Metody genetyki | genomiki

Redagowanie genomow i biologia syntetyczna



Redagowanie genomu

Wprowadzenie zmiany w okreslonym
miejscu genomu

In situ - bez izolacji DNA | ponownego
wprowadzenia zmienione] sekwenciji!

Do komorki wprowadzany jest system
modyfikujacy DNA

© MIT News



Zasady | narzedzia

W redagowaniu genomu, podobnie jak w
klasycznej inzynierii genetycznej
wykorzystuje sie zmodyfikowane systemy |
procesy naturalne

Dwa gtowne etapy

przeciecie lub naciecie DNA w
okreslonym miejscu w genomie

naprawa powstatego uszkodzenia przez
komorkowe systemy naprawcze
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Ciecie DNA ZFN

W redagowaniu genomu wykorzystuje sie
trzy gtobwne grupy nukleaz

Zinc fingers

ZFN - zinc-finger nucleases: rozpoznawanie
DNA przez domene palca cynkowego i

ciecie przez restryktaze Fok1 TALEN

TALEN - Transcription activator-like effector
nucleases: rozpoznawanie DNA przez
domene TAL (z biatek wydzielanych przez |
bakterie Xanthomonas podczas infekcii S~
roslin) i ciecie przez Fok

TALE

CRISPR/Cas9 SQRNA
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ZFN 1 TALEN
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The CRISPR timeline:
CR'SPR from discovery to genome editing and beyond

Discovery of CRISPRs in M. tuberculosis CRISPR-Cas9 hijacked as genome editing tool

First discovery of CRISPRs in E. coli | Discovery of adaptive immunity role of CRISPRs Science names CRISPR Breakthrough of the Year CRISPR-Cas for epigenome editing

Poczatki: badania nad nabytg odpornoscig
bakterii na infekcje bakteriofagami (m. in. F. 1987 1993 Early2000s 2012 2015 Beyond

Mojica) CRISPR Locus on a Bacterial Chromosome

Clustered Regularly Interspaced Short Palin
dromic Repeat (CRISPR)

Bacterial Chromosome
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Cavanagh & Garrity, “CRISPR Mechanism”, CRISPR/Cas9, Tufts University, 2014.



CRISPR

DNA bakteriofaga ciety przez enzymy Casf
| Cas? jest wstawiany do genomu w obszar
powtdrzen CRISP

Transkrypcja i obrobka tego obszaru
powoduje powstanie crRNA, ktory
nakierowuje efektorowe nukleazy (np. Cas9)
na ciecie DNA fagowego

Adaptation i ' . \

Cas1-Cas2 Integration of
protospacer
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cas operon CRISPR array

crRNA Maturation
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CRISPR w naturze

Natural CRISPR Pathway

System CRISPR u Streptococcus pyogenes
Badania m. in. E. Charpentier

Do nakierowania nukleazy Cas9 potrzebny
kompleks crBNA i tracrRNA
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Cavanagh & Garrity, “CRISPR Mechanism”, CRISPR/Cas9, Tufts University, 2014.



Przetom

2012: Charpentier i Doudna wykazaty, ze
stosujgc odpowiednio zaprojektowana
czasteczke RNA mozna nakierowa¢ Cas9
na przeciecie dowolnhego miejsca w
genomie

Wystarczy pojedyncza czasteczka gRNA,
bedaca pofaczeniem sekwencji crRNA |
tracrBNA - projektowanie synteza takiej
czasteczki sg tatwe | niedrogie

W tym samym roku podobny pomyst:
Virginijus Siksnys (Wilno)

a Guide RNA

Cas9 -+
— b
Genome Double-strand
break
Nature | Vol 576 | 5 December 2019
CRISPR-Cas9
Cas9
/\Kom
9,
H

Nature | Vol 578 | 13 February 2020
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Figure 2: Engineered Guide RNA. Engineered guide RNA is a single strand of RNA. It forms one tetraloop and two or three stem loops (three shown). Target complimentary region is
shown in red. (original figure) (crystal image rendered from PDB: 4UN3 Anders et al. 2014.)

