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Prof. dr hab. inz. Ewa Huszcza ukonczyta studia na Wydziale Podstawowych Probleméw Techniki
Politechniki Wroctawskiej w 1990 roku na kierunku biotechnologia. Stopien doktora nauk chemicznych
otrzymata w Instytucie Chemii Organicznej, Biochemii i Biotechnologii Politechniki Wroctawskiej w roku
1996 za prace ,,Wiasciwosci powierzchniowe lipopeptydow produkowanych przez bakterie Bacillus
coagulans” wykonang pod opieka prof. Bogdana Burczyka. Stopien doktora habilitowanego nauk
biologicznych otrzymata na Wydziale Nauk o Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu w 2009
roku. W 2014 roku otrzymata tytul profesora nauk biologicznych. Pracuje na stanowisku profesora
w Katedrze Chemii Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Jej zainteresowania badawcze dotycza
otrzymywania biologicznie aktywnych zwiazkow na drodze biokatalizy. Najnowsze badania dotycza
otrzymywania metodami inzynierii genetycznej wydajnych modutéw funkcjonalizujacych flawonoidy.
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ABSTRACT

Synthetic biology, which in 2020 turned 20 years old, is a very dynamically
developing field. Unlike traditional molecular and cellular biology, synthetic
biology focuses on the design and construction of parts, devices and systems such
as enzymes, genetic circuits, metabolic pathways, etc. that can be modeled and
adapted to specific requirements, and assembly into integrated systems for solving
specific problems. The basic assumption of synthetic biology is the application
of engineering principles such as standardization and modularity.

Synthetic biology is traditionally dominated by top-down approaches that
incorporate or redesign well-characterized standard biological parts into cellular
systems. In synthetic biology research there are also bottom-up approaches aiming
to construct cell-like systems starting with molecular building blocks. This
complementary approach is called "chemical synthetic biology." In this case the
goal is to use unnatural chemicals to reproduce biological behavior. Under the
bottom-up approach synthetic biology involves construction of so-called minimal
cells or living cells from scratch and creating orthogonal biological systems based
on biochemistry not found in nature. Bottom-up approaches complement the study
of living cells, facilitate the definition of principles governing biological
organization and identify new systems for biotechnological production.

Examples of breakthrough achievements in chemical synthetic biology such as
peptide nucleic acids and selected developments over the past few years are
presented in this review article.

Keywords: chemical synthetic biology, xenobiology, minimal cell
Stowa kluczowe: chemiczna biologia syntetyczna, ksenobiologia, komorka
minimalna
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WPROWADZENIE

Biologia syntetyczna (BS) narodzita si¢ na przetomie XX i XXI wieku, a jej
rozwo0j znaczaco przyspieszyt szybki spadek kosztow i czasu gromadzenia danych
z sekwencjonowania DNA, ktory nastapil po zakonczeniu Projektu Poznania
Genomu Ludzkiego (Human Genome Project). BS opiera si¢ na postgpach
w biologii molekularnej, komdrkowej i biologii systemow. Rozwija biologie w taki
sam sposob, w jaki synteza zmienila chemi¢ i jak projektowanie obwodow
scalonych zmienitlo informatyke. W odroznieniu od tradycyjnej biologii
molekularnej i komoérkowej, biologia syntetyczna koncentruje si¢ na projektowaniu
i budowie czesci, takich jak DNA 1 enzymy i urzadzen, takich jak obwody
genetyczne, szlaki metaboliczne itp., ktére mozna modelowa¢ i dostosowywa¢ do
okreslonych wymagan, a nastgpnie tworzy¢ z nich wicksze zintegrowane systemy
do rozwigzywania $cisle okreslonych probleméw. Podobnie jak inzynierowie
projektuja uktady scalone w oparciu o znane wlasciwosci fizyczne materialow,
a nastgpnie tworzg obwody 1 cale procesory, biolodzy syntetyczni projektuja
1 konstruujg uktady biologiczne [1].

Poniewaz dziedzina BS lezy na styku wielu réznych obszaréw badan
biologicznych, nie dla wszystkich badaczy oznacza to samo [2]. Ze wzgledu na
bezprecedensowg multidyscyplinarno$¢ BS, w literaturze naukowej znalez¢ mozna
wiele jej definicji. NajczeSciej powolywana opisuje BS jako projektowanie
1 tworzenie nowych biologicznych elementdw syntetycznych, urzadzen i uktadow,
jak réwniez przeprojektowanie istniejacych naturalnych uktadow biologicznych do
uzytecznych celow. Definicja ta wyraznie odzwierciedla najpowszechniejsze,
oparte na bioinzynierii podejscie do BS, polegajace na modyfikowaniu istniejgcych
form zycia drobnoustrojéw 1 przekierowanie zawarto§ci genomowej na nowe
zmodyfikowane organizmy nie wystepujace w naturze. Podstawowym zalozeniem
BS jest stosowanie zasad inzynieryjnych, takich jak standaryzacja i modutowo$é
[3.4].

Poczatek biologii syntetycznej datuje si¢ na rok 2000, kiedy to zostaly
opublikowane dwie przetomowe dla tej dziedziny prace naukowe, opisujgce
konstrukcje czesci obwodow genetycznych takich jak syntetyczny oscylator [5]
oraz genetyczny dwustabilny przetacznik [6]. W pierwszej dekadzie BS pojawilo
si¢ wiele publikacji opisujacych otrzymywanie kolejnych syntetycznych obwodow
biologicznych, jednak nie obserwowano postepow przy projektowaniu bardziej
ztozonych uktadéw [7], az do opracowania przez grupe Voigt’a kompleksowego
systemu wspomagania komputerowego projektowania obwodow logicznych
w bakteriach Escherichia coli [8]. Dzigki postgpom w inzynierii metabolicznej,
ukierunkowanej ewolucji (nagrodzonej Nagrodg Nobla w 2018 r.) [9],
automatycznej inzynierii szczepoéw, odkrywaniu metagenomiki, projektowaniu
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obwodow genow i edycji genomu (nagrodzonej Nagroda Nobla w 2020 r.) [10],
wiele rozwiazan z zakresu BS zostato skomercjalizowanych [11, 12].

