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Biologia syntetyczna jest nowa dziedzina, ktéra rozwingla si¢ z inzynierii genetycznej dzigki
postgpom w biologii molekularnej, genetyce, chemii, biotechnologii oraz innych spokrewnionych
dyscyplin. Celem 1 przedmiotem badan biologii syntetycznej jest budowanie zywych systemow
czy nawet stworzenie sztucznych organizmow do pehnienia funkcji korzystnych dla cztowieka
oraz poszukiwanie metod efektywnego projektowania, budowania i kontrolowania tych systemow
na potrzeby nauki, medycyny oraz przemyshu.

Biologia syntetyczna rézni si¢ od klasycznej
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Ryc. 1. Koszty sekwencjonowania DNA w ciggu synteza'DNA (RyC: 1)- Znaczaca rolg oglegral.o tez
ostatnich 10 lat (dane pochodzqce z National —duze zainteresowanie i naplyw fizykow, inzynieréw

Human Genome Research Institute). oraz informatykow do nauk biologicznych, ktorzy
rozpowszechnili szerokie zastosowanie metod obliczeniowych i komputerowego modelowania
w tej dziedzinie. Dalszy rozwoj dyscypliny w duzej mierze byt tez stymulowany poprzez
potencjalne jej zastosowanie do rozwiazania waznych wspodtczesnych problemow ludzkosci.
Typowymi przykladami takiego zastosowania sa: optymalizacja produkowania biopaliwa, synteza
nowych oraz tanszych lekéw, opracowanie innowacyjnych metod terapii genowej, projektowanie
biokomputeréw, inzynieria tkankowa czy nawet proby stworzenia nowych organizmow z korzystng
funkcjonalnos$cia, na przyktad syntetycznych bakterii walczacych z komoérkami raka.

Przedmiotem naszych badan w dziedzinie biologii syntetycznej jest stworzenie nowych
systemOw do precyzyjnego kontrolowania ekspresji genoéw dla potrzeb terapii genowej
oraz podstawowych badan biologicznych. W terapii genowej taki system moglby by¢
wykorzystywany do dawkowania ekspresji genu terapeutycznego w zaleznosci od stanu zdrowia
pacjenta oraz rozwoju choroby, podobnie do zmian dawki konwencjonalnych lekéw. Dla
przyktadu, pacjent z mutacja w genie odpowiedzialnym za syntezg niezbgdnego enzymu moéglby
dosta¢ terapeutyczne DNA z genem kodujacym poprawna wersj¢ biatka oraz mozliwoscia regulacji
Jjego ekspresji poprzez dobrze scharakteryzowany i mato toksyczny lek, podawany doustnie. Taka
mozliwo$¢ bylaby szczegolnie przydatna dla gendw z malym oknem terapeutycznym, podczas gdy
zbyt niska ekspresja nie poprawia stanu pacjenta, natomiast za wysoka moze mie¢ skutki uboczne.

W badaniach biologicznych taka kontrola pomogtaby lepiej bada¢ funkcje gendéw, ktore
maja zroznicowane oddziatywanie w zalezno$ci od poziomu ekspresji, np.: geny uczestniczace
w funkcjonowaniu uktadu odpornosciowego i nerwowego oraz w embriogenezie. Na dodatek takie
systemy do precyzyjnego kontrolowania ekspresji genow przydalyby si¢ jako komponenty
do budowania bardziej ztozonych uktadow biologicznych.
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Ryc. 2. Schemat (A) oraz mechanizm dziatania (B) genowego ukfadu regulatorowego na podstawie ujemnego
sprzezenia zwrotnego, w ktorym aktywnosé¢ supresora jest zalezna od induktora. Przy braku induktora biatko
supresorowe wiqze sie z promotorem wlasnego genu i w taki sposéb blokuje jego dalszq ekspresje. Natomiast
po dodaniu induktora, ktory wiqze sie z biatkiem, zmieniajqC jego konformacje, dochodzi do uwolnienia biatka
od promotora, co umozliwia dodatkowq ekspresje genu, produkujac kolejnq ilos¢ supresora, dopdki znéw nie nastqpi
rownowaga miedzy supresorem oraz induktorem; (C) W genetycznie modyfikowanych komorkach drozdzy
z integrowanym do genomu ukladem na podstawie ujemnego sprzezenia zwrotnego ilos¢ ekspresji genu supresora
(mierzona z uzyciem cytometrii przepltywowej) jest liniowo proporcjonalna do ilosci induktora (w zakresie 80-90%
maksymalnej ekspresji promotora, zaznaczone czerwong liniq); (D) Wspolne zaleznosci miedzy koncentracjq induktora
(%), ilosciq nigzwiqzanego z induktorem biatka supresorowego (z) oraz poziomem ekspresji genu supresora (y);
(E) Ogélne przedstawienie parametrow ekspresji regulowanego genu w systemie na podstawie ujemnego sprzezenia
Zwrotnego.