Cavanagh & Garrity, “CRISPR Mechanism”, CRISPR/Cas9, Tufts University, 2014.




Po cieciu CRISPR/Cas9

- Przeciety DNA - pekniecie dwuniciowe
(DSB- double strand break) - przez
komorke traktowane jako powazne
uszkodzenie NHEJ

Repair dsDNA
- Indukowane systemy naprawcze ZW

- Powstaje mata delecja

- W obecnosci donorowego DNA naprawa

rekombinacyjna - wstawienie 41 mmr WA sl 2

zmodyfikowane] sekwenciji

© Advanced Analycical



Base editor

Modyfikacje T -
Cas9
CGC CAC
NEE= N G l
i f i GCG GTG T
Edycja bez ciecia P ~“
| - CTC CCC R
Zmodyfikowana Cas9 tylko nacina jedna z 111 =111 .
dwoch nici - wystarczy do indukcji A N va/
systemow naprawczych O
Domena deaminazy moze zmienic np.: Nature | Vol 578 | 13 February 2020
C -> U (U potem naprawiane do T) > o I !ickproducing o
A -> | (przy replikacji jak G) o U DNA repair T

Deaminase

Zmiany pojedynczych nukleotydow, bardzo
precyzyjne

Nature | Vol 576 | 5 December 2019



Modyfikacje

Edycja z odwrotng transkrypcja (“search &
replace”)

- Zmodyfikowana Cas9 tylko nacina jedna z
dwoch nici, potaczona z domena odwrotne; -
everse

transkryptazy (RT) transcriptase f\

L . Nature | Vol 578 | 13 February 2020
- Wstawienie sekwencji z pegRNA | Vol 578 | 13 Y

C e s
f N\ 8“?\'”31 Optional
£ EESEEE | second nick

~ Nick DNA repair
Reverse
transcriptase

Nature | Vol 576 | 5 December 2019



CRISPRAI
Inhibitor

Modyfikacje - regulacja

-+ Cas9 nieaktywna - nie tnie DNA

- Zwigzana domena aktywujgca lub
hamujgca transkrypcje

- Zwigzane domeny wprowadzajace
modyfikacje epigenetyczne (np. metylacja CRISPRa
DNA) - dopiero rozwijane

g

Nature | Vol 578 | 13 February 2020



Zastosowania - badania

Metoda badawcza

- Odwrotna genetyka - poznajemy funkcje
genu badajgc efekt fenotypowy mutaciji
(najczesciej utraty funkciji) - podstawowa
metoda poznawcza genetyki

Dotychczas stosowana u stosunkowo
nielicznych organizmdow modelowych

- CRISPR/Cas9 pozwala na rozszerzenie
pola badan na inne organizmy, wczesniej
rzadko badane w ten sposob

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



/astosowania -
biotechnologia

Mozna modyfikowac geny roslin i zwierzat

Nie pozostawia sladow, nie wprowadza
obcego DNA

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

Decyzja UE 2018 - tak, podlegaja

reSt ry kCJ O m Umea University's Stefan Jansson served the CRISPR cabbage along with pasta, snowpeas, bruschetta bread and other

veggies and herbs Stefan Jansson/Umea University

First gene-edited meal served up from
CRISPR cabbage



Napedy genowe -
orzetamanie | prawa Mendla

- (Gene drive, inaczej "nadpisywarki genow"

+ Organizm z wstawionym w genom
systemem modyfikujgcym

+ Przy krzyzowce z dzikim: catosc
potomstwa zmodyfikowana

- Proby zastosowania w walce z gatunkami
iInwazyjnymi

- Duze kontrowersije
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Zastosowania - u cztowieka

In vivo - zmiany w komodrkach
somatycznych pacjenta

- Ex vivo - modyfikacja komorek pobranych
od pacjenta i hodowanych in vitro,
nastepnie wprowadzenie ich do organizmu

W linii ptciowej - modyfikacje zarodkowe

CRISPR-Cas editors

Immuno-oncology

. In vivo
B Ex vivo

CRISPR-Cas9
PD1-edited T
cells

CTX120; BCMA

NYCET cells; CART
NY-ESO-1-
directed T cells

CTX110; CD19
CART

2005

Other editors

2010

2016 2017

UCART19;

