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Streszczenie Biologia syntetyczna to nowa, dynamicznie rozwaj sk dziedzina nauk biologicznychgczca elementy biologii
molekularnej, igynierii genetycznej i bioinformatyki. Jej zaémiem jest stosowaniezinieryjnego podégia do projektowaniagywych
uktadoéw pelnjcych rozmaite funkcje. To pofigp przejawia s migdzy innymi w tymgze tworzone, gromadzone izywane 8§
standaryzowane "ezci" biologiczne, dajce s¢ w prosty spos6lytzy w bardziej ztéone funkcjonalne ukltady. Istotny wktad w dynamiczny
rozwdj biologii syntetycznej ma dziataki@osilnej spoteczn@i naukowcow i studentdéw uczestpimgch rokrocznie w konkursie iIGEM
(International Genetically Engineered Machine). Byna z Uniwersytetu Warszawskiego (UW) reprezentoWalsle w tej rywalizacji ju
czterokrotnie. W ramach zesztorocznego konkurspoadismy projekt majcy na celu stworzenie "adaptorow ekspresji". Wyssli od
problemu jakim jest nierdwny poziom ekspresjing&h biatek znajdygych s¢ pod kontroy tego samego RBS (Ribosome Binding Site,
miejsca wigzania rybosomu). Przyzyciu odpowiedniego algorytmu stworzply adaptory zawierape zadany RBS i pozwajag na
uzyskanie jednolitego poziomu ekspresjengech biatek umieszczanych za takim adaptorem. Ryeguzilimy wsgpne badania
laboratoryjne, ale prace nad ostatecznym potwiendza dziatania adaptoréw wei s prowadzone na Wydziale Biologii UW. W tej pracy,
oprocz zarysu projektu, rozpetzgo w roku 2011 przedstawimy zilé gtéwne zaléenia biologii syntetycznej oraz miejsce konkursiNG

w jej rozwoju..

Stowa kluczowe:wibrodiagnostyka, estymatory sygnatu drganiowed|,31atlLab

Abstract: Synthetic biology is a novel, dynamically develggimanch of biological sciences which incorporateslecular biology, genetic
engineering and bioinformatics. Its main principteto apply engineering approach to the designiahd systems performing various
functions. This approach is manifested in creatiggthering, and using standardized biological ‘@artwhich can be easily merged into
more sophisticated, functional systems. Dynamieldgwment of synthetic biology is facilitated byiaettommunity of scientists and students
participating every year in the iGEM competitiomt@rnational Genetically Engineered Machine). Unsity of Warsaw (UW) Team
represented Poland four times in this competitlarour last year’s entry we undertook the projettieating brand new type of parts called
“expression adapters”. What inspired us was thelpeon of unstandardized expression level of diffepeateins being under control of the
same RBS (Ribosome Binding Site). Using adequaeritdm we obtained adapters including given RBS aflowing for uniform
expression rates of different proteins fused with &dapter. We conducted preliminary work in veétdratory, but research aiming for final
confirmation of adapters’ operation is still beiegnducted at the Faculty of Biology, UW. In thipea apart from outlining the scientific
project we initiated in 2011, we will briefly pregethe main aspects of synthetic biology and the af iGEM competition in its
development.

Keywords: vibrodiagnosis, vibroacoustics estimators, SIBI tMd

1. Wstep pojawiata s w pracach naukowych na dlugo przed
ukonczeniem projektu sekwencjonowania ludzkiego
genomu. Jednym z pierwszych naukowcow, o ile nie

Biologia syntetyczna jest stosunkowo npwziedzirg w pierwszym, kiory @yt tego terminu w  rozumieniu

obrebie nauk biologicznych, chocdiasama jej nazwa
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zblizonym do wspotczesnego, byt polski genetyk, Wactaw
Szybalski. Pisal on w pracy z 1974 roku: “PozwOloie
teraz skomentowa pytanie ‘co dalej? Do tej pory
pracowaléimy w opisowej fazie biologii molekularnej. (...)
Lecz prawdziwe wyzwanie rozpocznie,sgdy wkroczymy

w faz biologii syntetycznej w naszych badaniach.
Wéwczas opracujemy nowe elementy kontrolne i dodamy
te nowe moduly do istniggych genoméw lub zbudujemy
catkowicie nowe genomy. To e¢bizie pole bada o
nieskaiczonym potencjale i praktycznie nieograniczonej
mozliwosci  tworzenia nowych, lepszych obwodéw
kontrolnych...” [1].

