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1. Uvod

Ljudi su se oduvijek zanimali za zivot i pokuSavali objasniti kako je on nastao. Ima
mnogo razliitih objasnjenja Ciji zapisi datiraju jos iz razdoblja Stare Grcke, ali su se ljudi
nesumnjivo bavili tim pitanjima od pocetka razvoja misli. ObjaSnjenja variraju od razliCitih
amaterskih pa do danaSnjih filozofskih, znanstvenih... Usprkos svim nastojanjima da se
objasni i definira Zivot i njegovo porijeklo, i dalje nemamo opce prihva¢enog objasnjenja.

Razvoj znanosti i tehnologije je omogucio joS jedan pokuSaj razumijevanja Zivota
putem novog podrucja biologije: sintetske biologije, koja je tek u zaCecima. 1z tog razloga jos
uvijek ne postoji jedinstvena definicija sintetske biologije oko koje se svi slazu. Neki je
definiraju kao dizajniranje i sintezu novih organizama s predodredenim osobinama dok je za
druge ona podrucje bioloskog istrazivanja koje kombinira znanost i inzenjerstvo u svrhu
stvaranja novih bioloskih funkcija i sustava (Balmer i Martin, 2008.). SrediSnja je ideja
sintetske biologije stvaranje umjetnog Zivota, organizma izgradenog samo od kemijskih
dijelova i DNA predloSka, a cilj je ovoga rada opisati stvaranje prve samostalne i
samoreplicirajuée bakterijske stanice, odnosno prvo uspjesno stvaranje umjetnog Zivota.

Jedna od glavnih metoda kojima se koristi sintetska biologija je sekvenciranje genoma.
Ono ne bi bilo moguce bez izuma sekvenciranja biokemicara Fredericka Sangera koji je za
svoje otkrice dobio i Nobelovu nagradu za kemiju 1958. Prvi sekvencirani DNA genom je bio
genom bakteriofaga phi X174 sa samo 5 368 parova baza (pb) (Sanger et al., 1977.). Godine
1978., Arbner, Nathans i Smith dobivaju Nobelovu nagradu za otkrice restrikcijskih enzima
tipa 1l Cime je omoguéeno brze sekvenciranje genoma. Prvi potpuno sekvencirani genom
slobodno Zivuéeg orgazma je genom bakterije Haemophilus influenzae od 1 830 137 pb 1995.
godine (Fleischmann i sur., 1995.). Za taj je projekt predvideno 13 godina; a obavljen je u
samo 4 mjeseca. (Danas je njen genom mogucée sekvencirati za 2-3 sata). Iste je godine
sekvenciran genom bakterije Mycoplasma genitalium (580 070 pb), najmanji poznati genom
nekog slobodnoZivuCeg organizm. Determiniran je nasumi¢nim sekvenciranjem i
sastavljanjem. Identificirano je ukupno samo 470 kodirajuci regija koje ukljuCuju gene
potrebne za DNA replikaciju, transkripciju i translaciju, popravak DNA, stanicni transport,
energiju i metabolizam (Frasier i sur., 1995.).

Pitanje koje se nametnulo bilo je koliko je zapravo gena potrebno za stanicni Zivot,
odnosno koji je minimalni set esencijalnih stani¢nih gena. Znanstvenici su se nadali da Ce se

odgovaranjem na ova pitanja uspjeti pribliziti odgovoru na pitanje Sto je to zivot. Godine