CD19 CART®

UCART123;
CD123 CART"

2018

2019 2020

PBCAR0191; CD19 CAR T*

[
ALLO-715; BCMA CART®

|
UCART22; CD22 CART®

[
UCARTCS1; CS1 CART"

Nature Reviews | Drug Discovery

VOLUME 19 | JUNE 2020 | 367



Duchenne muscular dystrophy

B
=  Skeletal muscle cell

In vivo R
]47 48 || 49 n 52>>53|:

Exon structure of DMD gene

v
Dys@hin
\\ \ ¢ A

- Korekcja mutacji w komorkach chorych

-

- Gtéwne wyzwanie - dostarczenie systemu -
do odpowiednich komorek z odpowiednia g >
L Muscle contraction
Wyd aj NOSCI a .. causes cell damage .
* Ca2* 41 MR Ca2+

v L .. .. * v
= 4

d ! Calcium influx causes cell death
Ob.ecnle - badania na mgdelach Yy
zwierzecych (np. dystrofia Duchenne’a, Progressive muscle weakness

choroby oka)

Muscle-cell editing

- Niektore na etapie badan klinicznych

. . . . . ]47 48 49“52>>53[
Table 3 | Select list of in vivo gene-editing agents in or approaching the clinic
Drug Sponsors Editor Properties Indication Status

\/
SB-913 Sangamo ZFN IDS insertion MPS I Phase I/ failed Exon 51 skipped, frame restored
EDIT-101 Allergan/Editas Medicine CRISPR—Cas9 CEP290 correction, via intron removal LCA10 Phase I/II ] 47 || a8 || 49 52>>53 |:
LBP-EC01 Locus Biosciences CRISPR-Cas3 CRISPR-carrying bacteriophage UTI Phase ll
EBT-101 Excision BioTherapeutics CRISPR-Cas9 HIV DNA excision HIV Phase lin 2020 l
NTLA-2001 Intellia/Regeneron CRISPR-Cas9 TTR knockout ATTR Phaselin 2020 | ..
Undisclosed Navega Therapeutics CRISPR-dCas9 Nav1.7 epigenetic silencing Pain Phase | by 2021 ‘ -
. .. . : .\ Healthy muscle and

Undisclosed Precision Biosciences/Gilead Meganuclease HBV DNA Hepatitis B IND 2021 UL SO Dt I

ATTR, transthyretin amyloidosis; HAE, hereditary angioedema; HBV, hepatitis B virus; IND, Investigational New Drug application; LCA10, Leber’s congenital
amaurosis 10; MPS Il, mucopolysaccharidosis type II; UTI, urinary tract infection; ZFN, zinc finger nuclease. Nature | VOI 578 l 13 February 2020
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EX VIVO -~
Step 1: Removal of cells\

Mozliwe zastosowanie do komorek |
tkanek, ktore mozna hodowac i namnazac

- W potaczeniu z rozwojem badan nad
komorkami macierzystymi

l
- Np. komorki krwi (hemoglobinopatie, jak utic \
anemia sierpowata), AlIDS, skora

T Step 3: Autologous transplantation
- Etap badan klinicznych of corrected cells

Table 1 | Select list of ex vivo gene-editing agents in or approaching the clinic

Drug Sponsors Editor Properties Indication Status
ST-400/BIVV003  Sangamo/Sanofi ZFN BCL11A-edited HSPCs  SCD and B-thalassaemia  Phase I/ll
CTX001 CRISPR Therapeutics/Vertex =~ CRISPR-Cas9 BCL11A-edited HSPCs  SCD and B-thalassaemia  Phase |

OTQ923 Intellia/Novartis CRISPR—Cas9 BCL11A-edited HSPCs  SCD and B-thalassaemia  IND approved
EDIT-301 Editas CRISPR—Cas12a HBG1/2-edited HSPCs  SCD and B-thalassaemia  IND filingin 2020
Undisclosed BEAM CRISPR base editor  Undisclosed Undisclosed IND filing in 2021

HSPC, haematopoietic stem and progenitor cell; IND, Investigational New Drug application; SCD, sickle cell disease; ZFN, zinc finger nuclease.

