Biologia systemow | biologia syntetyczna

Od czesci do systemow



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




Stephen Hawking
January 23, 2000




A w biotechnologii?

+ Wspotczesna biotechnologia molekularna bardzo sprawnie manipuluje
pojedynczymi genam

+ ekspresja heterologiczna

+ transgeneza roslin

+ A CcO z bardzie] ztozonymi, wieloczynnikowymi cechami”



Inzynieria ewolucyjna

chow chow

bulldog

collie German shepherd




Inzynieria 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




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 wtasciwosci uktadow zywych za pomoca czgsteczek
niewystepujacych 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.
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Analogi czgsteczek biologicznych o
nowych, rozszerzonych mozliwosciach

- DNA z dodatkowymi parami zasad

Biatka z nowymi aminokwasami
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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)



Biologia syntetyczna

- Wspotczesna inzynieria genetyczna ograniczona jest do prostych uktadow, gdzie za
pozgdana funkcje odpowiada jeden lub kilka gendow

- np. rosliny GMO oporne na herbicyd allbo toksyczne dla owadow
- nadal taka sama roslina, tylko 1-2 biatka wiece;

+ Znacznie mnigjsze roznice, niz miedzy wspotczesnymi roslinami uprawnymi a
ich dzikimi przodkam

- @ranica jest ptynna (np. komorki drozdzy z wprowadzonymi genami odtwarzajgcymi
niewystepujacy w tym gatunku caty szlak metaboliczny - 3-5 genow)




Sztuczne zycie”

- 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.




Nowe metody | fag ®X174

Sktadanie catego genomu faga w jednym etapie

Caly projekt ~2 tygodnie (Smith | wsp. 2003)
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Sukces

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

Smith 1 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 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
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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




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
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(2) Eliminate UAG termination: ARF1

Inzynieria kodu genetycznego —

<3
Zmiana kodonu stop na sensowny (moze

kodowac niestandardowy aminokwas)

(3) Reassign UAG as sense codon

UAG— NSAA
UAA nsaa QOO000
o UGA _JRF2
Wprowadzenie rownolegtego kodu, np. y,
, . ) ransiation
czworkowego, kodujgcego niestandradowe AuS /@
aminokwasy \ey,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 elementow i podstawowych
obwodow

- Matematyczny model elementow

- Projektowanie i sktadanie systemow z
elementdw (cegietek)

(d[mRNAcI] pclmaxtranscriptionrate X K7y ..
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< ot
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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



Mutacje | interakcje genetyczne

Mutacje w ujeciu genetycznym. Interakcje genetyczne. Genetyczne podstawy biologii systemow -
interaktomika.



Mutacje w ujeciu funkcjonalnym



Mutacja

- Trwata, przekazywana przy replikacji zmiana sekwencji nukleotydowe| w
Mmateriale genetycznym

* Nie kazde uszkodzenie DNA jest mutacja — staje sie nig dopiero po
utrwaleniu | przekazaniu do czasteczki (lub czgsteczek) potomnych



Mutacje

- Rearanzacje genomu
+ - Zmiennosc liczby kopii fragmentow
+ ZMmiennosc na poziomie genow
+ obszary kodujace (biatka | funkcjonalne RNA)

* Obszary regulatorowe



Mutacje — poziom kodu genetycznego

+ Podstawienia
- Niesynonimiczne
- Zmiany sensu (missense)
+ Nonsens (honsense)
+ Synonimiczne (ciche)

- Moga niekiedy wptynaC na fenotyp - efekt czestosci wykorzystywania
kodonow synonimicznych



Mutacje — poziom kodu genetycznego

- Zmiany fazy odczytu - insercje lub delecje (indele)

+zmienia sekwencje I/lub diugosc kodowanego biatka ponize] miejsca
wystgpienia

+ Delecje lub insercje w kodowanym biatku
- Indele wielokrotnosci 3 nukleotydow
+ delecje lub insercje eksonow

- Deficjencja — rozlegta delecja, np. obejmujaca caty gen



Mutacje — efekty fenotypowe

- Klasyfikacja Mullera
+nullomorty
* hipomorty
+  hipermorty
+ - antymorty

neomorty



Nullomorty

+ Brak jakiejkolwiek funkcji genu
- Tzw. allele null, iInna nazwa: amorty
» Nullomorty:
- transkrypcyjne (brak transkryptu)
- translacyjne (brak biatka wykrywalnego przeciwciatem)
- Inaktywacyjne (obecne biatko, ale catkowicie nieaktywne)
- najpewnie|szy sposob na uzyskanie nullomorfa — deficjencja (petna delecja)
- (Czesto recesywne

