Biologia syntetyczna

Od syntezy oligonukleotydow do
Mycoplasma laboratorium

1. Czym jest biologia
syntetyczna? [1,2]

Po wykazaniu, poprzez otrzy-
manie mocznika z amoniaku
i cyjanowodoru przez Friedri-
cha Wohlera w 1828 r., ze nie
istnieje zadna tajemnicza sita
witalna, naukowcy staraja sie
odtworzy¢ i ulepszy¢ mozli-
wosci organizmoéw biologicz-
nych czego ukoronowaniem
jest powstanie biologii synte-
tycznej. Jest to dyscyplina na-
ukowa stanowigca potaczenie
biologii molekularnej i inzy-
nierii genetycznej. Jej celem
jest racjonalne projektowanie
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i tworzenie sztucznych syste-
mow biologicznych w oparciu
o naturalne pierwowzory. Za-
powiedz jej powstania ogtosit
w 1974 roku (na dtugo przed
zsekwencjonowaniem pierw-
wybitny
polski naukowiec Wactaw Szy-
balski:

szych genoméw!)

Az do teraz pracowalismy nad
opisowq fazq biologii moleku-
larnej. (...) Jednakze prawdzi-
wym wyzwaniem jest wkro-
czenie do fazy badan obejmu-
jgcych biologie syntetyczng.
Bedziemy wymysla¢ nowe ele-
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Rys.1. Amidofosforyn deoksycytydyny z grupami ochron-

nymi. Zrédio: http://pl.wikipedia.org/w/index.php?title=P
lik:Phosphoramidite.png&filetimestamp=20090120085507
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menty kontrolne i wprowadza¢
je do genoméw lub tworzy¢ od
podstaw nowe genomy.

Jednym z podstawowych pro-
blemoéw - stojac na drodze do
stworzenia nowych genoéw
- jest technologia ich precy-
zyjnego oraz mozliwie jak naj-
tanszego tworzenia na drodze
chemicznej lub biotechnolo-
gicznej. Procesy syntezy che-
micznej duzych fragmentéw
DNA, zawierajacych sztuczne
lub naturalne sekwencje to
jedno z najwazniejszych ele-
mentdéw biologii syntetyczne;.
Synteza chemiczna to techno-
logia dynamicznie rozwijajaca
sie. Jej jedyna domenga prze-
staty by¢ prestizowe osrodki
akademickie ale pojawity sie
rowniez firmy specjalizujgce
sie w dostarczaniu zamowio-
nych sekwencji co dodatkowo
przy$piesza badania nauko-
we.

2. Mechanizm i procedury

synteza oligonukleotydéw [3]
Syntezaoligonukleotyddwsta-
nowi pierwszy krok ku two-
rzeniu petnych sekwencji dla
sztucznych gendéw. Jest to
proces otrzymywania meto-
dami chemicznymi krétkich
fragmentéw DNA lub RNA o
scisle zdefiniowanej sekwencji
zasad nukleotydowych. Synte-
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za chemiczna opracowana zo-
stata w latach 70. i w dalszym
ciagu jest udoskonalana. Prze-
ktada sie to na ciagty spadek
cen dostepnych komercyjnie
ustug w tym zakresie. Dawno
temu przekroczona zostata
psychologiczna bariera 1 do-
lara za 1 pare zasad.

Rodzaje syntez oligonukle-
otyddéw mozemy podzieli¢ ze
wzgledu na faze w jakiej odby-
waja sie reakcje: w roztworze
lub na podtozu statym. Synte-
za na podtozu statym jest dzi$
powszechnie wykorzystywa-
na ze wzgledu na fatwos¢ w
oczyszczaniu produktéw po-
szczegdlnych etapéw proce-
dury oraz mozliwos¢ automa-
tyzacji. llos¢ odmian syntezy
oligonukleotydéw na podto-
zu statym jest duza. W zalez-
nosci od wybranego zwigzku
wejsciowego istnieje: metoda
fosforanodiestrowa,
notriestrowa oraz fosforano-
(IMtriestrowa. Ze wzgledu na
wielkos¢ taczonych jedno-
stek mozna wyrézni¢ synteze

fosfora-

Z monomeréw oraz synteze
blokowa. Do reakcji wykorzy-
stuje sie zazwyczaj jednostki
nukleotydowe  posiadajace
w pozycji 3-O aktywowang
grupe fosforanowa, do ktérej
przytagczane sa kolejno na-
stepne jednostki posiadajace
wolng grupe 5'-OH.



Pozostate centra reaktywne
nie biorace udziatlu w danej
reakcji sa zablokowane gru-
pami ochronnymi usuwanymi
po zakonczeniu syntezy oligo-
nukleotydow.

