
Zebrafish / s, \

Dziata takze u organizmow, dla ktorych nie
Istniejg stabilne wektory.

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”
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He Jiankui ogtasza narodziny dzieci (dwoch
dziewczynek), ktdrych genomy poddano
edycjl

Cel: inaktywacja genu CCR5 majaca
chroni¢ przed infekcjg HIV

ojciec dziewczynek jest nosicielem

He Jiankaui is reflected in a glass panel as he works at a computer at a laboratory in
Shenzhen in southern China's Guangdong province. Mark Schiefelbein/AP Photo

Ogtoszenie poprzez wywiad prasowy i film
na Youtube (!)

Pozniej prezentacja na konferenciji
Brak recenzowane| publikacji - trudno

oceni¢ merytoryczng i techniczng jakosc
eksperymentu



Fdited Blastocysls WT Blaslocysls
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Aspekt merytoryczny et

t1bp/-4bp

- U jednej z dziewczynek (Nana) inaktywowane obie | embryo2

(Nana)

kopie genu, u drugiej (Lulu) tylko jedna (to nie daje | -1sve/wr

pozadanego efektu)

U obu dziewczynek nie wszystkie komorki sg

. , . CCRS editing confirmed by deep sequencing after birth
zmodyfikowane mozaikowosc

Editing Patterns Consistent between PGD, cfDNA
WGS rends Miseq Allele

- U obu dziewczynek inaktywacja nie jest kompletna frliiricepriome | TCICHTTICAKL QUAIAIIAR moon ™ e o
Nonirvesivo Semplos Only ) ather TCTCAT I ICCATACA GICAGTATCAAT IC 1 . . WIWI
Mother TCTCATTITCCATACA GTCASTATCAATIC TGS . . WIWI
" " " imbical Cort TCTCATTTTCCATACA GTCAGTATCAATTICNGG 71
- Nana: jedna kopia A15, druga nienaruszona i e 1D KA 1o
TCTCATENTCCATALA GIOAGTATCAATTIC i 50
@ Umbécal Cord Tissuo Cond Siees K ol FASTATCAANIC S ) ® o S
] . Luk TCTCATETTCCATACA GIOAGTATCAATTC 106 AT 08%
Lulu: obie kopie A4/+1 Vbl oAU v
e ) Macema TOVCATETICCATACA GICAGTATCAATIC 1t 45 1%
: Placemta L HAIAICAANICNG . sazm WS
TOVCATITICCATA. . .. CAGIATCAARIC M "
rGD TCTCAT T ICCATAL AstiTCAGTATC AATIC 10 e ) ot
TCTCATTTTCCATA. . . . CAGTATCAATTCTGS 52 1%
Cord oo TP Y I CCATACAGTCASTATCAATIC 106 : ane SN
Nass HWHAINIHEAIA CAGIANEAAL I A 519%
Umbilical cord TEACAT RN ICCATAL A I ACTANLAAL I M = 48 (s e
ICICATFTICEATA. , . . CAGTATCAAT 1C 1 . 31 0o T
Placcats PEREATE R FEEATA At ACIATEAAL 1L M AR DN im




Aspekt merytoryczny

Nie wiadomo, czy choc jedna z blizniaczek
rzeczywiscie nabyta opornosc¢ na HIV

He twierdzi, ze sprawdzit czy nie ma niepozadanych # ’ WSSl asorss Freoisie
" \ Carrier HIV Negative njection
mutacji ubocznych (off-target), ale danych brak o i |
P "5 “oNa.
- . - . ; g Peripheral / ¢ o e .
badania nad tym, jak czesto takie mutacje R e oy e
wystepuja i jak im zapobiegac trwajg | Wonis' Hoe
r’—;ange; Sequencing Sanger Sequencing MiSeq Targeted Sequencing
[ i s Ultra Dei%gsizr:g:c%n?:o,OOOX)

A slide presentation of genomic data from He’s presentation in Hong Kong.

MiSeq Targeted Sequencing

Nana

Lulu

| Cord
v Blood

9 Umbilical Cord
Tissue

Placenta

Sanger Sequencing I

100X WGS

—



Czy eksperyment sie udat?

Fdited Blastocysls WT Blaslocysls

Na podstawie dostepnych danych trudno
stwierdzic, ale raczej nie

Obie dziewczynki majg zmodyfikowane
komorki, ale nie wszystkie (mozaikowosc)

Modyfikacja nie jest doktadnie delecja A32,
tylko krotsza

Lulu ma modyfikacje tylko jednej z dwoch
Kopil genu - raczej nie bedzie oporna na
HIV

Nana - zmodyfikowane obie kopie ale nie
A32 tylko A4/+1 - nie wiadomo, czy
zadziata

paE ARl 1
Embryo 1
(Lulu) ’\
t1bp/-4bp e 4 s '
Embryo 2
ana) | VAL gt Mtminhnat ki
-15bp /WI - : ' ' ‘
On-Targe!l Editing of CCR5 Consistent Across Samples
Lulu Nana
Dp |
CORs
rand an
) - =S
Lord '
Uiood

Umbihical
Cord

Maconia
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Redagowanie genomu w
komorkach somatycznych

Zasada ex Vivo:

izolacja komorek chorego

modyfikacja genu

hodowla komorek/tkanek in vitro

przeszczep zmodyfikowanych komorek
Obiecujace dla tych chordb, ktore dotykaja
tkanek, w ktorych komorki sie caty czas
dzielg (np. szpik | krew), albo dajg dobrze

hodowac (skora)

np. szpik i mutacja CCR5A32

Published in final edited form as:
N Engl J Med. 2014 March 6; 370(10): 901-910. doi:10.1056/NEJMoal300662.