Obecnie liczba zwigzkéw wytwarzanych z uzyciem metod BS jest nadal dos¢
ograniczona [13]. Bioprocesy o znaczeniu komercyjnym stanowia zaledwie kilka
procent calkowitej ilosci produkcji chemikaliow [14], mimo ze nowatorskie
produkty syntetycznej mikrobiologii sg nie tylko pozadane, ale sg oczywistg
konieczno$cia w szybko zmieniajacym si¢ S$wiecie, w ktorym dostep do
naturalnych, opartych na paliwach kopalnych zasobow staje si¢ coraz bardziej
ograniczony. Na skalg przemystowg otrzymywane sg proste monomery stosowane
do syntezy polimeréw przemystowych, takie jak: 1,3-propanodiol (DuPont) i 1,4-
butanodiol (Genomatica) [15] i inne proste czasteczki, np. 5-cyjanopentanoamid
(DuPont), kwas 5-metylopirazynowy (Lonza), B-karoten (BASF), izobutanol
i farnezen (Gevo, Amyris) (Rys. 1) [16].
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Rysunek 1.  Wybrane produkty biologii syntetycznej otrzymywane przemystowo
Figure 1. Representative synthetic biology products that have been commercialized

Przyktadem znaczacego osiagniecia BS jest stworzenie taniej metody
przemystowego otrzymywania artemizyniny, bedacej sktadnikiem skutecznych
lekow przeciwmalarycznych. Artemizynina jest pozyskiwana z materiatu
roslinnego - bylicy rocznej (Artemisia annua). Synteza chemiczna tego
seskwiterpenowego laktonu o siedmiu centrach stereogenicznych i unikalnym pod
wzgledem stabilnosci mostku tlenowym (Rys. 1) obejmuje wiele etapow i nie moze
pod wzgledem ekonomicznym konkurowaé z ekstrakcja z materiatu rolinnego.
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Aby obnizy¢ koszt lekow i1 uczyni¢ je szerzej dostepnymi, wykorzystano BS do
modyfikacji genetycznej drozdzy by wytwarzaty kwas artemizyninowy, ktory jest
nastgpnie przeksztatcany chemicznie do artemizyniny [17]. Przemystowa produkcje
semisyntetycznej artemizyniny ze zrédel odnawialnych firma Sanofi rozpoczeta
w 2013 roku.

Doskonatym przyktadem aktualnych umiejetnosci biologow syntetycznych
w zakresie projektowania organizmoOw majacych zaspokaja¢ pojawiajgce si¢
potrzeby w medycynie, rolnictwie i przemysle jest wynik eksperymentu, ktory na
zlecenie amerykanskiej agencji rzadowej zajmujacej si¢ rozwojem technologii
wojskowej, dziatajagcej w strukturach Departamentu Obrony (Defense Advanced
Research Projects Agency) wykonala grupa badaczy pochodzacych z jednostek
wiodgcych w tej dziedzinie [18]. Zadanie polegato na opracowaniu metod
otrzymywania 10 zwigzkow, nad ktorymi uczestnicy projektu nigdy wczesniej nie
pracowali, w trzy miesigce (liczone od poznania czgsteczek docelowych). Lista
zwigzkow obejmowala proste chemikalia, ktére juz wczesniej byly produkowane
przez organizmy rekombinowane (1-heksadekanol, pirolonitryna, rebekamycyna
i pacydamycyna D), ztoZzone produkty naturalne z ro$lin, ktérych szlaki biosyntezy
byly znane, ale zwigzki te nie byly jeszcze wytwarzane rekombinacyjnie (karwon,
barbamid i C-1027), takie ktoérych szlaki biosyntezy nie byly jeszcze dobrze
rozpoznane (epikolakton, winkrystyna) oraz zwiazki nienaturalne (tetrahydrofuran)
(Rys. 2).

Stosujgc roéznorodne podejécia, w zadanym czasie stworzono pozadang lub
blisko spokrewniong czasteczke dla szeSciu z 10 celéw. Zwigkszono produkcije 1-
heksadekanolu, pirolonitryny i pacydamycyny D, opracowano nowa metodg
otrzymywania aglikonu rebekamycyny, bloku budulcowego do otrzymywania C-
1027 (silnego s$rodka przeciwdrobnoustrojowego) i winkrystyny oraz nowy
bezkomorkowy system produkcji limonenu. Zaprojektowano i skonstruowano
sciezki do produkcji tetrahydrofuranu 1 barbamidu. Zadanie wigzalo si¢
z opracowaniem 215 szczepéw drobnoustrojow obejmujgcych pie¢ gatunkow
i dwoch systemow bezkomoérkowych [18].
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Rysunek 2. Cele zewnetrznej ewaluacji metod biologii syntetycznej ,,10 zwiazkow w 90 dni” [18]
Figure 2. Targets of external evaluation of synthetic biology methods “10 compounds in 90 days”[18]

1. ZALOZENIA CHEMICZNEJ BIOLOGII SYNTETYCZNEJ

Biologia syntetyczna jest tradycyjnie zdominowana przez podej$cia odgorne
(top-down), ktore polegaja na wprowadzeniu lub przeprojektowaniu dobrze
scharakteryzowanych standardowych cze$ci biologicznych do  systemoéw
komorkowych, w celu uzyskania okre$lonego efektu, co opisano we
Wprowadzeniu. W ten sposOb naturalne czasteczki sg uzywane do tworzenia
sztucznych komorek, ktore pelnia nienaturalne funkcje. W badaniach z zakresu BS
obserwuje si¢ rowniez podejscia oddolne (bottom-up), zmierzajagce do
konstruowania systemoéw podobnych do komorek, zaczynajac od molekularnych
blokéw budulcowych. To uzupehiajace podejScie jest charakterystyczne dla
»chemicznej” gatezi biologii syntetycznej, zwanej ,.chemiczng biologig
syntetyczna”. W tym przypadku celem jest uzycie nienaturalnych zwiazkow
chemicznych do odtworzenia zachowan biologicznych bez tworzenia dokladnej
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repliki molekularnej naturalnego uktadu zywego [19]. W ramach podejscia
oddolnego BS obejmuje konstruowanie tzw. komorek minimalnych, czyli zywych
komérek od podstaw oraz tworzenie ortogonalnych uktadéow biologicznych
w oparciu o biochemi¢ niespotykang w przyrodzie [20]. Podejscia oddolne
uzupetniaja badania nad zywymi komorkami, ulatwiaja definiowanie zasad
rzadzacych organizacja biologiczng i identyfikuja nowe systemy produkcji
biotechnologicznej [21].