Przyktadowa procedura syn-
tezy na nosniku statym
START: Podtoze state posiada
pierwszy nukleozyd, przyta-
czony koricem 3'

1.Przemycie roztworemkwasu
w celu usuniecia grupy DMTr
z pozycji 5’-O.

2. Przemycie roztworem ak-
tywowanego 3’-amidofosfo-
ranu(lll) odpowiedniego nu-
kleozydu. Nukleotyd zostaje
przytaczony wigzaniem fosfo-
rynanowym.

3. Przemycie roztworem jodu
i wody w rozpuszczalniku
organicznym w obecnosci
katalizatora nukleofilowego.
Fosforan (lll) utlenia sie do
fosforanu (V).

4. Caping - przemywanie roz-
tworem bezwodnika octowe-
go w celu zablokowania wol-
nych grup 5’-OH,

5. Powrét do punktu 1. Proce-
dure powtarza sie az do uzy-
skania pozadanego oligonu-
kleotydu.

Przyktadowa procedura oczysz-

czania produktu
1. Konncowe odblokowanie

- poprzez umieszczenie pod-
toza statego z oligonukleoty-
dem w roztworze amoniaku
uzyskuje sie:

a) odciecie oligonukleotydu
od b) odblokowanie grup
ochronnych z zasad heterocy-
klicznych;

¢) odblokowanie reszty fosfo-
ranowej (B-eliminacja reszty
cyjanoetylowej).

2. Oczyszczanie produktu za

pomoca HPLC (chromatografii
jonowymiennej lub w warun-
kach faz odwréconych) lub
elektroforezy (PAGE).

Synteza chemiczna pozwala
takze na fatwe wprowadzanie
réoznorodnych modyfikacji we
wszystkich elementach synte-
zowanego oligonukleotydu.

3. Standard Biobrick [4]
Standardowe czesci biologicz-
ne sg to formaty opisujace
sekwencje DNA stawiajace na
standaryzacje i uniwersalnosc.
Jednym z najbardziej rozpo-
wszechnionych  standardéw
jest Biobrick (z ang. dostow-
nie Bio-cegta). Fragment DNA
o okreslonej funkgcji jest oflan-
kowany po obu stronach przez
Scisle okreslone sekwencje nie
zwigzane w zaden sposob
zistotna biologicznie sekwen-
Cja. Te graniczne fragmenty
zawieraja miejsca ciecia dla
odpowiednich enzyméw re-
strykcyjnych. Pierwotnie byto
dla korncéw 5’ EcoRl, Notl oraz
Xbal a dla koncéw 3'Spel, Notl
oraz Pstl. Zastosowanie stan-
dardu Biobrick pozwala na
taczenie w fatwy sposéb kilku
krétszych sekwencji w spdjna
catosc.

Aby zacheci¢ naukowcéw do
korzystania z tego formatu se-
kwencji DNA zostat ogtoszony
przez MIT konkurs studencki
International Genetically En-
gineered Machine (IGEM). Za-
daniem postawionym przez
regulamin konkursu jest wy-
myslenie i zrealizowanie pro-
jektu naukowego zwigzanego
z biologia syntetyczna. Kazda
ze startujacych druzyn otrzy-
muje zestaw sekwencji DNA
pochodzacy z Registry of Stan-
dard Biological Parts (rejestru

DNA w formacie Biobrick dla
kilku tysiecy sekwencji), ktéry
stanowi podstawe do realiza-
¢ji opracowanego projektu.
W 2009 roku wzigt w nim réow-
niez zespot z Polski.

4. Synteza genéw wirusa [5]
Bakteriofag Fi X174 byt pierw-
szym wirusem, ktorego ge-
nom zostat zsekwencjonowa-
ny, poza tym jest on czasteczka
(lub organizmem w zaleznosci
od przyjetej definicji) modelo-
wym. Dlatego tez odtworze-
nie jego genomu za pomocy
metod inzynierii biologicznej
stato sie kwestig czasu. W 2003
r. w ciggu zaledwie dwdch ty-
godni zsyntetyzowano DNA
wirusa skfadajace sie z 5386
par zasad. Nie byt to pierwszy
przypadek petnego odtworze-
nia genéw wirusa metodami
syntezy chemicznej lecz byt
on nieomal pokazem spraw-
nosci inzynieryjnej zespotu
prowadzonego przez Craiga
Ventera (wiekszos¢ spektaku-
larnych osiggnie¢ w dziedzi-
nie sztucznego zycia nalezy
do prowadzonego przez tego
kontrowersyjnego instytutu).
Wszystkie etapy prac bowiem
wykonano w ciggu dwoch ty-
godni - dla poréwnania - do-
konana rok wczesniej synteza
wirusa Polio byta projektem
trwajacym dwa lata

i majacym niepomiernie wiek-
szy budzet. Jako podstawe
do syntezy przyjeto sekwen-
cje zamowione w firmie Inte-
grated DNA Technologies co
pozwolito na znaczne tempo
prac.

