
Metody genetyki i genomiki

Redagowanie genomów i biologia syntetyczna



Redagowanie genomu

• Wprowadzenie zmiany w określonym 
miejscu genomu


• In situ - bez izolacji DNA i ponownego 
wprowadzenia zmienionej sekwencji!


• Do komórki wprowadzany jest system 
modyfikujący DNA
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Zasady i narzędzia

• W redagowaniu genomu, podobnie jak w 
klasycznej inżynierii genetycznej 
wykorzystuje się zmodyfikowane systemy i 
procesy naturalne


• Dwa główne etapy


• przecięcie lub nacięcie DNA w 
określonym miejscu w genomie


• naprawa powstałego uszkodzenia przez 
komórkowe systemy naprawcze



Cięcie DNA

• W redagowaniu genomu wykorzystuje się 
trzy główne grupy nukleaz 


• ZFN - zinc-finger nucleases: rozpoznawanie 
DNA przez domenę palca cynkowego i 
cięcie przez restryktazę Fok1


• TALEN - Transcription activator-like effector 
nucleases: rozpoznawanie DNA przez 
domenę TAL (z białek wydzielanych przez 
bakterie Xanthomonas podczas infekcji 
roślin) i cięcie przez Fok1


• Cas9 - element systemu CRISPR/Cas9



ZFN i TALEN

• Znane i stosowane dłużej, niż CRISPR/
Cas9


• Do każdej edycji trzeba skonstruować 
metodami inżynierii genetycznej 
odpowiednie białko - trudne i kosztowne



CRISPR

• Początki: badania nad nabytą odpornością 
bakterii na infekcję bakteriofagami (m. in. F. 
Mojica)


• Clustered Regularly Interspaced Short Palin
dromic Repeat (CRISPR)


• Znane od 1987, od lat 2000. powiązane z 
odpornością u bakterii



CRISPR

• DNA bakteriofaga cięty przez enzymy Cas1 
i Cas2 jest wstawiany do genomu w obszar 
powtórzeń CRISP


• Transkrypcja i obróbka tego obszaru 
powoduje powstanie crRNA, który 
nakierowuje efektorowe nukleazy (np. Cas9) 
na cięcie DNA fagowego



CRISPR w naturze

• System CRISPR u Streptococcus pyogenes


• Badania m. in. E. Charpentier


• Do nakierowania nukleazy Cas9 potrzebny 
kompleks crRNA i tracrRNA



Przełom

• 2012: Charpentier i Doudna wykazały, że 
stosując odpowiednio zaprojektowaną 
cząsteczkę RNA można nakierować Cas9 
na przecięcie dowolnego miejsca w 
genomie


• Wystarczy pojedyncza cząsteczka gRNA, 
będąca połączeniem sekwencji crRNA i 
tracrRNA - projektowanie synteza takiej 
cząsteczki są łatwe i niedrogie


• W tym samym roku podobny pomysł: 
Virginijus Šikšnys (Wilno)



Po cięciu

• Przecięty DNA - pęknięcie dwuniciowe 
(DSB- double strand break) - przez 
komórkę traktowane jako poważne 
uszkodzenie


• Indukowane systemy naprawcze


• Powstaje mała delecja


• W obecności donorowego DNA naprawa 
rekombinacyjna - wstawienie 
zmodyfikowanej sekwencji

© Advanced Analycical



Modyfikacje 

• Edycja bez cięcia


• Zmodyfikowana Cas9 tylko nacina jedną z 
dwóch nici - wystarczy do indukcji 
systemów naprawczych


• Domena deaminazy może zmienić np.:


• C -> U (U potem naprawiane do T)


• A -> I (przy replikacji jak G)


• Zmiany pojedynczych nukleotydów, bardzo 
precyzyjne



Modyfikacje 

• Edycja z odwrotną transkrypcją (“search & 
replace”)


• Zmodyfikowana Cas9 tylko nacina jedną z 
dwóch nici, połączona z domeną odwrotnej 
transkryptazy (RT)


• Wstawienie sekwencji z pegRNA



Modyfikacje - regulacja

• Cas9 nieaktywna - nie tnie DNA


• Związana domena aktywująca lub 
hamująca transkrypcje


• Związane domeny wprowadzające 
modyfikacje epigenetyczne (np. metylacja 
DNA) - dopiero rozwijane