Niniejszy artykul poswigcony jest chemicznej biologii syntetycznej (CBS) -
poddziedzinie ktora nie opiera si¢ na manipulacji genetycznej, natomiast ktadzie
nacisk na podejScie chemiczne w celu syntezy, chemicznej lub biochemicznej,
struktur molekularnych 1 wieloczasteczkowych zorganizowanych systemow
biologicznych nie wystepujacych w przyrodzie [22]. CBS jest okre$lana
alternatywnie terminem ,ksenobiologia”, przy czym nalezy tu zaznaczyC, ze
w kontekscie biologii syntetycznej ksenobiologia nie obejmuje poszukiwania zycia
pozaziemskiego [23]. U podstaw tego rodzaju badan lezy pytanie czy droga natury
jest jedyna obowiazujaca Sciezka. Syntezujagc w laboratoriach alternatywne, nie
wystepujace w naturze zwigzki 1 poréwnujac je z formami naturalnymi, badacze
dzialajacy w obszarze CBS starajg si¢ wyjasni¢ dlaczego zycie ewoluowalo tak
a nie inaczej. Na przyktad czy wybor rybozy jako sktadnika kwasow nukleinowych,
czy tez 20 aminokwasow do tworzenia biatek to efekt determinizmu czy przypadku.
CBS jest wiec bardziej nastawiona na nauki podstawowe niz na podejscie
inzynierskie, zwykle pos§wiecone z gory okreslonemu celowi [22].

Opierajac si¢ na zalozeniu, ze zycie moglo ewoluowac inaczej, naukowcy
probuja projektowac i tworzy¢ formy Zycia, a przynajmniej uktady biologiczne,
oparte na nienaturalnych strukturach biochemicznych. Ich wysitki skupiajg si¢ na
otrzymywaniu alternatywnych biomolekut ktore moglyby podtrzymywaé procesy
zyciowe. Obszary badan na poziomie molekularnym obejmuja miedzy innymi
chemiczng modyfikacj¢ DNA, polimeraz, aminokwasow, bialek i tworzenie form
pecherzykowych. Bardziej wizjonerskie pomyslty zaktadaja zastapienie wegla
krzemem w podstawowych biomolekutach lub tworzenie form zycia, ktére nie tylko
wykorzystuja elementy nienaturalne, ale takze architektur¢ calkowicie odmienng od
naturalnej budowy genomu, rybosomu i biatka [23]. Dodatkowym efektem takich
dzialan moze by¢ wytworzenie wielu narzedzi opartych na nienaturalnych
zwigzkach do wykorzystania w nanomedycynie, diagnostyce, dostarczaniu
lekow/gendw, bioinzynierii itp.
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2. KWASY KSENONUKLEINOWE

W ciagu ostatnich kilku dziesigcioleci zaprojektowano i1 zsyntetyzowano wiele
zmodyfikowanych chemicznie kwaséw nukleinowych, zwanych kwasami
ksenonukleinowymi (XNA). Modyfikacje te dotyczyly zasad nukleinowych,
cukréw, fosfodiestru lub ich kombinacji. W poréwnaniu z naturalnymi DNA i RNA
- XNA maja podobne, czesto lepsze wiasciwosci chemiczne i biologiczne, co
sprawia, ze sa  skuteczniejsze @~ w  zastosowaniach  biomedycznych
i biotechnologicznych. Nie wykazano jeszcze ze XNA moga zastagpic DNA
i funkcjonowa¢ jako materiat genetyczny w zywych komorkach, jednak w naturze
zidentyfikowano wiele odmian szkieletéw zasad nukleinowych, cukrowych
i fosforanowych DNA 1 RNA, co dowodzi, ze mozliwa jest integracja
alternatywnych zestawdéw genetycznych z zywymi systemami [24]. Wstepne
badania wykazaly, ze informacja genetyczna kodowana przez XNA wewngtrz
plazmidu moze by¢ wykorzystana do generowania kopii DNA. Za pomoca
polimeraz  XNA wyewoluowanych w laboratoriach, informacja genetyczna
zakodowana w XNA moze by¢ przenoszona do i z DNA, co sugeruje, ze niektore
XNA mogg funkcjonowac jako alternatywny materiat genetyczny in vivo. Poprzez
wstawienie nienaturalnych par zasad z powodzeniem konstruowano organizmy
polsyntetyczne o rozszerzonych genomach [25]. Wszystkie te wyniki wskazuja na
mozliwo$¢ wykorzystania alternatywnych XNA do tworzenia sztucznego zycia.

Modyfikacja zasad nukleinowych moze modulowaé sile i specyficznosé
parowania zasad, a zmiany szkieletu fosfodiestrowego zwigkszy¢ odpornos¢ na
nukleazy i polepszy¢ wlasciwosci farmakokinetyczne. Z kolei modyfikacje
elementéw cukrowych majg znaczacy wplyw na rozne wilasciwosci, takie jak
zdolno$¢ tworzenia dupleksu, odporno$§¢ na nukleazy 1 toksyczno$é. Przy
konstruowaniu nienaturalnych kwaséw nukleinowych spelnione musza by¢ trzy
kryteria projektowe: parowanie zasad, kompatybilno§¢ z naturalng lub
modyfikowang polimerazg DNA oraz kompatybilno$¢ z polimeraza RNA [26].

2.1. MODYFIKACJE CZESCI CUKROWEJ

Chociaz kazdy z trzech glownych elementéw kwasu nukleinowego, tj. zasada
nukleinowa, wigzanie fosfodiestrowego i ugrupowanie cukrowe, odgrywa wazng
role we wiasciwosciach strukturalnych i funkcjonalnych tego polimeru, to zdolno$¢
niektorych XNA do krzyzowania si¢ z DNA i RNA zalezy od ugrupowania
cukrowego, poniewaz determinuje ono geometri¢ spiralng dupleksu [27]. Na
przyktad DNA faworyzuje helis¢ w formie B z dezoksyryboza o konformacji
2'-endo, podczas gdy RNA preferuje helise w formie A z ryboza o konformacji
3'-endo. Zmiany konformacji spiralnej wystepuja gdy naturalny cukier jest
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zastgpowany innym rodzajem cukru. Na przyktad kwas arabinonukleinowy (ANA),

analog RNA, w ktorym grupa 2'-hydroksylowa skierowana jest ku gorze, przyjmuje
geometri¢ helikalng formy B zamiast standardowej geometrii formy A,
powszechnie obserwowanej dla RNA (Rys. 3) [28]. Podobnie, gdy do
dezoksyrybozy wprowadza si¢ grupe 4'-tiolowa (4’ThioDNA), odpowiedni analog
DNA tworzy helis¢ w ksztalcie litery A, a nie standardowg o geometrii formy B,
powszechnie obserwowang dla DNA (Rys. 3) [29].
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Rysunek 3.  Kwasy ksenonukleinowe ze zmodyfikowana czescia cukrowa
Figure 3. Sugar modified xenonucleic acids