1999. je objavljen rad putem kojeg se pokusalo saznati minimalni broj gena esencijalnih za
zivot bakterije Mycoplasma genitalium u laboratorijskim uvjetima pokusima traspozonske
mutageneze (Hutchison i sur., 1999.). Poskusi transpozonske mutageneze ukljucuju
transpozone (male molekule DNA) koji se nasumic¢no ugraduju u genom organizma i time
narusavaju funkcionalnost gena. Geni s transpozonima bez kojih je bakterija normalno
funkcionirala su nazvani neesencijalnima. Analizom je dobiveno 265 do 350 gena
esencijalnih za rast u laboratorijskim uvjetima od ukupno 480 gena. lako Mycoplasma
genitalium posjeduje priblizno minimalni genom potreban za prezZivljavanje u ljudskoj stanici
domadinu, jasno je iz dobivenih rezultata da sadrZi i velik broj gena koji su neesencijalni u
laboratorijskim uvjetima uzgoja (Hutchison i sur., 1999.). Cinjenice da je multiple gene
relativno teSko eliminirati iz genoma (moraju se eliminirati jedan po jedan) i da razliCiti geni
postaju esencijalni ovisno o raznim uvjetima uzgoja bakterija, veoma su oteZzavale pronalazak
minimalnog genoma potrebnog za stanicni zivot. Iz tih su razloga neki znanstvenici odlucili
pokusati sintetizirati umjetni bakterijski kromosom kojem bi varirali sadrzaj gena te tako
identificirali minimalni genom za samorepliciraju¢i Zivot. Putem su morali razviti mnoge
nove metode i tehnike za stvaranje velikih segmenata genetskog koda kao i za premoséenje

ostalih poteSkoca na koje su nailazili.



2. Put prema stvaranju umjetne stanice

Za stvaranje umjetne stanice je trebalo rijesiti dvije strane problema: kemiju za sintezu
velikin DNA molekula te bioloSku stranu, odnosno kako transplantirati i aktivirati sinteticki
genom u domacinskoj stanici. Dva su tima radila paralelno na tim problemima. Osmisljene su
nove metode za ekstrakciju cjelovitih kromosoma iz kvasca, metode za transplantaciju
sintetiziranih kromosoma iz kvasca u recipientsku bakterijsku stanicu (kako bi nastala stanica
kontrolirana iskljucivo sintetickim genomom), te su uspostavljeni uvjeti i protokoli za
transplantaciju sintetickih genoma iz kvasca.

Kada je zapocet projekt stvaranja sintetiCke stanice, znanstvenici su mislili da ¢e im
sinteza genoma biti najveCi problem, zbog Cega su i odabrali manji genom. 2003. je
sintetiziran infektivni genom veliCine 5 386 pb bakteriofaga bakterije Escherichia coli, phi
X174 iz sintetiCkih oligonukleotida u samo 14 dana (Smith et al., 2003). Taj je bakteriofag bio
izabran iz povijesnih razloga (prvi sekvencirani DNA genom). PoboljSana je metodologija i
dramati¢no skraceno vrijeme potrebno za preciznu sintezu segmenata DNA od sintetickih
oligonukleotida dugih 5 - 6 kilobaza (kb). Takav je uspjeh omoguéio znanstvenicima
sintetezu i mnogo vecih genoma.

Godine 2007. je objavljena, fizioloSki gledano, jedna od najbitijih publikacija:
transplantiranje bakterijskog kromosoma iz jedne bakterije u drugu. Jednom kad se uspjesno
transplantira genom, mogli bi se uspjeSno transplantirati i umjetno stvoreni genomi. Goli je
DNA genom jedne vrste bakterije transplantiran u drugu blisko srodnu bakteriju. Intaktna
genomska DNA, virtualno bez proteina, je transplantirana iz bakterije Mycoplasma mycoides
LC (large colony) u bakteriju Mycoplasma. Nije bilo rekombinacije, a stanice koje su
prezivjele selekciju za rezistenciju na tetraciklin, sadrzanu u kromosom M. mycoides LC,

sadrze cjeloviti genom donora i nikakve tragove recipijntskog genoma (Shema 1.)
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Shema 1. Pregled transplantacije genoma iz jedne bakterije u drugu. Genom za transplantaciju je prikazan
crvenom bojom i sadrZi gen za rezistenciju na antibiotik tetraciklin. Genom domadinske stanice je oznacen
plavom bojom. Crveni je genom (genom bakterije M. mycoides LC) transplantiran u domadinsku stanicu
bakterije M. Capricolum (stanice s plavim genomom). Nakon nekoliko ciklusa stani¢nih dioba je napravljena
selekcija za tetraciklin, a preZivjele su one stanice koje su sadrZavale gen za otpornost na antibiotik.