Zastosowania - badania

• Metoda badawcza


• Odwrotna genetyka - poznajemy funkcję 
genu badając efekt fenotypowy mutacji 
(najczęściej utraty funkcji) - podstawowa 
metoda poznawcza genetyki


• Dotychczas stosowana u stosunkowo 
nielicznych organizmów modelowych


• CRISPR/Cas9 pozwala na rozszerzenie 
pola badań na inne organizmy, wcześniej 
rzadko badane w ten sposób



Zastosowania - 
biotechnologia

• Można modyfikować geny roślin i zwierząt


• Nie pozostawia śladów, nie wprowadza 
obcego DNA


• Dyskusja - czy powinno podlegać tym 
samym restrykcjom, co tzw. GMO


• Decyzja UE 2018 - tak, podlegają 
restrykcjom



Napędy genowe - 
przełamanie I prawa Mendla

• Gene drive, inaczej "nadpisywarki genów"


• Organizm z wstawionym w genom 
systemem modyfikującym


• Przy krzyżówce z dzikim: całość 
potomstwa zmodyfikowana


• Próby zastosowania w walce z gatunkami 
inwazyjnymi


• Duże kontrowersje



Zastosowania - u człowieka

• In vivo - zmiany w komórkach 
somatycznych pacjenta


• Ex vivo - modyfikacja komórek pobranych 
od pacjenta i hodowanych in vitro, 
następnie wprowadzenie ich do organizmu


• W linii płciowej - modyfikacje zarodkowe



In vivo

• Korekcja mutacji w komórkach chorych


• Główne wyzwanie - dostarczenie systemu 
do odpowiednich komórek z odpowiednią 
wydajnością


• Obecnie - badania na modelach 
zwierzęcych (np. dystrofia Duchenne’a, 
choroby oka)


• Niektóre na etapie badań klinicznych



 Ex vivo

• Możliwe zastosowanie do komórek i 
tkanek, które można hodować i namnażać


• W połączeniu z rozwojem badań nad 
komórkami macierzystymi


• Np. komórki krwi (hemoglobinopatie, jak 
anemia sierpowata), AIDS, skóra 


• Etap badań klinicznych



Komórki CAR-T

• Immunoterapia np. nowotworów


• chimeric antigen receptor T cells


• zmodyfikowane białko receptorowe 
naprowadza limfocyty-T na komórki 
docelowe 



Modyfikacje zarodkowe

• Modyfikacja zarodkowych komórek 
macierzystych przy zapłodnieniu 
pozaustrojowym


• Trwała i dziedziczna modyfikacja


• Obecnie uznane za nieetyczne - 
dobrowolne moratorium



Etyka i redagowanie genomu

• Propozycja moratorium


• konieczne dopracowanie strony 
technicznej


• konieczne dobre zbadanie strony 
naukowej (konsekwencje modyfikacji)


• konieczna ocena skutków społecznych


• Nie dotyczy:


• komórek somatycznych


• eksperymentów nie związanych z 
implantacją zarodka 



U zwierząt

• Próby wykorzystania narządów świni do 
przeszczepów u ludzi napotykają na 
przeszkody:


• obecność w DNA świni nieaktywnych 
wirusów (PERV), które mogą aktywować 
się u ludzi


• immunogenność


• W 2017 r. uzyskano za pomocą CRISPR/
Cas transgeniczne świnie pozbawione 
wszystkich utajonych wirusów w DNA



CCR5 i AIDS u człowieka
• CCR5 koduje receptor chemokin


• uczestniczy w komunikacji między 
komórkami układu odpornościowego


• dokładna rola nie w pełni poznana


• Jest wykorzystywany jako koreceptor przez 
wirusa HIV


• Białko, do którego przyłącza się wirus 
wnikając do komórek


• Homozygoty Δ32/Δ32 są oporne na infekcję 
niektórymi szczepami HIV 


• takich osób jest nie więcej niż 2-4%, w 
większości populacji znacznie mniej



Berliński pacjent

• 40-letni mężczyzna z ostrą białaczką 
szpikową, 10 lat wcześniej zdiagnozowany 
jako nosiciel HIV i leczony terapią HAART