Wspotczesne systemy do ekspresji genow w komorkach ssaczych, w tym cztowieka, czgsto
nie maja zadnej kontroli, polegajac na promotorach dajacych staly poziom aktywacji. Nawet
w systemach, w ktorych istnieja mozliwosci kontrolowania (TetOn/Off, T-REx), maja one
charakter raczej ograniczony, czesto pozwalajac tylko na wlaczenie/wylaczenie genu, bez
mozliwo$ci dowolnej regulacji poziomu ekspresji. Na dodatek, maja one tez inne wady, m.in. duze
zrbéznicowanie poziomu ekspresji w populacji zmodyfikowanych komorek oraz zalezno$¢
od pewnych elementow aktywujacych pochodzenia wirusowego, ktore same w sobie moga mie¢
znaczna toksycznos¢ dla komorek ssaczych.

Prowadzac wtasne badania nad regulacja gendw w réznych uktadach, wykorzystujac model
drozdzowy, wykryliSmy nieznana wlasciwo$¢ ujemnego sprzgzenia zwrotnego w uktadach
genowych. Ujemne sprz¢zenie zwrotne to jest rodzaj regulacji, kiedy pewne biatko regulatorowe
(dalej supresor) kontroluje ekspresje wlasnego genu poprzez wiazanie si¢ do Swojego promotora
(Ryc. 2A). WykazalisSmy, ze w przypadku, gdy aktywnos¢ regulatorowa takiego supresora jest
Scisle zalezna od dodanej do systemu substancji chemicznej (dalej induktor, Ryc. 2B), poziom
ekspresji genu supresora oraz wszystkich innych regulowanych poprzez niego genow jest liniowo
proporcjonalny do poziomu dodanego induktora (Ryc. 2C). Wykorzystujac modelowanie
obliczeniowe oraz symulacje komputerowe stwierdziliSmy, ze cecha ta powstaje poprzez podwdjna
dystorsje zaleznos$ci miedzy komponentami systemu. Pierwsza dystorsja wystepuj¢ jako zalezno$¢
nieliniowa poziomu supresora niezwiazanego z induktorem od poziomu dostepnego induktora



w systemie. Nastgpnie druga dystorsja nastgpuje dzigki doktadnie odwrotnej nieliniowej zaleznosci
ogblnego poziomu ekspresji genu supresora od poziomu supresora niezwigzanego (Ryc. 2D).
Innymi stowy, mozna powiedzieé¢, ze dzigki temu, ze supresor hamuje ekspresje wlasnego genu,
to w nicobecno$ci induktora syntezowany on jest na minimalnie mozliwym poziomie
do prawidlowego funkcjonowania supresji. Natomiast induktor, po dodaniu do systemu, wiaze si¢
z bialkiem supresora, powodujac ostabienie supresji i pozwalajac na zwigkszenie ekspresji genu
supresora, ale tylko do poziomu doktadnie wystarczajqcego, zeby zrownowazy¢ ilo$¢ dodanego
induktora i przywroci¢ prawidtowe funkcjonowanie supresji. Dzigki tym cechom powstaje wigc
liniowa zalezno$¢ iloéci supresora od koncentracji induktora w zakresie 80-90% od maksymalnego
poziomu (Ryc. 2E).