(Preuzeto i prilagodeno iz openwetware.org/images/0/0e/Derek_Ju_Presentation_4-8-10.pdf)

Stanice nastale transplantacijom su genotipom i fenotipom identiCne donorskim M.
mycoides LC stanicama prema nekoliko kriterija. Samo je jedna od ~150 000 transplantacija
bila uspjesna (Lartigue, et al., 2007.).

Godine 2008. je sintetiziran do tada najveci umjetni funkcionalni genom nekog
organizma koji je stvorio Covjek, genom bakterije Mycoplasma genitalium, veliCine 582 970

pb, nazvan M. genitalium JCVI-1.0. (Slika 1.)

10 MICRONS

TIME

Slika 1. Prikaz sintetickog genoma M. genitalium JCVI-1.0. Slika prikazuje mikrograf umjetnog genoma M.

Genitalium snimljenog tijekom perioda od ~0.6 sekundi.

(Preuzeto iz http://cellnews-blog.blogspot.com/2008/01/synthetic-bacterial-genome.html)

Sinteticki genom sadrzi sve gene kao i divlji tip M. genitalium G37, osim gena

MG408, Cija je funkcionalnost naruSena antibiotskim markerom sa svrhom blokiranja



patogenosti i omogucavanja selekcije. Izmedu gena, na mjestima koja toleriraju inserciju
transpozona, su ubaceni ,,vodeni Zigovi“. Preklapaju¢e modularne DNA sekvence koje nose
jedan ili vise gena za neku biokemijsku funkciju (kasete) veliine 5 kb do 7 kb (nastale od
kemijski sintetiziranih oligonukleotida) sastavljene su in vitro recombinacjiom. Dobiveni su
intermedijeri za sastavljanje nizova dugih otprilike 24 kb, zatim 72 kb ("1/8 genoma") i 144
kb ("1/4 genoma") (Shema 2.) koji su klonirani kao umjetni kromosomi u bakteriji
Escherichia coli. Sekvenciranjem intermedijernih klonova su dolivene sve Cetiri 1/4 genoma s
tocnom Zeljenom sekvencom. Cjeloviti je genom sastavljen Kkloniranjem u kvascu
Saccharomyces cerevisiae kao kruzni centromerni plazmid (dodatak kvasCevog centromera u
DNA bakterije omogucéuje segregaciju bakterijskog plazmida s kromosomima kvasca), a
zatim je izoliran i sekvenciran. Klon sa Zeljenim genomom M. genitalium je pronaden
(Gibson i sur., 2008. a).
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Shema 2. Plan sastavljanja genoma bakterije M. genitalium u pet koraka. U prvom se koraku sinteze
genoma udruzuju po Cetiri kasete i tvore A seriju sekvenci dugih oko 24 kb (sekvenca 37-41 sadrzi pet kaseta). U
sljede¢em se koraku po tri A sekvence udruzuju u osam sekvenci B serije dugih 72 kb (sekvencu B62-73 tvore
Cetiri A sekvence). Osam se B sekvenci udruzuju u parovima i tvore C sekvence veli€ine Cetvrtine genoma.
Navedene su sekvence dobivene in vitro rekombinacijom i klonirane u E. coli. Sekvence veli€ine pola genoma i
cijeli genom su dobiveni in vivo rekombinacijom u kvascu. Sekvence u podebljanim pravokutnicima su
sekvencirane zbog provjere tonosti. Cjeloviti je genom sastavljen iz Cetiri C sekvence.