W literaturze opisano wiele XNA, z ktérych wigkszo$¢ nie jest w stanie
sparowaé¢ si¢ z DNA i RNA, poniewaz ich parametry strukturalne lezg poza
przestrzenia konformacyjng okreslong przez helisy w formie A i B [30, 31]. Jednak
szczegodlowo opisano dwa znaczace przypadki, w ktorych krzyzowanie XNA
z DNA i RNA wystepuje z wysoka wydajnoscia. Pierwszym z nich jest kwas
treozonukleinowy (TNA), w ktorym naturalng pigcioweglowa ryboze zastgpiono
syntetyczna czteroweglowa treoza [32] i anhydroheksytolem (HNA), pochodzacym
od szeScioweglowej piranozy [33]. TNA 1 HNA moga byé zdolne do wymiany
informacji genetycznej z polimerami kwasu nukleinowego innymi niz DNA i RNA,
poniewaz wykazuja oznaki niejednorodnosci strukturalnej w zaleznosci od tego,
czy sg sparowane ze soba, czy tez z naturalnym polimerem genetycznym [34, 35].
W przypadku zidentyfikowania takich przypadkéw, TNA i HNA moga stuzy¢ jako
pomost, umozliwiajac przeptyw informacji z naturalnych kwaséw nukleinowych do
syntetycznych polimerow genetyczmychXNA, ktore nie sg zdolne do parowania
zasad z DNA i RNA.

Ortogonalnymi XNA s3 miedzy innymi kwasy deoksyksylonukleinowy
(dXyINA), ksylonukleinowy (XyINA) i piranozylonukleinowy (pNA), ktory jest
kolejnym przyktadem systemu samoparowania, ktory jest ortogonalny do DNA
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i RNA [36]. W przypadku ANA, HNA, kwasu 2'-fluoroarabinonukleinowego
(FANA) i cykloheksenowego (CeNA) zaobserwowano, ze mogg tworzy¢ w petni
syntetyczny uktad katalityczny, ktéry nazwano XNAzymem (Rys. 3) [37].
XNAzymy kazdego z czterech wymienionych typow XNA moga rozcina¢ wigzanie
fosfodiestrowe w RNA, wykazujgc aktywnos$¢ endonukleazy RNA dziata¢ jako
ligazy RNA. XNAzymy katalizujg tworzenie oligomerow XNA o dhugosci do 100
nukleotydow. Otrzymane XNAzymy o aktywnosci ligazy sa zdolne do
katalizowania syntezy XNAzyméw o aktywnosci endonukleazy RNA. Ostatnie
badania wykazalty, ze dXyINA i XyINA tworza struktury spinki do wlosow
stabilniejsze od dotychczas opisanych przyktadow [38].

2.2. MODYFIKACJE CZESCI ZASADY NUKLEINOWEJ

Idea wprowadzania syntetycznych zwiazkéw heterocyklicznych zamiast
natywnych zasad do DNA i RNA jest realizowana od prawie 60 lat. Nienaturalne
zasady moga rozszerzy¢é kod genetyczny 1 wprowadzi¢c nowe funkcje
makromolekularne, przez co badania tego typu s3 jednymi z podstawowych
w biologii syntetycznej. Wigkszo$¢ doniesien literaturowych dotyczy rozszerzania
kodu, inne koncentrujag si¢ na dokowaniu syntetycznych heterocykli do
niekodujacych fragmentéw kwaséw nukleinowych. To drugie, rzadziej stosowane
podejscie, ma na celu wyjasnienie gtownych proceséw z udziatlem kwasow
nukleinowych, w tym regulacji transkrypcji, translacji, transportu i czasu zycia
transkryptow.

Postep w dziedzinie chemii zwigzkéw heterocyklicznnych umozliwit
skonstruowanie duzej liczby analogdw zasad nukleinowych. Wprowadzania grup
funkcyjnych do kwasow nukleinowych w tym miejscu zwykle powoduje tylko
niewielkie zaklocenie w rozpoznawaniu typu Watsona-Cricka, a zatem nie zakloca
informacji genetycznej przenoszonej przez sekwencje DNA lub RNA [39, 40].
Jednoczesnie zmodyfikowane zasady nukleinowe moga zwigkszac¢ stabilno$é
termiczng dupleksow 1 aktywnos$¢ wyciszania genoéw [41-43], umozliwiaja
wprowadzenie znacznikéw fluorescencyjnych [44] Iub redoks [45]. Przenosza
dodatkowa reaktywnos$c¢ [46, 47] lub poszerzaja alfabet genetyczny [48, 49].

Istniejg dwie podstawowe strategie w obszarze modyfikowania: pierwsza ma
na celu utrzymanie podobnej do Watsona-Cricka sieci wigzan wodorowych mi¢dzy
zasadami, podczas gdy druga strategia wykorzystuje grupy hydrofobowe, ktore
nasladuja ksztatt i polarno$¢ naturalnych zasad. W pierwszej z tych strategii
rozwijano biologie syntetyczna oparta na sztucznie rozszerzonych systemach
informacji genetycznej. Systemy te zawieraja sze$¢ lub wiecej par zasad
nukleotydowych, z ktérych kazda nadal jest zgodna z podstawowa geometrig
Watsona-Cricka, ale rozni si¢ ukladem donoréw i akceptoréw w wigzaniach
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wodorowych w syntetycznych parach zasad, przyktadem mogg by¢ pary izoC:izoG
i Z:P (Rys. 4). Para zasad Z:P jest latwo wlaczana przez polimerazy DNA, z 97,5%
zachowaniem nienaturalnej pary zasad podczas amplifikacji PCR [50], a ponadto
o-tiotrifosforan zawierajacy nukleozasad¢ P moze by¢ wykorzystany przez
polimerazy do wytworzenia oligonukleotydu zawierajacego tiofosforan [51].
Syntetyczny szeScioliterowy system genetyczny obejmujacy ,,biocegietki” G, A, C,
T, Z 1 P (Rys. 4) nie jest homologiczny z systemem genetycznym ktory naturalnie
znajdujemy na Ziemi, jednak ma wiele wspolnych cech strukturalnych
z naturalnymi systemami genetycznymi [1].
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Rysunek 4.  Kwasy ksenonukleinowe modyfikowane w czgsci zasady nukleinowe;j
Figure 4. Base modified xenonucleic acids

Zasady nukleinowe o rozbudowanej strukturze xA, xC, yT 1 yC (Rys. 4) moga
by¢ replikowane przez polimerazy w E. coli, ale tylko w przypadku xA i xC
wierno$¢ replikacji jest wysoka [52].