5. Sztuczne zycie [6,7,8]

W jednym z eksperymentow
w Craig Venter Institute zsyn-
tetyzowano DNA z Mycopla-
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sma mycoides i wszczepiono
do komérki Mycoplasma ca-
pricolum - organizm dostat
przydomek Synthia. Na uwa-
ge zastuguje zwiaszcza do-
ktadnos¢ wykonanego ekspe-
rymentu. Jeden btad w se-
kwencji mogt spowodowac
brak lub niewtasciwg ekspre-
sje biatka kluczowego dla zy-
cia (w istocie pojedyncza dele-
cja w sekwencji spowodowata
niemal 4 miesieczne opdznie-
nia). Jesli chodzi o mozliwosci
biologii molekularnej jest to
wynik znakomity wciaz jednak
jest jedynie bladym odbiciem
naturalnych mozliwosci orga-
nizmow.

Mycoplasma laboratorium to
pierwszy w Swiecie, zapro-
jektowany przez Craig Venter
Institute, organizm sztuczny.
Jego genom to tak zwany ,ze-
staw minimalny” pochodzacy
z gendw Mycoplasma geni-
talium. Dobér pierwowzoru
nie byt przypadkowy - Myco-
plasma genitaliom posiada je-
den z najmniejszych znanych
genomow. Proces jego przy-
stosowywania polegat na usu-
waniu kolejnych genéw az do
pozostawienia jedynie tych
niezbednych do przezycia. Tak
opracowany isyntetycznie wy-
tworzony genom skfadajacy
sie z 580 kpz opatentowany
zostat jako Mycoplasma labo-
ratorium. Aby uzyskac w petni
funkcjonalng bakterie wciaz
jeszcze niezbedny jest donor
- zywa komorka pochodzaca
od blisko spokrewnionego
gatunku. Genom Mycopla-
sma laboratorium pracownicy
Craig Venter Institute planuja
wszczepi¢ do bakterii Myco-
plasma genitaliom zaktadajac
(co potwierdzaja ekspery-
mentu z Synthig), ze po kilku
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podziatach w zaden sposéb
nie bedzie mozna wykry¢, ze
bakteria nie powstata w spo-
sob naturalny.

W DNA Mycoplasma labora-
torium zawarte zostaty ukryte
w ramach potwierdzenia
sztucznej genezy sekwencji
na wysokosci 246, 1081, 1109
i 1222 pz stowa dotyczace au-
toréow: VENTERINSTITVT (od
Craig Venter Institute ), CRA-
IGVENTE (od Craig Center),
HAMSMITH (od Smith Hamil-
ton), CINDIANDCLYDE (od
Cynthia Pfannkoch), GLAS-
SANDCLYDE (od Clyde A. Hut-
chison oraz B.Gibson), do-
datkowo cytaty stynnych na-
ukowcéw i pisarza:

Robert Oppenheimer: See
things not as they are, but as
they might be;

Richard Feynman: What I can-
not build, | cannot understand;
James Joyce: To live to err, to
fall, to triumph, to recreate life
out of life.

6. Etyczne problemy biologii
syntetycznej

Podobnie jak GMO, biologia
syntetyczna, a w szczegdlno-
$ci mozliwos¢ wszczepiania
do organizmoéw sekwengji nie
wystepujacych w przyrodzie,
budzi kontrowersje zaréwno
wsrdd bioetykow jak i samych
naukowcow. Do najwazniej-
szych
cych z zastosowania syntezy
sztucznych gendw naleza:

zagrozen  wynikaja-

Zmiana wtasciwosci immuno-
logicznych bakterii [9

W eksperymencie dokonanym
przez Pomerantseva Staritsi-
na, Mockova i Marianina gen
cereolysin  AB pochodzacy
z Bacillus cereus zostat wpro-
wadzony do szczepow Bacillus
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Rys. 2. Struktura kapsydu bakteriofaga Phi X 174. Zrédfo:
http://en.wikipedia.org/wiki/File:PhiX174.jpg

anthracis za pomocg plazmi-
du pE194. Gen zostat nastep-
nie zintegrowany z genomem
waglika. Zarazone zmodyfi-
kowanym szczepem chomiki
nie wykazywaty odpornosci,
mimo  wczesniejszego
szczepienia ich. Stanowi to
przyktad mozliwosci uzyska-
nia szczepow, na ktdére dana
populacja, mimo stosowania
szczepien, nie jestodporna.Na
podobnej zasadzie mogto by
dojs¢ do uzyskania odpornych
szczepdw bakterii, do ktorych
wprowadzono by geny kodu-
jace biatka powierzchniowe
zupetnie nie rozpoznawane