(Preuzeto iz Gibson i sur., 2008. a)

Ovaj je postupak jos malo doraden demonstracijom sastavljanja sintetickog genoma iz

25 preklapajucih fragmenata u jednom koraku (Gibson i sur., 2008. b) Sto je bilo moguce
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zahvaljujuci sposobnosti kvasca da prihvati brojne preklapajuée DNA molekule. Objavljen je
I rad 0 novoj metodi enzimatskog sastavljanja DNA veliCine do nekoliko stotina kilobaza Cija
je prednost mogucnost da sastavi i popravi preklapajue DNA molekule u jednom
izotermalnom koraku (Gibson i sur., 2009. a). Demonstrirano je da kvasac Saccharomyces
cerevisiae moze primiti i sastaviti barem 38 jednolancanih oligonukleotida (koji se preklapaju
na samo 20 pb, a mogu biti dugi do 200 pb) ako primi i linearni dvolancani vektor. Sinteza je
moguca u jednom transformacijskom koraku. Ova metoda ima vrlo niski stupanj pogreske
zbog Cega je pogodna za stvaranje DNA bez greSaka (Gibson i sur., 2009. b). Navedeni su
postupci veoma pojednostavili sastavljanje velikih fragmenata DNA, bilo sintetickih ili
prirodnih.

Kako bi stvorili umjetnu stanicu, genom treba izolirati i prenijeti iz kvasca u
receptivnu citoplazmu koja Ce ostvariti genetske upute dovoljne za stvaranje
samoreplicirajuéeg organizama. Metode za postizanje toga cilja su opisane u radu Lartigue i
sur., 2009. godine (Shema 3.).
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Shema 3. PremjeStanje bakterijskog genoma u kvasac, modifikacija u kvascu i vracanje genoma u
bakteriju. Vektor kvasca je ubaCen u bakteriju transformacijom. Taj je genom kloniran u kvasac. Nakon
kloniranja se koriste razne metode za stvaranje insercija, delecija, premjestanja ili bilo kojih drugih modifikacija
genoma. Modificirani se genom zatim izolira i transplantira u recipijentsku bakterijsku stanicu gdje ¢e stvoriti
modificiranu bakteriju. Moguce je da Ce biti potrebna metilacija genoma kako bi ostao o€uvan od restrikcijskih
enzima stanice. Ciklus se moZe ponoviti pocevsi od novog modificiranog genoma (isprekidana strelica).

(Preuzeto i prilagodeno iz Lartigue i sur., 2009.)



Kloniran je genom bakterije Mycoplasma mycoides kao kvasCev kruzni centromerni
plazmid. U kvascu je genom bakterije izmijenjen vektorom koji sadrzi tetraciklin rezistentni
marker za selekciju, gen za B-galaktozidazu, auksotrofni marker, centromer kvasca i sekvencu
za autonomnu replikaciju a zatim transplantiran u Mycoplasma capricolum Cime je stvorena
vijabilna M. mycoides stanica. Odabrane vrste bakterija su pogodnije za rad od M. genitalium
zbog brze stope rasta. Genom novog soja je nazvan YCpMmycl.l. lIzolirani je genom
YCpMmycl.1 iz kvasca transplantiran u stanicu divljeg tipa bakterije M. capricolum, ali nije
uspjesno izoliran genom YCpMmycl.1l iz bakterije. Problem su stvarale restrikcijske
endonukleaze u recipientskoj M. capricolum stanici koje bi razgradile transplantirani donorski
genom YCpMmycl.l izoliran iz kvasca. Prepreku su uklonili bilo inaktivacijom
restrikcijskog enzima M. capricolum, bilo zaStitom YCpMmycl.l genoma in vitro
metilacijom nakon Cega su uspjesno izolirali YCpMmycl.1 genom iz M. capricolum.
(Lartigue 1 sur., 2009.) Nakon uspjesne sinteze i transplantacije genoma YCpMmycl.1 u
bakteriju, joS je samo ostalo nekako aktivirati sintetski genom.

2010. godine su zmanstvenici uspjesno klonirali cijele bakterijske genome u kvascu
Saccharomyces cerevisiae kao jednolancane DNA molekule. Klonirani su genomi bakterija
Mycoplasma genitalium (0.6 mega baza -Mb), M. pneumoniae (0.8 Mb) i M. mycoides
podvrsta capri (1.1 Mb) kao kvascevi kruzni centromerni plazmidi. Takve molekule mogu biti
klonirane kao linearne (dodatkom telomera) ili kao kruzne i stabilno se odrzavaju u domacinu.
Razradena su tri razliCita pristupa kloniranja bakterijskih genoma u kvascu (Shema 4.)
(Benders i sur., 2010.)
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Shema 4. Tri metode kloniranja genoma bakterije Mycoplasma u kvascu. Bakterijski genom (tamno plavi