NATURE REVIEWS | DRUG DISCOVERY VOLUME 19 | JUNE 2020 | 369
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Komorki CAR-T

- Immunoterapia np. nowotworow
» chimeric antigen receptor T cells

-+ zmodyfikowane biatko receptorowe
naprowadza limfocyty-T na komorki
docelowe

Table 2 | Select list of immuno-oncology gene-edited candidates in or approaching the clinic

Drug Sponsors Editor Properties Indication Status
UCART19/ALLO-501 Allogene/Cellectis/Servier TALEN CD19 CART, allogeneic CD19* cancers Phase |
PBCAR0191 Precision Biosciences/Servier Meganuclease = CD19 CART, allogeneic NHL and ALL Phase |
CTX110 CRISPR Therapeutics CRISPR—-Cas9 CD19 CART, allogeneic CD19* cancers Phase I/l
NYCE T cells University of Pennsylvania/ CRISPR-Cas9 NY-ESO-1TCR MM Phase |
Parker Institute/Tmunity
ALLO-715 Allogene TALEN BCMA CART, allogeneic MM Phase |
CTX120 CRISPR Therapeutics CRISPR-Cas9 BCMA CART, allogeneic MM Phase I/1l
UCART123 Cellectis TALEN CD123 CAR T, allogeneic ~ AML Phase |
UCART22 Cellectis TALEN CD22 CART, allogeneic B-ALL Phase |
UCARTCS1 Cellectis TALEN CS1CART, allogeneic MM Phase |
NTLA-5001 Intellia CRISPR-Cas9 WT1TCR, allogeneic AML INDin 2021
Undisclosed Refuge Biotech CRISPR-dCas9  HER2 CART Cancer INDin 2021
EDIT-201 Editas CRISPR-Cas NK cells, allogeneic Solid cancers IND-enabling studies

AML, acute myeloid leukaemia; B-ALL, B cell acute lymphoblastic leukaemia; CAR, chimeric antigen receptor; IND, Investigational New Drug application;
MM, multiple myeloma; NHL, non-Hodgkin lymphoma; NK, natural killer; TALEN, transcription activator-like effector nuclease; TCR, T cell receptor.

Step 3: T cells
are engineered

to express CARs

that recognize

cancer cell. O
OO

S ’b /

Step 4: Modified
T cells are grown
and expanded in
culture

Step 5: Modified
O T cells are

infused into
\\patients

CRISPR In Step 6: CAR
immunotherapy 8 T cells track
down and Kill

o tumor cells.

Step 2: T cells are Step 1: Collect

iIsolated.

NATURE REVIEWS | DRUG DISCOVERY VOLUME 19 | JUNE 2020 | 367

patient’'s white
blood cells.

Signal Transduction and Targeted Therapy (2020)5:1



Oocyte Edited Child

M Odyﬂ kaCJ c Zd rOd kOW@ Q’ Sperm embryo  without mutation

HarmfuII:nutation e @ —
Modyfikacja zarodkowych komorek . , i
macierzystych przy zaptodnieniu ®
pozaustrojowym Child will not

develop disease

Trwata | dziedziczna modyfikacja

Obecnie uznane za nieetyczne -
dobrowolne moratorium Fig.4 |Editing the humangermline. Genomic changes made during or after



Etyka | redagowanie genomu

COMMENT - 13 MARCH 2019

Propozycja moratorium : . s
oeye Adopt a moratorium on heritable genome editing

konieczne dopracowanie strony Eric Lander, Frangoise Baylis, Feng Zhang, Emmanuelle Charpentier, Paul Berg
techniczne] and specialists from seven countries call for an international governance
framework.

konieczne dobre zbadanie strony

n au kowej (ko n Se kwe n Cj e m Odyfi kaCj i) EricS. Lander B, Francoise Baylis ™, Fengzhang®™, Emmanuelle Charpentier™, PpaulBerg™, catherine Bourgain ™, Birbel Friedrich ™, J. Keith Joung ™,

Jinsong Li , David Liu , Luigi Naldini , Jing-Bao Nie , Renzong Qiu , Bettina Schoene-Seifert , Feng Shao , Sharon Terry , Wensheng Wei B g

Ernst-Ludwig Winnacker

konieczna ocena skutkow spotecznych

Nie dotyczy:
komorek somatycznych

eksperymentdw nie zwigzanych z
implantacja zarodka



Producing PERV-inactivated pig:

Embryonic fibroblast

undergoes CRISPR-Cas
editing to inactivate
pol in PERV.