• Przeszczep szpiku, dawca był homozygotą 
CCR5Δ32 


• Po przeszczepie zanik wirusa


• Poważne komplikacje po przeszczepie 
(choroba przeszczep przeciwko 
gospodarzowi - GVHD)


• Redagowanie genomu umożliwi 
wprowadzenie mutacji CCR5Δ32 do 
własnych komórek pacjenta - w badaniach 
klinicznych



19.11.2018

• He Jiankui ogłasza narodziny dzieci (dwóch 
dziewczynek), których genomy poddano 
edycji


• Cel: inaktywacja genu CCR5 mająca 
chronić przed infekcją HIV


• ojciec dziewczynek jest nosicielem


• Ogłoszenie poprzez wywiad prasowy i  film 
na Youtube (!)


• Później prezentacja na konferencji


• Brak recenzowanej publikacji - trudno 
ocenić merytoryczną i techniczną jakość 
eksperymentu



Aspekt merytoryczny

• U jednej z dziewczynek (Nana) inaktywowane obie 
kopie genu, u drugiej (Lulu) tylko jedna (to nie daje 
pożądanego efektu)


• U obu dziewczynek nie wszystkie komórki są 
zmodyfikowane mozaikowość


• U obu dziewczynek inaktywacja nie jest kompletna


• Nana: jedna kopia Δ15, druga nienaruszona


• Lulu: obie kopie Δ4/+1



Aspekt merytoryczny

• Nie wiadomo, czy choć jedna z bliźniaczek 
rzeczywiście nabyła oporność na HIV


• He twierdzi, że sprawdził czy nie ma niepożądanych 
mutacji ubocznych (off-target), ale danych brak


• badania nad tym, jak często takie mutacje 
występują i jak im zapobiegać trwają



Inne wątpliwości

• Niejasny status zgody komisji etycznej (zgłoszenie po rozpoczęciu projektu, 
niepewna autentyczność dokumentów) 

• Wątpliwości do do świadomej zgody uczestników - rodziców 

• Niejasny tryb rekrutacji uczestników (przez grupę wsparcia nosicieli HIV) 

• Niepewne jest to, czy władze szpitala i rząd Chin wiedziały o projekcie i go wspierały 

• Niejasna dalsza sytuacja He Jiankui  

• wersja oficjalna: projekt zatrzymany, He zwolniony z pracy przebywa w areszcie 
domowym



Co z eksperymentem He?

• Ojciec dziewczynek jest nosicielem HIV


• Przy zapłodnieniu pozaustrojowym łatwo 
zapobiec przeniesieniu infekcji od ojca 
(płukanie spermy)


• Nawet gdy nosicielką jest matka, można 
zapobiegać przeniesieniu infekcji przez 
odpowiednie leczenie (ryzyko <1%)


• Profilaktyka dla osób żyjących z nosicielami 
dobrze znana


• Lulu i Nana nie były znacząco zagrożone 
infekcją HIV!



Zastosowania modyfikacji 
genomu

• Kliniczny pożytek z modyfikacji CCR5 w 
zarodkach (jak w eksperymencie He) jest 
wątpliwy (można prościej zapobiec infekcji 
u noworodków)


• A co z chorobami genetycznymi?


• Cechy jednogenowe (jeden gen - jedna 
cecha) u człowieka to rzadkie choroby 
genetyczne (np. mukowiscydoza, choroba 
Huntingtona)


• Cechy zmienności prawidłowej i podatność 
na częste choroby zależą od oddziaływań 
setek genów i środowiska - cechy 
wieloczynnikowe



Choroby jednogenowe - czy 
konieczne redagowanie?

• Ryzyko urodzenia chorego dziecka zależy 
od rodziny i cechy, ale zwykle nie więcej niż 
25% - 50%


• Zapłodnienie pozaustrojowe i diagnostyka 
preimplantacyjna pozwala uniknąć choroby


• Problemy etyczne takie same, jak przy 
ewentualnym redagowaniu genomu



Kwestia modyfikacji

• Cechy zależne od pojedynczych genów 
mogą być łatwo modyfikowane za pomocą 
redagowania genomu


• Cechy wieloczynnikowe?


