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Teoreticko-prakticka cast

Prakticka uloha ¢. 2
Téma: Synteticka biolégia a biomolekularne pocitace

Otézkou, ¢i je mozné umelo vytvorit Zivy systém, sa ludia zaoberaju uz pomerne dlho, avSak synteticka
bioldgia ako odbor vznikla relativne nedavno. Jej ciefom je nielen pochopit, ¢i je mozna syntéza Zivota (a
ak nie, preco), ale aj pripravit také molekuly a organizmy, ktoré evoluéne nevznikli. t. j. preskimat
mozné cesty, ktoré evolucia nevyuzila.

1. Oznacte (+) tie z nasledujucich moznosti, ktoré mézu vysvetlovat, preco potencialne moze existovat
omnoho viac adaptdcii, ktoré pocas evolucie nevznikli. Ostatné mozZnosti oznacte (-).

Niektoré adaptacie nemozu existovat z dévodu obmedzenia fyzikalnymi zakonmi. Napr. nie je
mozné zabezpedit spravne prudenie krvi v otacajucej sa koncatine podobnej kolesu.

KedZe evolucia neoptimalizuje, mnohé adaptacie, ktoré vznikli, st sice funkéné, ale nemusia byt
najlepsSie mozné.

Na vznik niektorych moznych adaptacii nebol vytvoreny selekény tlak.

KedZe evolucia modifikuje uz existujuce rieSenia, to, ktoré adaptacie boli realizované, zavisi vo
velkej miere od Startovacich podmienok.

Metddy syntetickej bioldgie ndam umoznuju nielen lepsie pochopit fungovanie organizmov
prostrednictvom pokusov o ich Upravu, ¢i znovuvytvorenie, ale umozriuji nam vytvorit molekuly, bunky
a organizmy s priemyselne ¢i medicinsky zaujimavymi vlastnostami. Zaujimavymi a délezitymi objektami
zaujmu synteticke] bioldgie su preto biomolekulové pocitace, ktorych analyze a navrhovaniu sa budete
venovat v tejto Ulohe (Ak st vam niektoré pojmy nejasné, pouzite slovni¢ek na konci tlohy). Poéitac
mozeme definovat ako zariadenie, ktoré vykonava logické operacie so vstupnymi datami, pricom
vysledkom su urcité vystupy. V tomto zmysle su pocitacmi organizmy, bunky, aj niektoré molekuly.
Napriklad kazdd bunka neustale meria r6zne parametre vonkajsieho a vnitorného prostredia, ako su
teplota, koncentracia nutrientov, poskodenie DNA, pritomnost signdlov od inych buniek atd".
Prostrednictvom regulaénej siete mnohych génov tieto vstupy nasledne integruje a vystupom méze byt
napr. produkcia signdlnych molekul, zastavenie alebo vstup do bunkového cyklu, presun na iné miesto
a pod.

3. NapiSte este dva moZné vstupy a dva vystupy , bunkového pocitaca“, ktoré nie st uvedené
v predchadzajucom texte.

Vstupy:
Vystupy:




Ako uZ bolo spomenuté, za spracovanie vsetkych vstupnych signalov zodpovedaju génové
regulacéné siete, t. j. mnohé vzdjomne funkéne prepojené gény, ktoré ovplyviuju svoju aktivitu.
V tychto sietach méZzeme rozoznat motivy vyuZivajice rovnaké logické operacie ako stucasné
pocitace. Napriklad, ak mame dva vstupy A a B, existuje viacero operacii (tabulka), na zaklade
ktorych je mozné sa rozhodnut, ¢i vznikne vystup. Predstavme si napr., Ze vstupmi su rastové
faktory, oba potrebné na to, aby sa bunka zacala delit (vystup). Takato regulacia moze byt
dosiahnuta prostednictvom genetického okruhu, ktory vykondva operaciu A AND B.

vstupy vystupy (pri konkrétnej operdcii)
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4. Ku kazdému z nasledujucich popisov doplrite do tabulky, ktord z horeuvedenych logickych
operdacii predstavuje. Viaceré moznosti mozu obsahovat rovnaku logicku operéciu.

Zvliekanie hlistovca C. elegans je riadené dvoma transkripénymi faktormi, ktoré su
redundantné, t. j. ak je jeden z nich mutovany, zvliekanie prebieha normalne.
Zvliekanie sa zastavi, iba ak su nefukéné oba faktory.

Enzymaticka reakcia, katalyzovana enzymom D-alanin-(R)-laktat ligdzou prebehne
iba vtedy, ak su pritomné oba substraty, tj. D-alanin a R-laktat.