- Dominacja (lub kodominacja) w przypadku efektu ilosci biatka - haploinsuficjencja



Hipomorty

+ Obnizona aktywnos¢ produktu, niewystarczajgca do uzyskania dzikiego
fenotypu homozygoty

+ Obnizenie ilosci produktu lub produkt o obnizone] aktywnosci
- Np.
+obnizona transkrypcja, obrobka RNA, stabilnosc, translacja
+obnizona aktywnosc¢ (np. katalityczna)

+ (Czesto recesywne



Hipermorty

- Zwiekszona aktywnosc (typu dzikiego) produktu
+ Fenotyp wynika z:
+nadmiaru produktu genu (nadekspresja)

- nadmiernie wysokie| aktywnosci produktu



Antymorty

- Zmutowany produkt ma dziatanie antagonistyczne wobec dzikiego

+ Fenotyp podobny do fenotypu nullomorfa lub hipomortfa, ale z definicil
dominujacy

- Zwiekszenie dawki allelu dzikiego moze ostabiC (odwrociC) fenotyp

- Inny termin — mutacje dominujace negatywne (dominant negative)



Antymorty

E But add in a poisonous o subunit...
5 ; : ...and no further elongation can occur

Mutacje w genach podjednostek tubuliny blokujgce polimeryzacje



Antymort — zespot Marfana

Dominujgca mutacja w genie FBN1T
kodujacym fibryline — biatko tkanki fgcznej

Zmutowane biatko blokuje polimeryzacje
biatka prawidtowego

Defekty tkanki facznej, aorty i zastawek
serca, wWysoki wzrost, arachnodaktylia

Ok. 1:5 000 urodzen

Normal
hands

e

Marfan
Syndrome

Z

Elongated finger and arm bones




Stawni muzycy chorzy na
zespot Marfana

- Niccolo Paganini (1782-1840)

- Robert Johnson (1911-1938)




Neomorty

- Zmieniona (howa) funkcja genu
- Aktywnos¢ genu w niewtasciwym miejscu lub czasie (heterochronia)

+ przyktad: chtoniak Burkitta: translokacja fragmentu chromosomu 8 na 14 przenosi
gen c-myc pod kontrole silnego promotora IGHa aktywnego w limfocytach

- Zmieniona funkcja, ale nie antagonistyczna dla produktu dzikiego
- Wiele mutantow regulatorowych

 Np. biatko pozbawione domeny odpowiadajgcej za regulacje aktywnosci,
konstytutywnie aktywne



Neomort - przyktad heterochroni

+ Antennapedia (Antp73b)

- Sekwencja genu Antp przeniesiona w poblize promotora genu ulegajacego
ekspresjl w gifowie

- Rozwo] odndzy na segmencie growowym




Dzledziczne zapalenie trzustki '

Choroba dominujgca autosomalna
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Przewlekie zapalenie trzustki. Niekiedy z
rozwojem raka trzustki

Najczesciej mutacje w genie kodujacym k4 WS W6

trypsyne

Symbol definitions

Clear symbol
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Dzledziczne zapalenie trzustk

- Trypsyna w trzustce ulega autoinaktywacj
przez proteolize

- Mutacja R117H - “supertrypsyna” oporna
na proteolize - aktywna w komorkach
trzustki




INne terminologie

- Mutacje utraty funkcji (loss-of-function)
+ nullomorty I hipomorty w klasyfikacji Mullera

- Mutacje nabycia funkcji (gain-of-function)
- neomorty I hipermorty w klasyfikacji Mullera

- Mutacje dominujgce negatywne (dominant negative)
+ antymorty

+ niekiedy zaliczane do “nabycia funkcji” albo “utraty funkcji” — czeste niejednoznacznosci



Mutacje utraty funkgji

+ Null — catkowita utrata funkcji. Np. deficjencja.

+ Czesciowa utrata funkcji (hipomorf). Dotyczy poziomu produktu lub jego
aktywnosci.



Mutacje utraty funkcji warunkowe

W optymalnych warunkach (permisywnych) funkcja utrzymana, ale tracona w
warunkach suboptymalnych (restryktywnych)

+ Np. temperaturo-wrazliwe — utrata aktywnosci tylko w warunkach
restrykcyjnych - np. podwyzszona (ts) lub obnizona (cs) temperatura.