Hydrofobowe podejscie do opracowania syntetycznych par zasad ma na celu
nasladowanie rozmiaru, ksztattu i w niektorych przypadkach polaryzacji naturalnej
pary zasad, ale nie wiagzania wodorowego. Przykladami par zasad typu
hydrofobowego moga by¢ Ds:Px i 5SICS:NaM (Rys. 4). Sekwencje z parag Ds:Px
mozna amplifikowa¢ 107-krotnie przy 30 cyklach PCR z niemal 100% wiernoscia



1426 E. HUSZCZA

[53]. Para 5SICS:NaM moze wystgpowaé zarOwno w nici sensownej, jak
i antysensownej] DNA bez utraty wydajnosci replikacji i translacji [54, 55].
ESQ

Zastosowanie grupy propargilowej w nukleozasadach, np. w Px, dC™~ umozliwia

latwe wlaczenie wielu grup funkcyjnych (Rys. 4) [56].
2.3. MODYFIKACJE CZESCI FOSFODIESTROWEJ

Szkielet fosforanowy taczacy ze sobg nukleotydy w DNA i RNA jest
w warunkach fizjologicznych obdarzony fadunkiem ujemnym, co stanowi duza
przeszkod¢ w przekraczaniu blon biologicznych. Ponadto endogenne egzo-
i endonukleazy hydrolizujg wigzania fosfodiestrowe, degradujac DNA i RNA
w ciggu kilku minut. Wiele alternatyw dla wigzania fosfodiestrowego zostato
przebadanych, glownie z zamiarem zwickszenia odporno$ci na degradacje
prowadzong przez nukleazy [57].

Czesto  stosowanym  analogiem  fosfodiestrowym o  zwigkszonej
hydrofobowosci jest tiofosforan, w ktorym jeden atom tlenu grupy fosforanowej
jest zastgpiony atomem siarki (Rys. 5). Wiele polimeraz DNA akceptuje
trifosforanowa wersje tej pochodnej, w ktorej siarka wystepuje w pozycji
o trifosforanu [58]. Wigzania tiofosforanowe sg chiralne, posiadajg centrum
stereogeniczne przy atomie fosforu. Badania wykazaty, ze kilka polimeraz
selektywnie wykorzystuje stereoizomer Sp zmodyfikowanego siarka trifosforanu
nukleozydu i1 ze polimeryzacja przebiega z odwroceniem konfiguracji na atomie
fosforu [59-61]. Rybosomy akceptuja mRNA z modyfikacja tiofosforanowa [62],
a niektdre bakterie naturalnie wlaczajg tiofosforany do swoich genomow [63].
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Rysunek 5. Kwasy  ksenonukleinowe  modyfikowane w  czgSci  fosfodiestrowej  acznikami
fosforotionanforanowym, boranofosforanowyn, fosfonianowym i triazoliowym

Figure 5. Phosphodiester backbone modified xenonucleic acids by phosphorotioate, boranophosphate,
phosphonate and triazole linkages

Analogi boranofosforanowe (Rys. 5) sg podobnie jak tiofosforany tolerowane
przez polimerazy i rybosomy [64]. Z kolei analogi fosfonianowe (Rys. 5),
zawierajace dodatkowa grupe metylenowa migdzy atomem 5' tlenu a atomem



CHEMICZNA BIOLOGIA SYNTETYCZNA 1427

fosforu, sa wysoce odporne na degradacje nukleazowa [65]. Polimerazy preferujg
wlaczanie pochodnych fosfonianowych z adening i cytozyna, podczas gdy analogi
z tyming i uracylem sg wlaczane w ograniczonym zakresie. Naturalny trifosforan
nukleozydu adeninowego jest preferowany w poréwnaniu z wersja fosfonianows,
co wymaga dalszych badan zar6wno nad tymi zwigzkami, jak i nad inzynierig
polimeraz [66].

Jedna z niedawno opisanych modyfikacji grupy fosforanowej polega na
prowadzeniu szkieletu skladajacego si¢ z wigzania triazolowego (Rys. 5), co jak
wykazano nie wplywa na replikacj¢ przez polimerazy zaré6wno w warunkach
in vitro [67], jak i in vivo [68].

2.4. MODYFIKACJE SZKIELETU NUKLEOZYDOWEGO

Jedna z najbardziej udanych strategii nasladowania kwaséw nukleinowych jest
przeniesienie zasad nukleinowych na szkielet peptydowy w celu wytworzenia
»peptydowych kwasow nukleinowych” (PNA). W zwigzkach tego rodzaju szkielet
cukrowo-fosforanowy jest zastgpiony obojetnym szkieletem na bazie poliamidu,
przypominajagcym strukture chemiczng wystepujacg w biatkach (Rys. 6). PNA sa
chemicznie proste, tworza bardzo stabilne struktury dupleksu i tripleksu
z oligonukleotydami PNA, DNA i RNA, a informacje przenoszone przez PNA
mozna przenie$¢ do innego PNA lub RNA. Niektore z prekursorow PNA zostaty
znalezione  metreorytach 1 pracach  eksperymentach  prowadzonych
w symulowanych warunkach prebiotycznych [69, 70].
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Rysunek 6.  Kwasy ksenonukleinowe ze zmodyfikowanym szkieletem cukrowo-fosforanowym
Figure 6. Xenonucleic acids with a modified sugar-phosphate backbone

W ciagu ostatnich kilku dekad zbadano wiele roznych wersji PNA, w tym
analogi aminoetyloglicynowe (aegPNA) [71] i tioestrowe (tPNA) [71, 72] (Rys. 6).
Najczescie] uzywanym PNA jest aegPNA ze wzgledu na wysoka stabilnoscia
termiczng 1 wysoka specyficzno$¢ parowania [73]. W przypadku tioestrowych
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analogow PNA zaobserwowano samoorganizowanie si¢ nukleozasad na szkielecie
peptydowym w obecno$ci matrycy oligonukleotydowej [74]. Ten unikalny proces
samoorganizacji moze potencjalnie sta¢ si¢ podstawg mechanizmu replikacji
w konstrukcie biologii syntetyczne;j.

Polimerami pokrewnymi peptydowym kwasom nukleinowym sa glicerolowy
kwas nukleinowy (GNA) i serynolowy kwas nukleinowy (SNA), w ktorych
rusztowanie cukrowo-fosforanowe jest zastapione acyklicznymi szkieletami
opartymi na glikolu propylenowym i serynolu (2-amino-1,3-propanodiolu) (Rys. 6).
Zwigzki te sa natadowane ujemnie ze wzglgdu na obecnos¢ jednostek
fosforanowych taczacych monomery i — w przeciwienstwie do PNA — sa chiralne.
Wszystkie pochodne PNA, GNA, i SNA o zmodyfikowanych zasadach,
reprezentuja analogi DNA i RNA, w ktorych wszystkie strukturalne czesci
skladowe zostaly chemicznie zmienione w poréwnaniu z kanonicznymi
nukleozydami [75-77].