Stowa profesora Szybalskiego #ma uznd za podstaw
dzisiejszej definicji biologii syntetycznej, wedtkgorej jej
gtébwnym zalgeniem jest rozwijanie i stosowanie
inzynieryjnych  nargdzi do  kontroli procesow
komorkowych przy #yciu dobrze scharakteryzowanych
czesci, petngeych okrdlone funkcje [2]. Takie nowatorskie
podegcie do biologii, w praktycegtzace genetyk, biologie
molekularry, informatylke i chemé, znajduje praktyczne
zastosowanie na wielu polach. Jednym znigjszych jest
mozliwosé zrozumienia dziatania juistniegcych uktadow
biologicznych poprzez konstruowanie ich catkowidid
cze$ciowo syntetycznych odpowiednikéw w géhyzasady:
“to, co umiem zbudowh mog zrozumi€”. Biologia
syntetyczna znajduje istotne zastosowania w biodemcg
[3], tworzeniu biosensoréw [4], biopaliw [5,6] a wet
rozpoczyna petdi role w medycynie [7]. laynieryjne
podejcie, ktérym charakteryzuje esibiologia syntetyczna
znajduje odzwierciedlenie rowrmiew uzyciu narzdzi
matematycznych i informatycznych do tworzenia model
opisupcych badane zjawiska. DRki nim mana
zaplanowa przebieg déwiadczenia, dobka optymalne
metody oraz przewidzéewyniki zanim jeszcze wejdziegsi
do laboratorium. Dzki temu mana zaoszcglzic czas,
pieniadze i wysitek, gdy eksperymentalna ¢& projektu
jest zdecydowanie najdrsza, najbardziej czasochtonna i
najmniej przewidywalna.

2. Konkurs iGEM i Partsregistry

Wazng role w rozwoju biologii syntetycznej i jej
popularyzacji petni midzynarodowy konkurs iGEM
(International Genetically Engineered Machine) [15]

Startupce w nim drayny studenckie otrzymagjna pocztku
wakacji zestaw biologicznych e¢xi  wybranych z
repozytorium popularnie zwanego Partsregistry. Pady
okres przerwy wakacyjnej diryna pracuje z otrzymanymi
cze$ciami jak rownie nowymi, tworzonymi samodzielnie,
w celu opracowania ukladu biologicznego o &lkaeej
funkcji i sprawdzenia jego dziatania zywych komorkach.

Podstawowymi celami konkursi: oromowanie tworzenia
biologicznych czsci w jednolitym standardzie, zbieranie i
katalogowanie tak utworzonychegzi w uporadkowanym
systemie o otwartym dagiie, rozwijanie wiedzy i
umiejtnosci studentéw biggeych udziat w konkursie, jak
réwniez popularyzowanie wiedzy na temat biologii w
spoteczéstwie. Projekt przygotowany przez dyme¢ musi
nalee¢ do jednej z kilku kategoriizywnos¢ i energetyka,
srodowisko, zdrowie i medycyna, produkcja, nowe
zastosowanie, badania  podstawowe, przetwarzanie
informacji lub oprogramowanie [8].

Wiele razy pojawito si juz sformutowanie “biologiczna
czegs¢”. Jest to fragment DNA pelpty w komorce
okreslona funkcje. Moze to by na przyklad gen kodagy
okreslone biatko, promotor czy miejsce yzania rybosomu

— mazliwosci jest wiele. Cgsci, na ktérych opiera siGEM

i Partsregistry $ budowane zgodnie ze standardem
BioBrick (Rysunek 1). Standard ten, opracowany prze
badaczy z Massachusetts Institute of TechnologyTiMI
[10] zaktadaze nasza biologiczna €& posiada okrdone
kilkunastonukleotydowe sekwencje dodane na olicch.