• nie rozumiemy zależności między 
zmiennością pojedynczych elementów a 
fenotypem


• konieczna skoordynowana modyfikacja 
setek genów jednocześnie


• w przewidywalnej przyszłości - science 
fiction



Najbardziej obiecujące medyczne zastosowania redagowania 
genomu

• Modyfikacje komórek somatycznych 

• Korekta defektów w komórkach chorego, ale już po jego urodzeniu - 
redagowanie ex vivo 

• Nie będzie przenoszona na kolejne pokolenia 

• Jako metoda badania genów!!



Co dalej?

• Współczesna genetyka dobrze rozumie działanie pojedynczych genów 

• Współczesna biotechnologia molekularna bardzo sprawnie manipuluje 
pojedynczymi genami 

• A co z bardziej złożonymi, wieloczynnikowymi cechami?



Biologia systemów - wyzwanie



Inżynieria ewolucyjna



Inżynieria ewolucyjna

Brassica oleracea var. silvestris (brzoskiew) Brassica oleracea odmiany uprawne

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


Biologia syntetyczna

• Współczesna inżynieria genetyczna ograniczona jest do prostych systemów, 
gdzie za pożądaną funkcję odpowiada jeden lub kilka genów 

• Biologia syntetyczna - projektowanie nowych systemowych właściwości 
organizmów żywych



Biologia syntetyczna

• Dwa oblicza biologii syntetycznej: 

• Odtworzenie właściwości układów żywych (właściwości emergentne) za pomocą 
cząsteczek niewystępujących w naturze 

• E. Kool, R. Rawls, 2000 – podejście chemików 

• Wykorzystanie elementów układów biologicznych do konstrukcji nowych 
systemów o zaprojektowanych właściwościach 

• W. Szybalski, B. Hobom, 1980 – inżynieria genetyczna



Nowe zasady DNA

• Dodatkowa para zasad w DNA


• Utrzymuje się w genomie
synthorx.com



Syntetyczna biochemia

• Analogi cząsteczek biologicznych o 
nowych, rozszerzonych możliwościach


• DNA z dodatkowymi parami zasad


• Białka z nowymi aminokwasami

https://synthorx.com/



Biologia syntetyczna

• Wykorzystanie elementów układów biologicznych do konstrukcji nowych 
systemów o zaprojektowanych właściwościach



Biologia syntetyczna a inżynieria genetyczna

• Inżynieria genetyczna - manipulacje pojedynczymi genami - zmiany 
pojedynczych cech 

• bakterie wytwarzające insulinę 

• rośliny broniące się przed szkodliwymi owadami (wytwarzaniem jednego 
białka pochodzenia bakteryjnego) 

• Biologia syntetyczna - konstrukcje organizmów o nowych właściwościach 
(“biokonstruktorstwo” - S. Lem)



Stan współczesny

• Możliwe są coraz bardziej zaawansowane manipulacje poszczególnymi składnikami 
życia 

• syntetyczne peptydy i białka, lipidy, DNA, RNA 

• syntetyczne geny i genomy 

• proste syntetyczne replikatory 

• Nie udało się jeszcze stworzyć układu żywego w całości, bez udziału elementów 
uzyskanych z istniejących układów żywych



Podejścia biologii syntetycznej

• “od góry” (top-down) - głęboka modyfikacja istniejących systemów 

• minimalne genomy 

• syntetyczne genomy 

• przeprojektowane genomy 

• Przykład - ortogonalny kod genetyczny



Manipulacje DNA

• DNA można manipulować w probówce, 
amplifikować, zmieniać itp.


• Ponownie wprowadzony do komórki 
funkcjonuje równie dobrze, jak “naturalny”



Synteza chemiczna DNA

• DNA można “skopiować” z istniejącego 
DNA lub RNA


• nie więcej niż 10-20 tys. nukleotydów na 
raz


• DNA można syntetyzować chemicznie


• Ograniczenie – nie więcej niż ~100 
nukleotydów na raz


• Większe cząsteczki trzeba składać z tych 
małych fragmentów



Syntetyczne geny

• 1972, Khorana i wsp., gen kodujący tRNA drożdży, 77 par nukleotydów z 15 
fragmentów (po 5-20 nt) 

• 1979 – pierwszy, który działał (207 pz) 