Za-

przez uktad odpornosciowy.
Jako inny przyktad zagrozen
wynikajacych z wprowadza-
nia
jest mozliwos¢ nabycia pa-
togennosci przez dotychczas
nieszkodliwy  drobnoustrd;.
Dlatego tez proponowanym
jest
organizmow

syntetycznych  genow

rozwigzaniem
produkowania
syntetycznych jako mutantow
aukostroficznych - organi-
zmow niezdolnych do produ-
kowania jednego z istotnych
dla przezycia metabolitow (np.

wyméog
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aminokwasu) i wymagajacych
jego podawania w pozywce.
Z jednej strony pozwolito by
to na zmniejszenie ryzyka
wydostania sie takich organi-
zmoéw z laboratoriéw. Z dru-
giej strony jednak zwieksza to
ich koszt hodowli i ogranicza
zastosowania (np. jako czyn-
nik rozktadajacy rope naftowa
w miejscu wycieku).

Synteza wiruséw [10, 11]

W roku 2002 w czasopi$mie
.Science” pojawit sie artykut
donoszacy o czysto chemicz-
nej syntezie wirusa Polio. Ze-
spot badawczy z State Univer-
sity of New York wykorzystat
jako podstawe sekwencje ge-
nomu dostepng w sieci. Sam
wirus nie jest przydany jako
bron, jednak pokazuje mozli-
wos¢ uzyskania wiruséw bez
dostepu do biologicznego
materiatu. Na razie procedura
ta jest bardzo skomplikowana
i mozliwa do zastosowania je-
dynie przez kilku specjalistow,
jednak z czasem moze stac
sie rutynowg i zautomatyzo-
wang procedura (podobnie
jak obecnie synteza polipep-

tydow). Jako najbardziej nie-
bezpieczny przyktad, gdzie
podobna procedura mogta by
by¢ wykorzystywana jest,ozy-
wienie” wirusa Ospy. Ostatni
przypadek ospy prawdziwej
miat miejsce w 1978 roku,
a choroba ta zostata uznana
za eradykowana w roku 1980.
Wszystkie znane prébki ospy
prawdziwej zostaty zniszczo-
ne, oprécz pilnie strzezonych
prébek w Instytucie Prepara-
tow Wirusowych w Moskwie
oraz Centrum Kontroli Choréb
w Atlancie. W zwiagzku z tym
szczepienia przeciw Ospie zo-
staty wstrzymane, a wiekszo$¢
populacji ludzkiej nie posiada
odpornosci. Jednakze genom
wirusa Ospy jest dostepny na
stronie Poxvirus Bioinforma-
tics Resource Center i moze
postuzy¢ do analogiczne-
go odtworzenia wirusa jak
w przypadku Polio. Dlatego
tez kwestia prewencyjnego
stworzenia szczepionek jest
poruszana przez epidemio-
logéw. Jako $rodki zabezpie-
czajgce przed postuzeniem
sie biologig syntetyczng do
tworzenia broni biologicznej
Tom Knight z Harvard Medi-
cal School sugeruje rzadowe
i miedzynarodowe programy
nadzorowania i licencjonowa-
nia badan. W jego sktad miata
by wchodzi¢ miedzy innymi:
kontrola sprzedazy automa-
tow do syntezy DNA, badanie
sekwencji zamawianych przez
naukowcow w poszukiwaniu
potencjalnie niebezpiecznych
genéw oraz system licencji
i uprawnien do prowadze-
nia badan w tej dziedzinie.
Wprowadzenie podobnego
rozwigzania spowodowato by
z jednej strony zmniejszenie
ryzyka uzycia biologii synte-



tycznej w niewtasciwy sposdb
lecz z drugiej strony z pewno-
$cig spowolnito rozwdj nauki.
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— mikrowagi

— komparatory
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— pipety automatyczne
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— ph-/jonometry i elektrody

— wagi analityczne, precyzyjne i przemystowe

— aparaty do miareczkowania

— systemy analizy termicznej

— gestosciomierze, refraktometry, wiskozymetry

— automatyczne reaktory laboratoryjne

— systemy pomiarowe ph-/Redox, O9, przewodnosci,
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