+ Najczesciej ts - mutacja obniza stabilnosc biatka, w wyzszej temperaturze traci
wtasciwg konformacije

- Wazne narzedzie do badania genow, w ktorych mutacje null sg letalne

- Mutanty ts czesto sg hipomorticzne w temperaturze permisywne;



Allele warunkowe

U kotow syjamskich barwa zalezy od ekspresiji
allelu cs

Gen TYR (tyrozynaza) - szlak wytwarzania
melaniny

Produkt allelu cs - aktywnosc¢ zalezna od
temperatury

Wysoka temperatura obniza aktywnosc

Chtodniejsze czesci ciata sg ciemniejsze
koty niewychodzace sg jasniejsze
kocieta sg biate, ciemnieja poznie;

Inny allel tego samego genu - albinizm (nie
warunkowy)




| etalnosé

Mutacja powoduje niezdolnos¢ do przezycia

U organizmow wielokomorkowych czesto smierC na wczesnych etapach
rozwoju - embrioletalnosc

Problem definicji - czy mutacja prowadzgca do przedwczesnej Smierci, ale
Juz PO urodzeniu jest letalna”?

+ujecie ewolucyjne - tak, jezeli smierC przed osiggnieciem wieku
reprodukcyjnego



NiezbywalnoscC

- Geny, ktorych mutacje nullomorficzne sg letalne to geny niezbywalne
(niezbedne): ang. essential

-+ U drozdzy S. cerevisiae, w warunkach laboratoryjnych: ~20% gendw
- E. coli: ~14%
- Mycoplasma: ~55%

- Ssaki: >40% na poziomie organizmu, ~10% na poziomie komorek



Dominacja i recesywnoscC

+ Dominacja | recesywnosc to pojecia wzgledne

- dany allel moze byC dominujacy wzgledem jednego, a recesywny wzgledem
iINnnego allelu

- Dominacje | recesywnos¢ nalezy rozpatrywac pod kagtem
+  konkretnego fenotypu

+ pOziomu organizacji (komorka vs. organizm)



Dominacja i recesywnoscC

+ Poziomu organizacji (komorka vs. organizm)
* NP. supresory nowotworow (p53, Rb)

-+ Na poziomie komorkowym recesywne — komorka z jednym allelem
dzikim funkcjonuje prawidtowo

+ Na poziomie organizmu (rodowody) dominujgce — u heterozygot rozwija
sie zespot chorobowy czestego wystepowania rzadkich nowotworow
(zespot Li-Fraumeni, retinoblastoma)



Dominacja i recesywnoscC

Mutacje nullomorficzne | hipomorficzne (utraty funkciji) z reguty sa recesywne

- Jeden allel pozostaje aktywny | wytwarza produkt. llos¢ produktu (enzymu)
nie jest limitujgca (limituje zwykle sulbstrat)

Poniewaz sg to najczestsze mutacje, to wiekszosc izolowanych mutacji jest
recesywna



Haploinsuficjencja

- Wyjatek: haploinsuficjencja

+Jedna kopia (allel) nie wystarcza do zapewnienia odpowiedniej Il0SCi
produktu

- U drozdzy stwierdzono dla okoto 3% (~200) genow

+ /darza sie haploinsuficjencja warunkowa — heterozygota objawia fenotyp
tylko w konkretnych warunkach srodowiska



Choroby dominujace

- Jednym z mechanizmow jest haploinsuficjencja

- Chorzy sa heterozygotami, u homozygot zwykle duzo ciezsze objawy albo
letalnosc



Rodzinna hipercholesterolemia

-+ Mutacje w genach LDLR (receptor LDL — low density lipoprotein) | ApoB
(@polipoproteina B — czes¢ kompleksu LDL odpowiedzialna za oddziatywanie z

receptorem)

- Heterozygoty: podwyzszony poziom LDL we krwi, miazdzyca, choroby serca
ok. 40 r. zycia

- leczenie: statyny, dieta
- Homozygoty: ciezkie schorzenia serca | naczyn juz w dziecinstwie

- leczenie: trudne, wysokie dawki statyn, przeszczep watroby



Dominacja warunkowa

- Anemia sierpowata
- Mutacje w genie B-globiny (HbS)

-+ Choroba recesywna, ale w warunkach iron | group
niskiego cidnienia (wysoko w gdrach) S ) Fchain
nosiciele (heterozygoty) chorujg —
warunkowa dominacija

- Dodatkowy fenotyp — odpornosc na red biood cell
malarie, fenotyp dominujgcy 5 chain

helical shape of the
polypeptide molecule

- W rejonach wystepowania malaril
heterozygoty majg przewage selekcyjna
nad obiema homozygotami -
naddominacja



Anemia sierpowata




/Znani nosiciele allelu HbS

Lassana Diarra Ryan Clark
(ex. Real Madryt, ex. rep. Francji) (Pittsburgh Steelers)



HDS | sport

-+ W latach 2004 - 2008 5 przypadkow smierci u zawodnikow akademickigj ligi
futbolu amerykanskiego powigzanych z nosicielstwem anemii sierpowate;

- ~2% wszystkich (reszta to inne choroby, urazy | przyczyny niezwigzane z
uprawianym sportem)

* ryzyKo u nosiciell 37 x wyzsze, niz u homozygot dominujgcych

Zrodto: Br J Sports Med. 2012 Apr;46(5):325-30.