®

U zwierzat P

\ Cellular DNA
Integrated
Proby wykorzystania narzaddw $wini do T
przeszczepow u ludzi napotykajg na | crisr-cas

przeszkody: N——
inactivated Cell nucleus
pol sequence /

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

Somatic cell
nuclear transfer
s performed whereby

immunogennOéé the fibroblast nucleus

v
that contains the .
inactivated pol gene E‘:;gg;:;gﬁﬁg /
W 2017 r. uzyskano za pomocag CRISPR/ sArEnsiarad o 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)




CCR5 1 AIDS u cztowieka

CCRS5 koduje receptor chemokin

uczestniczy w komunikacji miedzy
komorkami uktadu odpornosciowego

doktadna rola nie w petni poznana

Jest wykorzystywany jako koreceptor przez
wirusa HIV

Biatko, do ktérego przytacza sie wirus
whnikajgc do komorek

Homozygoty A32/A32 sg oporne na infekcje
niektorymi szczepami HIV

takich osob jest nie wigcej niz 2-4%, w 5 " QPR. . o] -;;;p___

TIAL) ,A*L—‘—““—

wiekszosci populacji znacznie mnie; R i =

gpé




Berlinski pacjent

40-letni mezczyzna z ostrg biataczka
szpikowq, 10 lat wczesniej zdiagnozowany
jako nosiciel HIV i1 leczony terapig HAART

Przeszczep szpiku, dawca byt homozygota
CCR5A32

Po przeszczepie zanik wirusa

Powazne komplikacje po przeszczepie
(choroba przeszczep przeciwko
gospodarzowi - GVHD)

Redagowanie genomu umozliwi
wprowadzenie mutacji CCR5A32 do
wtasnych komoérek pacjenta - w badaniach
klinicznych

The NEW ENGLAND JOURNAL of MEDICINE

BRIEF REPORT

Long-Term Control of HIV by CCR5 Delta32]

Delta32 Stem-Cell Transplantation

Gero Hutter, M.D., Daniel Nowak, M.D., Maximilian Mossner, B.S.,
Susanne Ganepola, M.D., Arne Mifig, M.D., Kristina Allers, Ph.D.,

Thomas Schneider, M.D., Ph.D., J6rg Hofmann, Ph.D., Claudia Kiicherer, M.D.,

Olga Blau, M.D., Igor W. Blau, M.D., Wolf K. Hofmann, M.D.,
and Eckhard Thiel, M.D.

N Engl ) Med 2009;360:692-8.
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19.11.2018

He Jiankui ogtasza narodziny dzieci (dwoch
dziewczynek), ktorych genomy poddano
edycii

Cel: inaktywacja genu CCR5 majaca
chronic 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 recenzowanej publikacji - trudno

oceni¢ merytoryczng i techniczng jakosc¢
eksperymentu



Fdited Blastocysls

WT Blaslocysls

Aspekt merytoryczny rrh

t1bp/-4bp

U jednej z dziewczynek (Nana) inaktywowane obie | embryo2

(Nana)

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

11188 A

pozadanego efektu)

- U obu dziewczynek nie wszystkie komorki sa
zmodyfikowane mozaikowosc

CCRS editing confirmed by deep sequencing after birth

Editing Patterns Consistent between PGD, cfDNA

£ I

U obu dziewczynek inaktywacja nie jest kompletna

WS rends Miseg Allele
Reference grnome TCTCATTTTCCATACA OTCASTATCAATTCIOE  mumber ol freguendy  Genolype
MDD alter btk