Te sekwencje, zwane odpowiednio prefix i suffixyExaj

miejsca  rozpoznawane przez dkome enzymy
restrykcyjne, ktoére przecirgPNA. Poszczegdbine warianty
standardu  BioBrick  wykorzystyj rézne enzymy

rozpoznajce inne sekwencje nukleotydowe w DNA, lecz
najpopularniejszy, najgiciej stosowany w Partsregistry,
wykorzystuje cztery popularne enzymy: EcoRlI, Xt&pel i
Pstl. Kady z nich na skutek etia tworzy na nici DNA
scisle okreslone ,lepkie kaice”, czyli takie, ktére zawieraj
krétki jednoniciowy tacuch nukleotydéw. Poniewaxbal i
Spel tworz konce, ktére s ze sokh komplementarne,
fragmenty DNA przegite tymi enzymami magsie ze sob
tatwo pohczy¢. Dzieki temu mana wic tgczye ze soh
biologiczne czsci w dowolnej kolejnéci. Tworzenie cgsci

o standardowych, okflnych miejscach ecia pozwala na
przewidywalne i proste skladanie wielugt@ w wigkszy
system [9]. (Rysunek 2) Ponadtazyagie enzymow, ktére
rozpoznag miejsce cgicia o diugdéci széciu lub wiecej
nukleotydéw sprawiaze prawdopodobigstwo znalezienia
sie dodatkowego miejsca edia w obebie funkcjonalnej
czesci sekwencji DNA jest niskie.

Jak juw wspomniano wczmiej, czsci wytworzone przez
uczestnikdéw konkursu iGEMgsdeponowane w Registry of
Standard Biological Parts, w skrécie Partsregisdigsepny
na stronie http://partsregistry.org katalog pozwala
wyszukiwa interesujce nas sekwencje wedtug kilku
kluczy. Kada biologiczna o®¢ posiada unikalny
identyfikator. Zarejestrowani zytkownicy mog dodawa
nowe czsci lub edytowé opisy jw istniegcych,
wzbogacajc w ten sposob ich charakterysgykVarunkiem
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dodania czici jest przestanie prébki zawiegapj DNA
nowej “cegietki” do fizycznego repozytorium w MIT.
Partsregistry udogpnia uczestnikom konkursu iGEM
wszystkie czsci znajdujce st w katalogu, ktérych DNA
jest aktualnie dogpne. Wystarczy zgto&izapotrzebowanie
i optaci koszty przesyiki. Nie trzeba byzalogowanym
uzytkownikiem, aby przeghdat katalog, wéc bedac
niezaangzowanym w iGEM naukowcem nana zwrOcé
sic 0 dam cz$¢ do laboratorium, w ktérym zostata
wytworzona. Poniewa sekwencje nukleotydowe
wszystkich czéci s3 dostpne w katalogu, mma te
zamOwt ich syntez w zewretrznej firmie. Zawarté¢
Partsregistry jest offia licency Creative Commons, co
oznaczaze jest ona dospna dla kadego bezptatnie.

Historia konkursu gga 2003 roku, kiedy to w wyniku
warsztatbw organizowanych na MIT powstata idea
zorganizowania dla studentéw formy naukowej rywadji
zwigzanej z biologj syntetyczgp. Pierwszy konkurs iGEM
odbyt st w 2004 roku i wystartowato w nim zaledwie 5
druzyn wylgcznie ze Standéw Zjednoczonych. Stopniowo
konkurs nabierat rozplu i stawat sj coraz popularniejszy -
w 2011 roku startowato w nim 3ul65 druyn z ponad 20
krajow s$wiata. Druzyna Uniwersytetu Warszawskiego
nieprzerwanie bierze udziat w zawodach od 2008 {8ku

3. Projekt druzyny Uniwersytetu Warszawskiego na
iGEM 2011

Druzyna Uniwersytetu Warszawskiego startowata w
ubiegtym roku w kategorii badapodstawowych, ktére w
mysl konkursu g interpretowane jako dziatania meg na
celu dalsze rozwijanie i ulepszanie standarddéw olgiol
syntetycznej, jak rownie tworzenie nargzi do jeszcze
prostszego, szybszego i wydajniejszego manipulcavani
biologicznymi czsciami. Drwyng kierowat mgr Michat
Lower z pomog Anny Olchowik, natomiast do grona
najaktywniejszych cztonkéw naleli: Elzbieta Jankowska,
Dorota Sabat, Krzysztof Szczepaniak i Pawel Wska
Funkcg opiekundéw naukowych petnili prof. dr hab. Jacek
Bielecki i dr Radostaw Stachowiak, pracownicy Wydai
Biologii UW.