Mutacje dominujace

- Haploinsuficjencja nullomorfow I hipomorfow
+ Hipermorty
- Antymorty — wiecej kopii allelu dzikiego moze odwrdcicC fenotyp

- Neomorty



Interakcje genetyczne

Od ujecia klasycznego do biologii systemow



Interakcje genetyczne

- Oddziatywania funkcjonalne miedzy roznymi mutacjam
W obrebie tego samego genu

* pomiedzy genami



W obrebie jednego genu - rewersja | pseudorewersja

+  Rewersja: mutacja powrotna, w te] samej pozycj przywraca dziki allel

- Pseudorewersja: mutacja w Inngj pozycji tego samego genu przywraca dzik
fenotyp



Rewersja

UAU -> UAA -> UAC
tyr  Stop tyr
UGG -> UGA -> CGA
trp Stop arg

Dotyczy tego samego kodonu, ale nie musi przywracac tego samego
aminokwasu, moze dotyczyC tego samego lub innego nukleotydu



Rewersja - aspekt praktyczny

Mutacje punktowe czesto ulegaja rewersji - problemy z utrzymaniem
szczepoOw mutantow

Rozlegte delecje nie ulegajg rewersji
+ mutacje markerowe w szczepach laboratoryjnych powinny by¢ delecjam

Na podstawie rewersji mozna tworzyC bardzo czute testy oznaczajace
czestosc mutac



Pseudorewersja

- “Supresja wewnatrzgenowa”

- Kolejna mutacja w Inngj pozycji tego samego genu odwraca efekt pierwszej
mutac]

+ Narzedzie do badania oddziatywan miedzy aminokwasami wewnatrz biatka



Pseudorewersja — badanie struktury biatka

I I I Iv VvV VI VI
o

Random oligo-directed
mutagenesis of TMIII

e e el = W

Screen for loss
of function

o e X e el W e
Random PCR mutagensis
of pairs of transmembrane
segments

e e —F

N ——

e P
Screen for suppressors
conferring gain

of function

o X X W I

Sommers & Dumont, 1997, J Mol Biol 266:559-575



Interakcje miedzy roznymi genami: od genetyki do biologii systemow



Interakcje genetyczne miedzy roznymi genami

+ Fenotyp podwdjnego mutanta AB nie jest prostym potaczeniem fenotypow mutaci
Al B

- Gdy nie ma interakcii:

- mutacja w (biate oczy) | mutacja y (zotte ciato) u Drosophila: mutant wy ma biate
oczy | zOtte ciato

-+ mutacja leu? | mutacja ura3 u drozdzy: podwdjny mutant leu?2, ura3 wymaga
leucyny | uracylu

- Ujecie jakosciowe wymaga dobrze zdefiniowanych, dyskretnych (0,1) fenotypow —
np. letalnosc



Interakcje genetyczne miedzy roznymi genami

- Dla ujecia ilosciowego wymagana jest liczbowa miara fenotypu (fitness)

* NP. czas podziatu (czas generacji) — czas wymagany do podwojenia liczby
komorek w hodowli

+ np. mutant m7 rosnie w tempie 0,5 dzikiego, mutant m2 w tempie 0,9
dzikiego, przy braku interakcji wzrost podwdjnego mutanta w tempie 0,5 -
0,9 = 0,45 dzikiego - model multiplikatywny




Problem terminu “epistaza’

Epistaza (“epistasis”), Bateson 1909 — jeden z rodzajow interakcj
W tym znaczeniu stosowane w genetyce klasycznej
Epistaza (“epistacy”), Fisher 1918 - wszelkie interakcje genetyczne

- W tym znaczeniu uzywane w genetyce populacji | genetyce ewolucyjne]



INnterakcije

- kagodzace, pozytywne (positive, alleviating interactions)

+ Fenotyp podwojnego mutanta Izejszy (blizszy dzikiemu), niz przewidywany
dla sumowania fenotypow mutantow pojedynczych

- Syntetyczne, pogarszajace, negatywne (negative, synthetic, aggravating
Interactions)

- Fenotyp podwdjnego mutanta ciezszy, niz przewidywany dla sumowania
fenotypow pojedynczych mutantow