Cervené farbivo v luperioch hrachu vznika z bezfarebného prekurzora dvoma
enzymatickymi reakciami. Ak je jeden z enzymov nepritomny alebo poskodeny,
lupene budu biele.

5. Nasledujuce obrazky ilustruju zjednodusené schémy logickych okruhov zaloZenych na reguldcii
transkripcie. V tychto schémach (ak nie je v konkrétnom pripade uvedené inak) plati, Ze:

e Vstupné molekuly A a B su transkripcné faktory, ktoré aktivuju transkripciu daného génu

e Aby bol gén exprimovany, musi byt v jeho promdtore naviazany aspon jeden transkripény
aktivator (vynimka v priklade 2).

e \ystupom je expresia génu C.

e Ak je v promdtore daného génu naviazany represor, nebude aktivny, aj keby bol v tom istom
promdtore naviazany aktivator.

e Transkripéné faktory su zobrazené pri miestach, na ktoré sa viazu.

Legenda pouzitych symbolov:
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DNA prométor vazobné gén

miestl?t. ) aktivator represor
pre aktivator

alebo represor




Pre kazdy z uvedenych prikladov doplnite tabulku, ¢i bude gén C exprimovany v zavislosti na pritomnosti

faktorov A resp. B a rozhodnite, ktoru logicku operaciu dany priklad predstavuje.

Priklad 1
Gén C md vo svojom prométore vazbové miesta pre protiny A a B, ktoré
su aktivatormi.
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Priklad 2

Proteiny A a B kontroluju expresiu génov X a Y. Tieto kdduju proteiny,
ktoré su represormi génu C. Gén C je exprimovany vzdy, ak v jeho
promatore nie je naviazany Ziadny represor.
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Priklad 3

Proteiny A a B kontroluju expresiu génov X a Y. Tieto kéduju proteiny,
ktoré su potrebné pri zmene neaktivnych prekurzorov Zp na protein Z,
ktory je aktivdtorom génu C.
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KedZe mnohé choroby, ako napr. rakovina, sa vyznacuju zmenenou aktivitou niektorych génov (Cize
pritomnostou alebo nepritomnostou prislusnych proteinov), jednou z moznych stratégii ich liecby je
vyuzitie molekularnych pocitacov. Dnes vieme pripravit nové molekuly DNA so Zelanymi vlastnostami
(t. j. napr. nové logické okruhy, ktoré upravia spravanie bunky) a dorudit ich do buniek prostrednictvom
virusov. Staci teda, ak najdeme vhodné kandidatne proteiny, ktoré rakovinovu bunku odlisuju od
vSetkych ostatnych buniek v danom tkanive a nasledne navrhneme logicky okruh tak, aby v pripade ich
spolo¢ného vyskytu v ciefovej bunke spustil expresiu toxického génu a bunku zabil.

6. Predstavte si, Ze ste v bunkach karcinému criev identifikovali tri gény (EntAl, EntA2 a EntR1) so
zmenenou expresiou oproti enterocytom. EntAl a EntA2 su aktivatory transkripcie, EntR1 je represor.
V tabulke niZsie vidite data o expresii roznych génov v tychto dvoch populaciach buniek, z ktorych ste
vychadzali.

gén enterocyty bunky karcindmu

EntAl + -

EntA2 -

+
CTNNB +

EntR1

+ |+ |+

GAPDH +

CADHN - -

Ako by mal fungovat molekularny pocitaé, ktory v pripade, Ze sa dostane do oboch typov buniek,
zneskodni iba bunky karcinému? Doplrite tabulku:

EntAl EntA2 EntR1 Expresia toxického génu
+ + +
+ + -
+ - +
- + +
+ _ _
- - +
- + -

7. Napokon ste sa rozhodli pre nasledujuce zostavenie logického okruhu (obrazok). Pred toxickym
génom, ktory ma bunku zabit, si umiestnené tri vdzobné miesta. Jedno z nich patri aktivatoru
transkripcie a dalSie dve represorom. Na jedno z represorovych miest sa viaze represor X, pricom gén,
ktory ho kéduje je pod kontrolou aktivatora. Dopliite do ¢iarkovanych policok ndzvy proteinov EntAl,
EntA2 a EntR1, tak aby vysledny okruh vykondval poZzadovanu funkciu, t. j. expresiu toxického génu

v rakovinovych bunkach, ale nie v enterocytoch. Pre schému platia pravidla uvedené v ulohe 5.



foxicky gén

8. Ked' ste vsak svoj konstrukt pomocou virusov dopravili do ¢riev mysi s nddormi, ukdzalo sa, Ze
efektivne zabija nielen nadorové bunky, ale aj Panethove bunky, ktoré su dolezitymi regulatormi
¢revného mikrobidému a obnovy ¢revného epitelu. Neskor ste zistili, Ze Panethove bunky maju rovnaku
expresiu génov EntAl, EntA2 a EntR1 ako karcindm. Ktoré z nasledujlcich moZnosti predstavuju
potencialne rieSenia tohto problému? Spravne odpovede oznacte (+), ostatné (-).