3. ROZSZERZANIE KODU GENETYCZNEGO

Jednym z bardziej obiecujacych podejs¢ do projektowania komodrek
syntetycznych jest rozszerzenie kodu genetycznego, co pozwala na jego
alternatywne odczytywanie. Przeprogramowanie biosyntezy bialek za pomoca
roznych ncAA moze prowadzi¢ do bezpiecznych szczepow drobnoustrojow
o nowych funkcjach, bedacych jednoczesnie tzw. ,genetycznymi zaporami
ogniowymi” [78].

Z rzadkimi wyjatkami, kod genetyczny wszystkich znanych organizmow
koduje te same 20 aminokwasow [79, 80]. Sekwencja aminokwasow
w polipeptydach jest okre$lona przez sekwencje nukleotydow w mRNA. Cztery
nukleotydy moga tworzy¢ 64 trzyliterowe kodony i 61 z tych kodow koduje 20
cAA, a trzy pozostate kodony, zwane kodonami terminacyjnymi, sygnalizujg
zatrzymanie translacji. Zatem, aby wprowadzi¢ nowe ncAA in vivo, nalezy uzyskaé
dodatkowe kodony lub przeprogramowac juz istniejace.

Z opracowanych dotychczas metod wprowadzania ncAA do bialek najczesciej
stosuje si¢ dwa podejscia. W pierwszym wykorzystuje si¢ auksotroficzny organizm
ekspresyjny oraz zjawisko rozwiaztosci naturalnej maszynerii translacji, polegajace
na tym, ze niektore transferowe RNA (tRNA) moga przenosi¢ ncAA strukturalnie
podobne do ich pokrewnych kanonicznych aminokwasow. Odpowiedni ncAA
dostarcza si¢ egzogennie, a zaleta tej metodologii jest jej prostota technologiczna.
Konieczne jest jednak  dysponowanie  odpowiednim  auksotroficznym
drobnoustrojem. Poza tym liczba ncAA, ktére mozna wprowadzi¢ za pomocg tej
technologii, jest ograniczona do bliskich analogow strukturalnych cAA. Co wigcej,



CHEMICZNA BIOLOGIA SYNTETYCZNA 1429

konsekwencja tego podejécia jest to, ze mozliwa jest tylko catkowita wymiana,
czesto prowadzaca do znacznej utraty aktywnosci i/lub stabilno$ci biatka [81].

Alternatywna metoda in vitro wykorzystuje jeden z trzech kodonow stop
(UAG, UAA, UGA), ktory przeprogramowuje si¢ na pozadany ncAA. Poniewaz
kodon bursztynowy (UAG) jest najmniej uzywany u Escherichia coli (7-8%), jest
wigc preferencyjnie wybierany do przekodowania. Gen kodujacy badane biatko
z wprowadzong nonsensowng (np. bursztynowg) mutacjg ulega translacji w tym
uktadzie, co skutkuje wiaczeniem aminokwasu do rosnacego ‘tancucha
polipeptydowego w okreslonym miejscu. Do thumienia kodondéw stop wykorzystuje
si¢ ortogonalny system translacji, skladajacy si¢ z ortogonalnej syntetazy
aminoacylo-tRNA w  polaczeniu z ortogonalnym tRNA, specjalnie
zaprojektowanym dla danego ncAA. Jak dotad za pomocg tej metody do biatek
wiaczono ponad 200 réznych ncAA [82].

Przyktadem rozszerzenia kodu genetycznego przez zastgpienie aminokwasow
w catym proteomie, byto otrzymanie bakterii Escherichia coli zdolnych do wzrostu
na syntetycznym niekanonicznym aminokwasie L-B-(tieno[3,2-b]pirolilo)alaninie
([3,2]Tpa) jako jedynym substytucie L-tryptofanu (Trp) (Rys. 7). Dlugoterminowe
doswiadczenie hodowlane na pozywkach syntetycznych pozwolito otrzymaé
bakterie, w ktorych 20899 kodondow UGG (kodujacych Trp) zostato
przeprogramowanych przez zastgpienie Trp-tRNATrp dostarczanym [3,2]Tpa-
tRNATrp, wytwarzanym przez t¢ sama syntetaz¢ aminoacylo-tRNA. Bakterie te
wykazywaly silny wzrost przy catkowitym braku Trp [82]. Ewolucyjnie
przystosowany szczep E. coli zastosowano pozniej do ekspresji syntetyzowanego
rybosomalnie 1 potranslacyjnie modyfikowanego peptydowego lantybiotyku
lichenicydyny z reszta tryptofanu zastagpiong przez [3,2]Tpa o poréwnywalnej
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej. Inzynieria lantybiotykow nie wystepujacych
w  przyrodzie umozliwia dywersyfikacje¢ antybiotykéw  trudnych do
zsyntetyzowania in vivo 1 odpowiada na nieslabnace zapotrzebowanie na nowe
antybiotyki, ktéore mogg ominaé naturalniec powstajagce mechanizmy obronne
(super)patogenow [84, 85].

4. KSENOENZYMY

Inzynieria enzymow poczynita w ostatnich dziesigcioleciach imponujace
postepy torujac droge do powszechnego stosowania enzymow do réznych celow.
Aktualnym kierunkiem, odmiennym od ,klasycznej” inzynierii enzymow, ktora
koncentruje si¢ na optymalizacji specyficznych wlasciwos$ci naturalnych
biokatalizatorow, jest tworzenie sztucznych enzymow, ktore katalizuja reakcje
nieobserwowane w naturze. Wigkszo$¢ opisanych do tej pory sztucznych enzymow
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nie wykazuje wysokiej aktywnosci in vivo, jednak moga one nadawa¢ komorkom
zupelnie nowe funkcje [86]. Obserwowany obecnie trend tworzenia sztucznych
enzymow, roznigcych si¢ od naturalnych odpowiednikow sekwencja aminokwasow,
stosowanymi kofaktorami lub katalizowana reakcja nazwano ,czwarta falg
biokatalizy” [87].