Nonirviesevo Sarmgples Only

Nana: jedna kopia A15, druga nienaruszona B e

@ Umbcal Cord Tissun

Lulu: obie kopie A4/+1

Macema

Sanger Sequencing

1 ather TCVCATTITCCATALA GIOAGTATCAATIC M . . wiwi
Mother TCICATTITCCATALA GTCAMTATCAATICY . . wiwi
TCTCATTTTCCATACA GTCAGTATCAATTICNGS 7
PGD " . IAGTATCAAIICHG 4711 W
TCTCATENTCCATALA GIOAGTATCAATIC M 50
Cordblood i TCAGTATCAAT 1€ 106 ' wew WiRe
Lubu TCTCATTITCOATALA GIOAGTATCAATIC i AT O8N
Vinbilical cord | . TCAGIATCAATIC 10 = s2mn WiiRe
TCICATETICCATACA GICAGTATCAATIC 16 45 1w
Placesta 0 AN ? sazm  WiiRe
TOICATENICCATA. . .. CAGTATCAANIE Mk "M
PaD TCTCATETICCATAL AsGTCAGTATCAAT1C 100 > : e
TCTCATTITCCATA . . CAGTATCAATICTEG EV R
X Cord blood TCVWATTITCCATAL AMGTCAGTAYCAATIC S g 47 20% ‘e
Nose HWAHAIIHIEAA CAGIANEAAL I A 519%
Umbilical cord TERCAT TN IO ATAL At AT AT AAL L M = 48 (s BerRe
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Aspekt merytoryczny

Nie wiadomo, czy cho¢ jedna z blizniaczek
rzeczywiscie nabyta opornos¢ na HIV

He twierdzi, ze sprawdzit czy nie ma niepozadanych # ’ L JOSE L pasooyts Prognency
. HIV Carrier HIV Negativé Injection
mutacji ubocznych (off-target), ale danych brak C | |
P "5 “oNa.
. . . . | & Per;'ggeral / .5 Cells Biops .
badania nad tym, jak czesto takie mutacje L B e e

Weeks Weeks  Weeks

wystepuja i jak im zapobiegac trwaja

—_——

Sanger Sequencing Sanger Sequencing MiSeq Targeted Sequencing

55 8§ 609 Cancer Genes
X
{ 30X WGS 30X WGS Ultra Deep Sequencing (40,000X)

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

—



Inne watpliwosci

- Nigjasny status zgody komisji etycznej (zgtoszenie po rozpoczeciu projektu,
niepewna autentycznos¢ dokumentow)

-+ Watpliwosci do do swiadomej zgody uczestnikow - rodzicow

- Nigjasny tryb rekrutacii uczestnikOw (przez grupe wsparcia nosicieli HIV)

- Niepewne jest to, czy wtadze szpitala | rzad Chin wiedziaty o projekcie | go wspieraty
+ Niejasnha dalsza sytuacja He Jiankul

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



Co z eksperymentem He?

Paediatric and Perinatal Epidemiology 1995, 9, 1-29

Ojciec dziewczynek jest nosicielem HIV Review Article
Przy zaptodnieniu pozaustrojowym tatwo Mother-to-infant HIV transmission: timing, risk
zapobiec przeniesieniu infekcji od ojca factors and prevention

(ptukanie spermy)
o . _ Louise Kuhn and Zena A. Stein
Nawet gdy nosicielkg jest matka, mozna Columbia University, Division of Epidemiology, Gertrude H.
Zapgbiegaé przeniesieniu mfekC“ przez Sergievsky Center and HIV Center for Clinical and Behavioral
: : - Studies, New York, USA
odpowiednie leczenie (ryzyko <1%)

Profilaktyka dla osob zyjacych z nosicielami
dobrze znana

Lulu i Nana nie byly znaczaco zagrozone
infekcja HIV!



Cystic fibrosis inheritance pattern

Zastosowania modyfikacil o—
geﬂOm U Mother Father with normal CF

gene

A co z chorobami genetycznymi?