Zabezpedit Specifickl dopravu virusovych castic iba do buniek nadoru.

Upravit virusové Castice tak, aby neboli schopné napadnut Panethove bunky.

Podavat mysiam aj klasické chemoterapeutikd spolu so syntetickymi virusmi.

Najst dalsie markery, ktoré odlisuju nadorové bunky od enterocytov aj Panethovych
buniek a upravit dizajn logického okruhu tak, aby mohli byt jeho vstupmi.

Vymenit toxicky gén za gén kddujuci fluorescenény protein.

9. Fungovanie buniek aj syntetickych molekuldrnych pocitacov je skutoc¢nosti, samozrejme, zloZitejsie.
Vyberte a oznacte (+) tie moZnosti v nasledujucej tabulke, ktoré predstavuju potencidlne problémy pri
dizajne syntetickych molekularnych pocitacov. Ostatné moznosti oznacte (-).

Ak st v syntetickom okruhu pouZité gény z iného organizmu, ako je zamyslany hostitel,
nemusia nimi kédované proteiny spravne fungovat.

Na pouzité regulacné oblasti sa mozu viazat aj dalSie regulaéné proteiny, ¢o mdze
ovplyvnit fungovanie logického okruhu.

Expresia génov, pouzitych v logickom okruhu méze byt cielovou bunkou regulovani aj
na urovni RNA alebo proteinu, ¢o ovplyvni jeho fungovanie.

Bunky (napr. nddorové) sa ¢asto od inych odlisuju nielen tym, ¢i je v nich dany gén
exprimovany, ale aj mierou jeho expresie. Niekedy je teda potrebné navrhnut logicky
okruh tak, aby sa spraval r6zne pri roznych koncentraciach vstupnych molekdl.




Slovnicek pojmov

Nasledujuce vysvetlenia vam mézu pomaoct ak si nie ste isti vyznamom niektorych pojmov pouzitych
v Ulohe. Pre ucely tejto ulohy su niektoré definicie zjednodusené a neuvaZzujeme o Specialnych
pripadoch.

e Gén je usek DNA, ktory kéduje informaciu pre vznik RNA a proteinu. Proces, pri ktorom z génu
vznika prislusnd mRNA a protein oznacujeme ako expresia génu.

e  mRNA vnika z génu pri transkripcii pomocou enzymu RNA polymerdzy. Tento enzym rozoznava,
Specifické sekvencie pred génmi zname ako prométory, na ktoré sa viaze.

e Naviazanie RNA polymerdzy na promoétor vSak samé o sebe nestaci na spustenie transkripcie. Na
promédtore musia byt pritomné aj dalsie proteiny, tzv. transkripéné faktory.

e Nie vSetky transkripcné faktory vSak pomahaju pri spusteni transkripcie (aktivatory), niektoré jej
mozu naopak zabrariovat (represory). Transkripcia urc¢itého génu je zvycajne riadena
pritomnostou/nepritomnostou viacerych transkripénych faktorov a k jej spusteniu dojde iba
vtedy, ak sa na promadtore nachdza ich vhodna kombinacia. Tento jav voldame kombinacna
reguldcia génovej expresie.

e Transkripéné faktory su tiez proteiny, su teda kédované inymi génmi. To umozZiiuje vytvarat
vzajomné prepojenia v regulacii génov a vznik génovych regulacnych sieti.

e O tom, ¢isa transkripény faktor bude viazat na svoje vazobné miesto (sekvenciu DNA, ktoru
rozpozndva), ¢asto rozhoduje nielen jeho fyzicka pritomnost v bunke ale aj dalsie faktory, napr.
pritomnost pomocnych proteinov, signalnych molekdl, teplota atd. To umoznuje bunke reagovat
aj na signaly prostredia a patri¢ne upravovat reguldciu génov.

e Expresia génov je regulovana nielen transkrip¢ne, ale aj na dalSich urovniach. Napr. uz
transkribovand mRNA, méze byt degradovana (posttranskripéna regulacia), nemusi byt z nej
vyrobeny protein (translaéna regulacia). Alebo uz hotovy protein mdze byt neskoér degradovany,
¢i chemicky modifikovany tak, Ze sa zmeni jeho funkcia (posttranslacna regulacia).
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