• 1981, Edge i wsp., gen kodujący białko – interferon człowieka (514 pz), 
wprowadzony do bakterii



Pierwszy syntetyczny wirus

• 2002, Cello, Paul & Wimmer


• Matryca DNA wirusa polio złożona z 
syntetycznych fragmentów i przepisana na 
RNA


• Genom wprowadzony do komórek w 
hodowli namnaża się i produkuje cząstki 
wirusowe



Syntetyczne wirusy

• Synteza genomów wirusowych stała się powszechnym narzędziem 

• Odtwarzanie wirusów nieistniejących już w naturze



Grypa 1918

• Na podstawie sekwencji z tkanek ciał ofiar 
odtworzono sekwencję wirusa grypy 
epidemii 1918 (hiszpanki)


• ~50 milionów ofiar śmiertelnych


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



1918 – tajemnice zabójcy

• Odtworzony wirus jest bardzo zjadliwy


• Infekuje i zabija myszy silniej niż 
współczesne wirusy grypy


• Wiadomo, który gen (i która cząsteczka) 
wirusa odpowiada za taką wirulencję – 
hemaglutynina (HA)


• Wiadomo, dlaczego ten wirus dobrze 
namnaża się nie tylko w komórkach płuc


• Wiadomo, że może infekować ptaki i 
prawdopodobnie pochodzi od ptasiego 
wirusa



Grypa 1918 - 
bezpieczeństwo

• Projekt wzbudził wiele kontrowersji


• Zagrożenie, ale i korzyści


• Lepiej rozumiemy, dlaczego pewne 
szczepy wirusa są bardziej niebezpieczne 
od innych


• Wielu ludzi wciąż ma częściową 
odporność na wirusa 1918 


• Wiadomo, które leki na niego działają


• W razie problemu łatwo będzie można 
stworzyć szczepionkę



Pierwszy syntetyczny 
funkcjonujący genom

• 2010


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


• Złożony z 1000 kaset po 1080 pz


• Składanie z pomocą drożdży
“znaki wodne”



Kolejny krok - syntetyczny 
genom minimalny

• Na podstawie JCVI-syn1.0


• Usunięte geny, które nie są niezbędne do 
życia (w warunkach laboratorium)


• 531 kb, 473 geny



Modelowanie

• Minimalne komórki dają się modelować 
matematycznie


• Ale nie jest to model pozwalający na 
powiązanie zmienności genotypu ze 
zmiennością fenotypu! 



Drożdże 2.0 - syntetyczny 
genom eukariotyczny

• Projekt stworzenia syntetycznego genomu 
S. cerevisiae

http://syntheticyeast.org



Podejście “od dołu” (bottom-
up)

• Repertuar elementów i podstawowych 
obwodów


• Matematyczny model elementów


• Projektowanie i składanie systemów z 
elementów (cegiełek)



Obwody biologiczne

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



Metafora obwodu



Biologia syntetyczna open source

• Etos otwartości i wymiany informacji w biologii syntetycznej silniejszy, niż w 
tradycyjnej biologii molekularnej 

• OpenWetware



Format BioBrick

BBa standard: 

• prefix: EcoRI/NotI/XbaI 

• suffix: BcuI/NotI/PstI

http://partsregistry.org/Main_Page



iGEM

• International Genetically Engineered Machine competition (iGEM) 

• Studenci i doktoranci



– Richard Feynman

“What I cannot build I cannot understand”



Podsumowanie

• Nowe techniki manipulowania genomami otwierają możliwość łatwego 
wprowadzania zmian w różnych organizmach 

• Biologia systemów i biologia syntetyczna podejmują wyzwanie zrozumienia i 
konstruowania coraz bardziej złożonych układów



Podsumowanie

• Genomika to nie jest genetyka i biologia, tylko na większą skalę 

• Nie osiągniemy dalszego znaczącego postępu w zrozumieniu genetyki 
posługując się dotychczasowym językiem biologii (opisowy + statystyka) 

• Konieczne jest stworzenie teoretycznych podstaw systemów biologicznych 

• Biologią musi stać się bardziej podobna do fizyki  

• ale nie wystarczy redukcja do współcześnie rozumianej fizyki



Stephen Hawking
January 23, 2000`

Network Science: Introduction