Nasz projekt, “Synthetic Cloning and Expression tGah
(Syntetyczne klonowanie i kontrola ekspresji) sklaske z
dwéch czséci. W pierwszej z nich opracowstny protokét

do szybkiego klonowania fragmentow DNA bez
konieczndci transformowania komoérek bakteryjnych.
Metoda ta opiera si na uwyciu polimerazy ¢29 i
amplifikacji typu “toczcego st kota” (rolling circle
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amplification) [16]. Protokét jest daginy na stronie
internetowej drayny [14]. W drugiej cesci projektu
zajelismy sie problemem standaryzacji poziomu ekspresji
biatek, w tym celu tworzc nows kategoré¢ czgsci, nazwag
przez nas adaptorami ekspresiji.

Adaptory ekspresji

Bardzo wang klagy BioBrickbw s RBS, czyli miejsca
wigzania rybosomoéw [17]. WPartsregistry czesci te @
okreslane jako silne lub stabe na podstawie pomiaréw z
biatkiem fluorescencyjnym. Zakladagsize niezalenie od
uzytej z nimi sekwencji kodagpej biatko, RBS-y bda
zapewnialy taki sam poziom ekspresji. slmadczenie
laboratoryjne pokazuje jednate nie jest to prawda, a co za
tym idzie, wybierajc dany RBS nie mma mi€ pewndci,
jaki bedzie poziom ekspresji. Powodem, dla ktérego
obserwuje s takie wahania jest fakt,ze struktura
drugorzdowa, ktég przyjmuje mRNA ma diy wplyw na
poziom ekspresji. Zmienia ona dgziags¢ RBS dla
podjednostki 30S rybosomu i wptywa na wyddjheyntezy
biatka (Rysunek 3) [11]. Aby hiej przyjrz€ sie temu
problemowi i zaproponowgego rozwizanie wykonakmy
szereg pomiaréw poziomu ekspresji biatek
fluorescencyjnych [19] pod kontepl tego samego
promotora, ale rinych RBS. Pomiarami oddjsmy pie¢
biatek: GFP, SF-GFP, RFP, YFP i mMORANGEzd@ hczac

z czterema RBS, ktore wPartsregistry 3 oznaczone
identyfikatorami B0031, B0032, B0033 i B0034. Po
zmierzeniu  fluorescencji ~ wszystkich  otrzymanych
konstruktow okazato sj ze poziom ekspresji zapewniany
przez dane RBS silnie zale od pohkczonej z nim
sekwencji kodujcej biatko. (Tabela 1)

Zaproponowane przez nas rozwanie, czyli adaptory
ekspresji (Rysunek 4), ma w zadmiu umaliwia¢
uzyskanie podobnego poziomu ekspresji dla danego
zestawu biatek, ktoérych sekwencje kagil mana
potaczye z danym adaptorem. Adaptor ekspresji sktada si
RBS, spacera o diuga 5 par zasad i losowej sekwencji
kodujacej proteir o dilugaci 10 aminokwaséw. Owa
proteina tworzy tak struktue drugorzdows, ktora
umazliwia podjednostce 30S pmzenie sj z RBS-em, oraz
spetnia warunek nie kierowania biatka na draggradaciji
[12]. Aby zaprojektowa funkcjonalne adaptory mgr Michat
Lower napisat program komputerowy, w ktérymeyh
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algorytmu genetycznego. Dziatanie programu polega n
tym, ze w pierwszym kroku generuje on \égjowa
populacg zestawéw spacer - pagek biatka o losowej
sekwenciji, pajczonych z zadanymi biatkami
fluorescencyjnymi, a naginie poddaje je ocenie
programem RBS Calculator [11]. Ocenia onajatruktue
drugorzdowy przyjmie mRNA zawierace dany RBS i
sekwenag} kodujcs i jakiego poziomu ekspresji moa sé