Gene Editing of CCR5 in Autologous CD4 T Cells of Persons
Infected with HIV

Pablo Tebas, M.D., David Stein, M.D., Winson W. Tang, M.D., lan Frank, M.D., Shelley Q.
Wang, M.D., Gary Lee, Ph.D., S. Kaye Spratt, Ph.D., Richard T. Surosky, Ph.D., Martin A.
Giedlin, Ph.D., Geoff Nichol, M.D., Michael C. Holmes, Ph.D., Philip D. Gregory, Ph.D., Dale
G. Ando, M.D., Michael Kalos, Ph.D., Ronald G. Collman, M.D., Gwendolyn Binder-Scholl,
Ph.D., Gabriela Plesa, M.D., Ph.D., Wei-Ting Hwang, Ph.D., Bruce L. Levine, Ph.D., and Carl
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Regeneration of the entire human
Naprawiona skora epidermis using transgenic stem cells

Tobias Hirsch'*, Tobias Rothoeft?*, Norbert Teig?*, Johann W. Bauer>*, Graziella Pellegrini*°*, Laura De Rosa>*,

Davide Scaglione®, Julia Reichelt?, Alfred Klausegger?, Daniela Kneisz?, Oriana Romano’, Alessia Secone Seconetti®,
Pech ddziel : : K s K Roberta Contin®, Elena Enzo®, Irena Jurman®, Sonia Carulli’, Frank Jacobsen!, Thomas Luecke!?, Marcus Lehnhardt!,
gcnerzowe o Zlelanie slg NasKorka Meike Fischer?, Maximilian Kueckelhaus', Daniela Quaglino’, Michele Morgante?®, Silvio Bicciato’, Sergio Bondanza® &
g g g

. . . )
(e,oldermolySIS bU//OS&) Hiies et L 16 NOVEMBER 2017 | VOL 551 | NATURE | 327

Choroba genetyczna zwigzana z mutacjami
pojedynczych genow

Wiele form smiertelnych
- Pacjent (7 lat)

utrata >60% naskorka (>80% w momencie
pierwszego zabiegu)

mutacja genu LAMBS3 (laminina)

Do komodrek pobranych od pacjenta
wprowadzono prawidtowy gen (metoda inna, niz
CRISPR) i wyhodowano skore, ktora
przeszczepiono

Figure 1 | Regeneration of the transgenic epidermis. a, Clinical picture



Producing PERV-inactivated pig:

Embryonic fibroblast

undergoes CRISPR-Cas
editing to inactivate
pol in PERV.

®

U zwierzat P

\ Cellular DNA
Integrated
- Préby wykorzystania narzaddéw $wini do T
przeszczepow u ludzi napotykajg na | crispr-cCas

przeszkody: N——
inactivated Cell nucleus
pol sequence /

obecnosc w DNA swini nieaktywnych
wirusow (PERV), ktére moga aktywowac
sie u ludzi

Somatic cell
nuclear transfer
s performed whereby

° immunOgenﬂOSC the fibroblast nucleus

v
that contains the .
inactivated pol gene E‘:;gg;:;gﬁﬁg /
W 2017 r. uzyskano za pomocg CRISPR/ SISO It surrogate

a denucleated oocyte.

SOWS. ,T

Cas transgeniczne swinie pozbawione
wszystkich utajonych wirusow w DNA

GENOME ENGINEERING A B
Inactivation of porcine endogenous actated
lich organs

e used for
transplant.

retrovirus in pigs using CRISPR-Cas9

Dong Niu,"** Hong-Jiang Wei,>** Lin Lin,”* Haydy George,'* Tao Wang,*

I-Hsiu Lee,'* Hong-Ye Zhao,? Yong Wang,® Yinan Kan,! Ellen Shrock,” Emal Lesha,!
Gang Wang,'! Yonglun Luo,’ Yubo Qing,?>* Deling Jiao,>* Heng Zhao,>*

Xiaoyang Zhou,® Shouqi Wang,® Hong Wei,® Marc Giiell,t

George M. Church,""*} Luhan Yang'tf Ny et al., Science 357, 1303-1307 (2017)




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
Zenapax

CHIMERIC Myelotarg
Rituxan Campath

Remicade Xolair
Reopro Raptiva

MOUSE

OKT3 Simulect Avastin
BEXXAR Erbitux Tsyabri
Zevalin (Actemra-Japan) http://www2.mrc-Imb.cam.ac.uk/

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

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