Nowe katalizatory tworzy si¢ poprzez zmian¢ przeznaczenia naturalnych
enzymow (wykorzystujac katalityczng rozwigzto$¢ niektérych enzymow),
wprowadzenie nienaturalnych, aktywnych katalitycznie ugrupowan do biatek lub
obliczeniowe projektowanie enzymu w kierunku pozadanej reakcji. Przykladem
podejécia drugiego typu jest zastosowanie niekanonicznych aminokwasow do
kotwiczenia jondéw metali, kofaktorow, poprawy wilasciwosci, takich jak
aktywnos¢, selektywno$¢ i stabilno$¢, a takze do umozliwienia katalizowania
nowych transformacji. 20 standardowych aminokwasow oferuje waski zestaw grup
funkcyjnych, co ogranicza zdolno$ci katalityczne enzyméw. Na przyktad Zzaden
aminokwas kanoniczny nie moze dziala¢ jako silny elektrofil. Problem ten zostat
przez natur¢ rozwigzany poprzez uzycie metali i innych kofaktorow, a takze
poprzez modyfikacje¢ posttranslacyjna. Metoda inzynierii bialek mozna precyzyjnie
wprowadzi¢ niekanoniczne aminokwasy uzyskujagc pozadang nienaturalng
funkcjonalnos¢ [88].
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Rysunek 7. Wybrane niekanoniczne aminokwasy
Figure 7. Selected non-canonical amino acids

Jednym z nielicznych przyktadéw zastosowania niekanonicznego aminokwasu
bezposrednio do katalizy jest wprowadzenie p-aminofenyloalaniny (Rys. 7) do
wielolekowego represora transkrypcyjnego Lactococcus lactis (LmrR). Stuzy ona
jako katalizator nukleofilowy w reakcji tworzenia hydrazonu (Rys. 8) [89]. Dzi¢ki
wykorzystaniu ukierunkowanej ewolucji poprawiono szybkosci katalityczng
enzymu zwigkszajac stukrotnie wartos$¢ statej katalitycznej k., [90].
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Rysunek 8. Tworzenie hydrazonu przez wielolekowy represor transkrypcyjny Lactococcus lactis LmrR
niekanonicznym aminokwasem z uzyciem 4-hydrazyno-7-nitro-2,1,3-benzoksadiazolu
i 4-nitrobenzaldehydu [89]

Figure 8. Non-canonical aminoacid catalyzed hydrazone formation by the Lactococcus lactis multidrug
transcriptional regulator LmrR using 4-hydrazino-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazole
and 4-nitrobenzaldehyde [89]

Pomimo wielu interakcji, ktore musza by¢ brane pod uwage przy
obliczeniowym projektowaniu skutecznego katalizatora, do tej pory opisano szereg
enzymoOw zaprojektowanych pod katem wybranej funkcji [90]. Wytwarzanie
sztucznych enzymow, ktore sa aktywne katalitycznie in vitro i funkcjonalne
biologicznie in vivo jest kluczowym celem chemicznej biologii syntetyczne;.
Jedynie kilka w pelni biokompatybilnych sztucznych enzyméw bylo w stanie
przeja¢ funkcje komorkowe, jak na przyktad sztuczna esteraza enterobaktyny
zelazowej, ktorej ekspresja w szczepie E. coli z delecjg naturalnej esterazy, pozwala
bakteriom rosng¢ w pozywce z ograniczong zawartoscig zelaza [92]. Badania te
pokazujg, ze sztuczne enzymy moga zastapic¢ ich naturalne odpowiedniki in vivo,
jednak poszerzenie zakresu funkcji komoérkowych i1 stworzenie organizméw
opierajacych sie na chemii bioortogonalnej wymaga osiggniecia tego samego dla
reakcji nieobserwowanych w naturze. Takie abiotyczne transformacje moze
katalizowa¢ zaprojektowana de novo peroksydaza hemowa, wykazujagca rowniez
zdolno$¢ do efektywnego i stereoselektywnego miedzyczasteczkowego transferu
karbenow do olefin, heterocykli, aldehydéw i amin. Opisana dla tego enzymu
reakcja rozbudowania pierScienia prostej cyklicznej czasteczki pirolu w celu
utworzenia prekursora NAD', waznego biologicznego kofaktora, prowadzona
w beztlenowych hodowlach E. coli, ma potencjat aplikacyjny [93] (Rys. 9).
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Rysunek 9. Rozbudowanie pierScienia heteroaromatycznego pirolu do nikotynianu etylu z uzyciem
2-bromo-2-diazooctanu etylu katalizowane przez syntetyczng peroksydaze hemowa C45 [93]
Figure 9. Heteroaromatic pyrrole ring expansion to ethyl nicotinate using ethyl-2-bromo-2-diazoacetate
catalyzed by synthetic heme peroxidase C45 [93]
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Obecnie integracja sztucznych enzyméw z metabolizmem zywych komorek
pozostaje w duzej mierze niezbadanym terenem, jednak mozna przewidywaé, ze
biologia syntetyczna odniesie duze korzysci z ksenoenzymow, poniewaz umozliwig
one opracowanie nowych szlakéw i otrzymywanie nowych dla natury zwiazkoéw
zréwnowazonymi drogami.

5. KOMORKA MINIMALNA

Jedna z bardziej ambitnych aspiracji wspodfczesnej biologii jest synteza
sztucznych zywych komorek, tworzac tym samym nieograniczone mozliwosci
badawcze. Aby zmniejszy¢ poziom trudno$ci tego zadania, wigkszo$¢ wysitkow
koncentruje si¢ na syntezie komorki minimalnej. Ze wzgledu na odmienny sktad
chemiczny materialu genetycznego, komorki takie nie moga wymienia¢ Zzadnych
informacji genetycznych z organizmami naturalnymi. Podobng izolacj¢ mozna
rowniez osiggna¢ poprzez zmian¢ kodu genetycznego i przypisanie translacji
trypletow kodondéw na inne aminokwasy. W obu przypadkach powstate organizmy
nie moga oddziatywa¢ genetycznie ze S$rodowiskiem i dlatego nazywane sa
ortogonalnymi. Co wazne, ortogonalnos$¢ syntetycznych komorek zapewnia wysoki
poziom bezpieczenstwa biologicznego [94].

Koncepcja komoérki minimalnej ma istotne znaczenie przy okreslaniu
minimalnych i jednocze$nie wystarczajagcych warunkéw zycia komorkowego,
a takze przy poznawaniu wczesnych komorek, ktore byty prawdopodobnie znacznie
prostsze niz komodrki wspolczesne [95, 96]. Poza wspomnianymi aspektami,
badania na komoérkach minimalnych mogg by¢ przydatne przy opracowywaniu
prostych reaktorow komorkowych do roznych zastosowan [97] oraz moga
przynie$¢ znaczne rozszerzenie roznorodnosci form zycia.