Chromosome 7
ith defecti
- Kliniczny pozytek z modyfikacji CCR5 w I;'p g.:,: ks
zarodkach (jak w eksperymencie He) jest —_
watpliwy (mozna prosciej zapobiec infekciji Carrier of ' ' | I Carrier of
: defective CF defective CF
u noworodkow) z °ge':: . °ge'::
| l |

Children

- Cechy jednogenowe (jeden gen - jedna

| I l |
cecha) u cztowieka to rzadkie choroby
genetyczne (np. mukowiscydoza, choroba
Huntingtona)
- Cechy zmiennosci prawidtowej i podatnosc¢ ' l I I I I I I

na czeste choroby zaleza od oddziatywan
setek genow i Srodowiska - cechy
wieloczynnikowe

Does not Carrier of Carrier of Has CF
have CF defective defective
CF gene CF gene

virtualmedicalcentre.com




Choroby jednogenowe - czy
konieczne redagowanie”

Biopsied cell

Ryzyko urodzenia chorego dziecka zalezy
od rodziny i cechy, ale zwykle nie wiecej niz
25% - 50%

Affected

Zaptodnienie pozaustrojowe i diaghostyka
preimplantacyjna pozwala uniknac choroby

Problemy etyczne takie same, jak przy
ewentualnym redagowaniu genomu

Figure 3 | Polar body and cleavage stage biopsies.

NATURE REVIEWS | GENETICS VOLUME 3 | DECEMBER 2002 | 951
© 2002 Nature Publishing Group



Kwestia modadyfikaci

- Cechy zalezne od pojedynczych gendow
moga by¢ tatwo modyfikowane za pomoca
redagowania genomu

-+ Cechy wieloczynnikowe?
- nie rozumiemy zaleznosci miedzy
zmiennoscig pojedynczych elementow a

fenotypem

+ konieczna skoordynowana modyfikacja
setek gendw jednoczesnie

- W przewidywalnej przysztosci - science
fiction




Najlbardzie] obiecujgace medyczne zastosowania redagowania
genomu

+ Modyfikacje komorek somatycznych

- Korekta defektow w komorkach chorego, ale juz po jego urodzeniu -
redagowanie ex vivo

+  Nie bedzie przenoszona na kolejne pokolenia

- Jako metoda badania genow!!



Co dalg]”

- Wspodtczesna genetyka dobrze rozumie dziatanie pojedynczych genow

+ Wspotczesna biotechnologia molekularna bardzo sprawnie manipuluje
pojedynczymi genami

+ A CcO z bardzie] ztozonymi, wieloczynnikowymi cechami”



Biologia systemow - wyzwanie




Inzynieria ewolucyjna

schnauzer

chow chow

collie German shepherd



Inzynieria ewolucyjna

Brassica oleracea odmiany uprawne

Brassica oleracea var. silvestris (brzoskiew)


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

Biologia syntetyczna

+ Wspotczesna inzynieria genetyczna ograniczona jest do prostych systemaow,
gdzie za pozadang funkcje odpowiada jeden lub kilka genow

+ Biologia syntetyczna - projektowanie nowych systemowych wifasciwosci
organizmow zywych



Biologia syntetyczna

»+ Dwa oblicza biologil syntetyczney:

- Odtworzenie wiasciwosci uktadow zywych (wtasciwosci emergentne) za pomoca
czagsteczek 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 czgsteczek biologicznych o
nowych, rozszerzonych mozliwosciach

- DNA z dodatkowymi parami zasad

Biatka z nowymi aminokwasami

N O---H-NH
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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/



Biologia syntetyczna

- Wykorzystanie elementow uktaddw biologicznych do konstrukcji nowych
systemOw O zaprojektowanych wiasciwosciach



Biologia syntetyczna a inzynieria genetyczna

+ Inzynieria genetyczna - manipulacje pojedynczymi genami - zmiany
pojedynczych cech

- bakterie wytwarzajgce insuline

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

+ Biologia syntetyczna - konstrukcje organizmow 0 nowych wiasciwosciach
(“biokonstruktorstwo” - S. Lem)



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 istniejacych uktadow zywych