w zwigzku z tym spodziewa Nasz program naginie
wybiera najlepsze adaptory, hjor pod uwag dwa
parametry: wysok& poziomu ekspresji (wyliczanprzez
RBS Calculator) oraz odchylenie standardowe poziomu
ekspresji ranych bialek pod kontral tego samego
adaptora. Niskie odchylenie standardowe oznaczaartyl
poziom ekspresji dla pych biatek, czyli to, co chcemy
osiggng¢. Spardd wyjsciowej populacji te sekwencje, ktére
uzyskaty najwysze oceny przechoglzlo kolejnego etapu
algorytmu genetycznego. Imituje on dziatanie rekoratji

i mutacji genetycznych, wprowadzajlosowg zmienndg¢.
Powstata nowa populacja sekwencji ponownie jeshiaca

za pomog RBS Calculator. Najlepsze “pragvajg” i sa
wykorzystywane w  kolejnym  powtérzeniu  cyklu.
Ostatecznie uzyskdtlny okoto 20 adaptoréw, ktore
spetniaty nasze oczekiwania, czylizky zapewniat staty
poziom ekspresji dla pfiych biatek pod tym samym RBS.
Spasréd nich wybramy szé¢, ktére reprezentowaty zae
poziomy ekspresji, od bardzo wysokiej do niskiead\ym
zestawem zostaly pade prace eksperymentalne.

Dzieki uzyciu adaptoréw migemy postugiwé sie jednym
wybranym RBS i umieszczapod nim zadane biatka z
przewidywalra sita ekspresji. Maliwos¢ precyzyjnej
kontroli poziomu ekspresji genéw jest kluczowa przy
budowie wieloelementowych uktadéw biologicznych.
Istnieje bardzo wiele mechanizméw sktaggch st na
kontrok ekspresji gendéw, jednak adaptory ekspresji
miatyby umaliwi ¢ panowanie nad jednym z nich.

Prace laboratoryjne nad potwierdzeniem dziatania
adaptoréw ekspresji wgi 53 prowadzone na Wydziale
Biologii Uniwersytetu Warszawskiego, jako badania d
pracy magisterskiej jednej ze studentek. fvise wyniki
uzyskane podczas trwania konkursu iGEM 2011 pojwala
na pewien optymizm, jednak wymagaialszych prac.

4. Plany druzyny na przyszicsé

W tym roku nasza déyna réwnie startuje w konkursie
iGEM, tym razem z projektem diametralniezngm od
zesztorocznego. Nasz pomyst polega na stworzegzepr
Escherichia coli ktéry bedzie miat zdolné¢ wnikania do
komorek eukariotycznych. Komérka bakteryjna ppste
bedzie ulegd rozpadowi (lizie), uwalniac do wrgtrza
komorki eukariotycznej koligtczasteczk DNA nazywan
plazmidem. Plazmid ten e¢Hzie mial maliwosé
wbudowania & w genom komorki gospodarza, eki
czemu kdzie mogta nagpi¢ ekspresja ulokowanego na
nim genu i w konsekwencji produkcja biatka. Planuje
przetestowaten uktad z gyciem biatek fluorescencyjnych,
co pozwoli na tatw detekcg. Po uzyskaniu dzialggego
systemu planujemy zbudowanie podobnego ze szczepem
Bacillus subtilisjako dostarczycielem plazmidu. Ten etap
projektu chcemy przeprowadzize wzgédu na to, ze
naturalne systemy inwazyjne, ktére zagamy do naszych
doswiadczér pochodz od bakterii zblkonych budow
bardziej doB.subtilis niz E.coli [18]. W zwigzku z tym,
oczekujemy zwjkszenia wydajngci wchodzenia bakterii
do gospodarza. Ponadto, chciefilmy powigkszy w
Partsregistry liczbe czgsci biologicznych przeznaczonych
dla B.subtilis.Prawie wszystkie e%ci tam zdeponowane s
przeznaczone dozycia w E.coli, gdy jest to z pewnizia
najlepiej zbadana i najszerzej stosowana baktblig.jest
jednak optymalna dla niektérych zastosawaid nasza
che¢ zwigkszenia zainteresowaniB.subtilis W projekcie
bedziemy s¢ opierda na wiedzy i déwiadczeniu
pracownikéw Zaktadu Mikrobiologii Stosowanej Wydizia
Biologii UW, ktéry prowadzi badania w zbbnej
dziedzinie. ROwniz dadwiadczenie driyny iGEM naszej
uczelni z roku 20104alzie cenne, gdyprojekt ma rozwija
wolwczas zastosowane pogsg [13].