Nalezy podkresli¢, ze podobna podwojna dystorsja jest wykorzystywana w elektrotechnice
do otrzymania sygnalow linowych w ukladach wejscia-wyjscia z nieliniowa wydajnoscia,
ale zjawisko to nie bylo do tej pory znane w systemach biologicznych. Wazna wlasciwoscia
systemu, przewidziang na podstawie komputerowego modelu oddzialywan a nastgpnie
sukcesywnie potwierdzona w eksperymentach biologicznych bylo to, ze wszystkie geny
kontrolowane z wykorzystaniem promotora identycznego do owego supresora maja takze liniowa
zalezno$¢ migdzy iloscia dodanego induktora a poziomem ekspres;ji.

Szybko zdaliSmy sobie sprawg z potencjalnego zastosowania tego odkrycia, bo jak juz
zostalo wspomniane, systemy zbudowane na podobnych zasadach moglyby by¢ przydatne
do wykorzystania w terapii genowej oraz jako narze¢dzie do podstawowych badan biologicznych.
Ale zanim staloby si¢ to mozliwe, nalezaloby zaadaptowaé ten system do prawidlowego
funkcjonowania w komoérkach ludzkich i innych ssakow.

Badania w tym kierunku zaczgliSmy od budowy A
najprostszego prototypu, wzorowanego na wczesniejszych I cockomy gen
uktadach  sprawdzonych w  komodrkach  drozdzowych.
Wykorzystujac techniki biologii molekularnej oraz korzystajac
ze wskazowek wynikajacych z modelowania komputerowego,
stopniowo  zoptymalizowali$my  system do bardziej B
efektywnego funkcjonowania w komorkach ssaczych.
Optymalizacja ta obejmowala stworzenie nowych promotoréw
syntetycznych oraz zastosowanie elementow polepszajacych
transkrypcje, translacj¢ 1 lokalizacj¢ bialka supresora.

Po stworzeniu szeregu prototypdéw, otrzymaliSmy system,
ktory w komorkach ssaczych ma funkcjonalno$¢ podobna
do ukl_e.ldu drozdzowego, mianowicie liniowa zalezno$¢ e Dodatkowy gen
ekspresji supresora oraz dodatkowych regulowanych genow | ‘ ‘ —= |
od poziomu induktora (Ryc. 3A, B). 0 2 4 6 10

Mamy nadziejg, ze stworzony przez nas System do Induktor (Dox, ng/mi)
precyzyjnej kontroli ekspresji gendéw w komorkach cztowieka  Ryc. 3. W komdrkach ludzkich ze stale
bedzie w przysztosci wykorzystany w terapii genowej oraz ~ “prowadzonym do genomu ukladem na
w podstawowych badaniach biologicznych. Jedna z zalet ‘Z)V‘\’I‘:giﬁ‘é‘”e Wemnego —  spreezenia

. o1 , . .. 9o (A) ilos¢ ekspresji supresora
naszego systemu jest mozliwos¢ kontroli poziomu ekspresji  ora; dodatkowego regulowanego genu
genu poprzez zastosowanie doksycykliny, dobrze zbadanego (mierzona z  uzyciem  cytometrii
oraz powszechnie stosowanego w klinice leku. przeplywowej) jest liniowo

Kontynuujac badania w tym kierunku, jestesmy w Proporcjonalna od — koncentracji

. , . . .. . induktora w  zakresie do 60%
trakcie budowy systemow drugiej generacji, z wykorzystaniem maksymalnej ekspresji (B).
dwustopniowej regulacji hybrydowej zaréwno na poziomie
transkrypcji i translacji bialka. Jednoczes$nie pracujemy nad zmniejszeniem rozmiaré6w wektoréw
oraz optymalizacja metody modyfikacji genetycznej komoérek dla ulatwienia ewentualnego
wykorzystania uktadu w praktyce. Mozliwe, ze dalsze badania w tym kierunku pomoga nam tez
lepiej zrozumie¢ oddziatywanie oraz interakcje roznych elementow regulatorowych majacych
wplyw na proces ekspresji genéw cztowieka i innych ssakow.
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