Podejscia biologii syntetycznej

- “od gory” (top-down) - gteboka modyfikacja istniejacych 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
nukleotyddw na raz

- Wieksze czgsteczki trzeba sktadac z tych
matych fragmentow



Syntetyczne geny

- 1972, Khorana 1 wsp., gen kodujacy tRNA drozdzy, 77 par nukleotydow z 15
fragmentow (po 5-20 nt)

- 1979 - pierwszy, ktory dziatat (207 pz)

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



Plerwszy syntetyczny wirus

2002, Cello, Paul & Wimmer

Matryca DNA wirusa polio ztozona z

syntetycznych fragmentow i przepisana na A
RNA Caaz 652 Hagz 388 Nog 245 0131196 P7.501 S2,340

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

Fig 1 | Poliovirus and its empirical formula.




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 zabdjcy

- Odtworzony wirus jest bardzo zjadliwy

- Infekuje i zabija myszy silniej niz
wspotczesne wirusy grypy

- Wiadomo, ktory gen (i ktdéra 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 kontrowersiji
- 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
stworzyC 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

| - O “znaki wodne”
- Sktadanie z pomocg 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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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
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Kolejny krok - syntetyczny
genom minimalny

JCVI-synl.0
1,078,809 bp

Na podstawie JCVI-syn1.0 . [ 3149000

200000,

Usuniete geny, ktore 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




Modelowanie

- Minimalne komorki daja sie modelowac

matematycznie

- Ale nie jest to model pozwalajacy na
powigzanie zmiennosci genotypu ze

zmiennoscia fenotypul!

Thornburg et al., 2022, Cell 185, 345-360
January 20, 2022 © 2021 The Author(s). Published by Elsevier Inc.
https://doi.org/10.1016/j.cell.2021.12.025

Whole-Cell Simulations

dp((i’t"t) = ﬁP(x,t) + f)P(x, t)

Cellular Processes - R, D

Nucleosides,
Amino Acids,
Lipids, and

Kinetic Data From
Experiments

Chromosome
Configuration

1
.

Cells
ATP Cost

T 1
- o \ Hyrll‘luJ\s]M | VI
W "|"”‘le'1 ) I’

Doubling Time Time

Genomics
Proteomics
Metabolomics

MRNA count
1

| | 1 | | |
Time

Initial Cell State - xg Time-Dependent Cell State - x(¢)

Highlights
e 3D spatial resolution of a fully dynamical whole-cell
kinetic model

e Detailed single-reaction, single-cell accounting of time-
dependent ATP costs

e Genome-wide mRNA half-lives emerge from length-
dependent kinetics and diffusion

e Connections among metabolism, genetic information, and
cell growth are revealed



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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Complete Designed, in synthesis/assembly



Podejscie “od dotu” (bottom-
up)

- Repertuar elementow i podstawowych
obwodow

- Matematyczny model elementow

- Projektowanie i sktadanie systemow z
elementdw (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



Biologia 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:
e prefix: EcCoRI/Notl/Xbal
o suffix: Bcul/Notl/PstlI

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://partsreqistry.org/Main_Page




GEM

- International Genetically Engineered Machine competition (IGEM)

- Studenci i doktoranci

Synthetic Biology

based on standard parts




“What | cannot build | cannot understand”

- Richard Feynman



Podsumowanie

Nowe techniki manipulowania genomami otwierajg mozliwosc tatwego
wprowadzania zmian w roznych organizmach

Biologia systemow | biologia syntetyczna podejmuja wyzwanie zrozumienia |
konstruowania coraz bardziej ztozonych uktadow



Podsumowanie

- Genomika to nie jest genetyka i biologia, tylko na wiekszg skale

+ Nie osiggniemy dalszego znaczgcego postepu w zrozumieniu genetyk
postugujac sie dotychczasowym jezykiem biologii (opisowy + statystyka)

- Konieczne jest stworzenie teoretycznych podstaw systemow biologicznych
+ Biologig musi stac sie bardzie] podobna do fizyki

+ale nie wystarczy redukcja do wspotczesnie rozumianegj fizyki



Stephen Hawking
January 23, 2000