9. Podsumowanie

Biologia syntetyczna jest fascymuoj dziedzin
przynosaca kazdego dnia nowe odkrycia i ciekawe
zastosowania  rozwkar  wypracowanych poprzez

inzynieryjne podejcie do budowania uktadéweywych.
taczy w sobie wiele, czasem odlegtych @atnauk w
funkcjonalry catas¢. Konkurs iGEM pozwala miodym
naukowcom wzj¢ udziat w projekcie, ktéry mi@ da im
wiele dgwiadczenia i umigjnosci, jak rownie szang
zaprezentowania gina meédzynarodowej arenie naukowe.
Popularyzacja wiedzy na temat biologii jest zwgm
aspektem konkursu, bardzo przydatnym w naszym kraju
Chcielismy da przyktad projektu jaki mina realizowéa w
ramach iGEM i mamy nadzigj ze nasz artykut zachi
studentéw do formowania kolejnych dgn na terenie
naszego kraju.
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Rysunek 1: Schemat budowy tzwBioBrick'a. Prefix i suffix
zawieraj po dwa miejsca rozpoznawane przez
restrykcyjne. Cegé¢ funkcjonalna zawiera sekwegcjpetnica
pozadam role, na przyktad koduaga biatko lub kedaca elementem
takim jak promotor, RBS czy terminator.

Rysunek 2: Standard BioBrick (wersja RFC10) i sktadaniesck
zgodnie z nim stworzonych. W gornej eézi rysunku
schematycznie przedstawiong gojedyncze ogci. Kazda sktada
sig z miejsc rozpoznawanych przez enzymy restrykcyjae:
EcoRI, X - Xbal, S - Spel, P - Psil, jak rowhisekwenc;ji
nadajcej funkcjonalné¢ (1/2). taczenie dwoéch e&ci przebiega
nastpujaco: najpierw czs¢ 1 jest cita przy uyciu EcoRl i Spel.
Mieszanirg reakcyjry nastpnie rozdziela sinazelu agarozowym
i wycina st pragzek odpowiadajcy wstawce, czyli fragmentowi 1.
wraz z otaczagcymi miejscami gjcia enzymoéw. Wstawka jest
nastpnie izolowana z wyetego pazka. Réwnolegle
przeprowadza gireakcy cigcia czsci nr. 2, za pomagcEcoRl i
Xbal. Otrzymany otwarty plazmidadézy st ze wstawk za

pomoa ligazy. Pom¢dzy fragmentami 1 i 2 pozostaje tak zwana

blizna, czyli pozostakd po miejscach egcia enzymoéw, nie
rozpoznawana przezaden z nich. Tak powstala zma czié

moze by dalej rozbudowana, poniewaachowata flankuge je
miejsca rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne.

enzymy

Rysunek 3: Poghdowy schemat wplywu struktury drugedowe;j
MRNA na dosjpnai¢ RBS dla rybosomu.

Rysunek 4: Budowa adaptora ekspresji. Od lewej kolejno sktada

si¢ on z RBS, spacera i pagku biatka. Promotor nie jest gxia
adaptora. Bezpgoednio za adaptorem rozpoczyng siasciwa
sekwencja kodufa biatko. Spacer ma diugo 5 par zasad,
poniewa jest to optymalna odlegié micdzy RBS a pocgkiem
biatka, ktéra pozwala na wydajekspresj [11].

Tabela 1: Wyniki pomiaréw fluorescenc;ji biatek
umieszczonych pod #dymi RBS. RBS oznaczony jako
B0034 byt przyjmowany jako punkt odniesienia dla
pozostatych. W trzeciej kolumnie podangdpomiarowy
[14].
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