Podejécie odgorne tworzenia komorki minimalnej polega na dekonstrukcji
zywych komorek, natomiast oddolne na skladaniu nieozywionych sktadnikéw
biologicznych, tj. samoreplikujacego si¢ kwasu nukleinowego, mechanizmu
metabolicznego i struktury kapsulkujacej, w celu uzyskania uktadu, ktéry mozna by
uzna¢ za zywy. Chociaz zaden uklad oddolny nie zostal jeszcze pomysinie
skonstruowany, jednak poczyniono juz w tym wzgledzie postgpy w postaci
projektowania bardziej wyrafinowanych przedziatow przypominajacych komorki
[98].

4.1. MINIMALNY GENOM
Minimalizacja genomu to odgdérne podejscie biologii syntetycznej majace na

celu zlozenie sztucznego genomu zawierajacego tylko te geny, ktore sa absolutnie
niezbgdne do zycia i wzrostu. Najmniejszy genom ze wszystkich wolno zyjacych
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organizméw  posiadajag  bakterie = Mycoplasma  mycoides  JCVI-syn3.0,
wyprodukowane w wyniku redukcji informacji genetycznej szczepu JCVI-synl.0
(pierwszego organizmu z calkowicie syntetycznym genomem) z 901 do 473 genéw
[99, 100]. Bakteri¢ Mycoplasma mycoides JCVI-syn3.0 uznaje si¢ za pierwszg
syntetyczng minimalng komorke.

Ostatnie badania prowadzone na zminimalizowanych genomowo komérkach
bakterii Mycoplasma mycoides JCVI-syn3A pokazuja, ze do prawidlowego
podzialu komoérki wymagane jest lacznie siedem gendéw, do ktorych nalezg dwa
znane geny podziatu komorki (ftsZ i sepF), hydrolaza o nieznanym podiozu oraz
cztery geny kodujace biatka zwigzane z btong o nieznanej funkcji [101]. Wnioski
takie wyciagnigto obserwujac odzyskanie prawidlowego podzialu i morfologii
w komorkach, ktorym przywrocono 19 gendéw usunietych przy tworzeniu JCVI-
syn3.0 z JCVI-synl.0, co skutkowalo nieregularnym podziatem komorek
i pleomorfizmem. Rola tych wcze$niej niescharakteryzowanych genow, jak réwniez
poligeniczna podstawa normalnego podziatu i morfologii komoérki, moga by¢
uzyteczne przy oddolnym podej$ciu odtwarzania podziatu komoérek w komoérkach
syntetycznych. Dla zminimalizowanych genomowo komorek bakterii JCVI-syn3A
opracowano pierwszy obliczeniowy model metaboliczny, taczac sekwencje DNA
z procesami molekularnymi na poziomie calego systemu biologicznego [102].

5.2. SYNTETYCZNE BLOKI BUDULCOWE

Szybki postgp obserwowany w badaniach nad oddolnym konstruowaniem
syntetycznych komorek sugeruje, Ze integracja syntetycznych blokéw budulcowych
w funkcjonalng syntetyczna komoérke moze by¢ osiggalna w niedalekiej przysztosci.
Opracowano juz wiele systemow supramolekularnych w celu odtworzenia funkcji
komérkowych, takich jak podzial na kompartmenty [103, 104], replikacja DNA
[105, 106], metabolizm [107, 108], mobilnos¢ i ksztatt [109, 110] oraz komunikacja
[111]. Do najnowszych osiagniec¢ w zakresie inspirowanego natura
samoorganizowania si¢ naleza przyktady wukladow supramolekularnych
przedstawione ponize;j.

Procesy zyciowe zachodza w zamknigtych mikrosrodowiskach tj.
w komorkach i organellach. Komunikacja i adaptacja podobna do komoérkowe;j
projektowana jest pomiedzy wieloma supramolekularnymi przedziatami. Efektem
badan z tego zakresu sa fagocytarne dendrymerosomy zdolne do endocytozy
zywych bakterii poprzez niekowalencyjng adhezje blonows, bedacej efektem
wysokiej elastycznosci i stabilno$ci polimerowych pecherzykow [112].

Przyktadem syntetycznego wzmocnienia ruchu, ktéry jest jedna
Z podstawowych cech organizméw zywych, moze by¢ urzadzenie ruchowe
przypominajace komorke. Supramolekularne pecherzyki polimerowe o wklestym
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ksztalcie, zwane stomatocytami, zaladowane sa nanoczastkami platyny,
katalizujacymi produkcje napedzajgcego ruch tlenu z nadtlenku wodoru. Predkosé
i kierunek ruchu moga by¢ regulowane temperatura poprzez odwracalne otwieranie
i zamykanie centrum Kkatalitycznego za pomoca termoreaktywnych polimerow
[113].

Specyficzne wigzanie ligand-receptor jest podstawg rozpoznania i komunikacji
komorkowej. Poniewaz weglowodany czesto odpowiadaja za bezposrednie
interakcjach komoérka-komorka, wiele badan dotyczy opracowania syntetycznych
receptorow glikanowych o wysokiej specyficznosci. Do selektywnego wigzania
glukozy opracowano syntetyczny biomimetyczny receptor o kieszeni idealnie
dopasowanej do calkowicie ekwatorialnego P-piranozydu [114]. Powinowactwo
receptora tego do glukozy w srodowisku wodnym jest porownywalne z naturalnymi
systemami  receptorowymi,  dzigki  zaprojektowanym = oddziatywaniom
hydrofobowym i hydrofilowym.

UWAGI KONCOWE

Chemiczna biologia syntetyczna wylonila si¢ z ambitnych celéw, jakimi sg
zrozumienie fundamentalnych mechanizméw zycia i jego pochodzenia oraz dazenie do
nasladowania go poprzez odwrotng inzynieri¢. Badania podstawowe nad chemicznie
modyfikowanymi kwasami nukleinowymi dostarczyly istotnych informacji na temat
stabilno$ci réznych form DNA i RNA, a takze pozwolily na glgbsze zrozumienie
zalezno$ci struktura-funkcja. Z kolei rozszerzenie kodu genetycznego i zdolno$¢ do
genetycznego wilaczania niekanonicznych aminokwaséw do biatek dostarczyla
uzytecznych narz¢dzi do badania i manipulowania strukturg i funkcjg tych polimerow.
Zgodnie z zatozeniami chemicznej biologii syntetycznej, badania nad otrzymaniem
komorki minimalnej przyczynily si¢ do znacznego postgpu w zrozumieniu wielu
mechanizmow biologicznych. Biologom udato si¢ juz stworzy¢ minimalna syntetyczna
komorke bakteryjna, zawierajaca mniej genow niz jakikolwiek znany zywy organizm,
ktora moze rosna¢ samodzielnie [98], jednak cel, jakim jest minimalna komorka
zaprojektowana i stworzona oddolnie z otrzymanych chemicznie blokéw budulcowych,

jest nadal niezrealizowany.
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