krug) mora sadrzavati nekoliko kvasScevih sekvenci (vektor, obojen crveno) da bi se mogao uspjeSno umnoziti u

kvascu (taman s Zutom jezgrom) nakon transformacije. (A) Vektor moZe biti ukljuCen u bakterijski genom

transformacijom bakterije (svijetlo plava stanica). Ova metoda je najpogodnija za sintezu genoma koji ¢e biti

transplantiran u Zivu stanicu. (B) Vektor moZe biti unesen u bakterijski genom kotransformacijom u kvasac s

genomom bakterije. U tom slucaju vektor i bakterijski genom moraju posjedovati terminalne preklapajuce

sekvence kako bi se mogle homologno rekombinirati u kvascu. (C) Bakterijski genom takoder moze biti kloniran

sastavljanjem preklapajucih fragmenata od kojih jedan fragment treba sadrzavati vektor.
(Preuzeto i prilagodeno iz Benders i sur., 2010.).



3. Sinteza umjetne stanice

Kombinacijom prije uspostavljenih znanstvenih metoda i procedura uspjesno je
sintetiziran, sastavljen, kloniran i transplantiran 1.08 megabazni (Mb) sinteticki M. mycoides

JCVI-syn1.0 genom kako bi stvorio novu stanicu pod svojom kontrolom.

3.1 Dizajniranje sintetickog genoma

Dizajn sintetickog genoma bakterije M. mycoides JCVI-syn1.0 se bazira na visoko
tocnim, gotovim sekvencama genoma dvaju laboratorijskih sojeva bakterije M. mycoides
podvrsta capri GM12. Jedan genom je genom donor koji je koriSten u radu Lartigue i sur.
[GenBank pristupni broj CP001621], a drugi je soj stvoren transplantacijom genoma
kloniranog i izmjenjenog u kvascu, YCpMmycl.1-Atypelllres, [GenBank pristupni
brojCP001668]. Ovaj je projekt izrazito ovisan o tocnosti tih sekvenci. VeliCina je kaseta
dizajnirana i sintetizirana prema CP001621 sekvenci, a CP001668 je koristen kao referenca
dizajna. Sve su bioloski bitne razlike dobivene izmedu CP001668 i prije sintetiziranih kaseta
ispravljene, a 19 bezazlenih razlika je ostavljeno kako bi posluzile kao polimorfne razlike
izmedu sintetickog genoma (JCVI-syn1.0) i prirodnog, nesintetickog genoma
(YCpMmycl.1). Da bi se jos viSe pojacala razliCitost tih genoma, dodana su i Cetiri vodena

ziga.

3.2 Strategija sastavljanja sintetickog genoma

Dizajnirane su kasete veliCine 1 078 bp koje sadrze preklapanja s prethodnim
kasetama veliCine 80 bp. Svaka kaseta je individualno sintetizirana i sekvenciranjem
provjerena od strane proizvodaCa. OsmiSljena je hijerarhijska strategija za sastavljanje
genoma pomocu transformacije i homologne rekombinacije u 3 koraka u kvascu iz kaseta
(Shema 5.).
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Shema 5. Sastavljane sintetskog genoma M. mycoides u kvascu. Umjetni je genom M. mycoides sastavljen od
1 078 preklapaju¢ih DNA kaseta u tri koraka iv vivo rekombinacijom u kvascu. Prvo su sintetizirane kasete
veliCine 1078 pb (narancaste strelice) iz sintetickih oligonukleotida i rekombinirani u setovima po 10 da bi
nastalo 1000 fragmenata veliine ~10 kb (plave strelice). One su zatim rekombinirane u setovima po 10 da
stvore 11 fragmenata veli¢ine ~100 kb (zelene strelice). U zadnjem koraku sastavljanja genoma 11 je fragmenata
rekombinirano u cjeloviti genom (crveni krug). Dva su fragmenta spojena enzimima in vitro (bijele strelice).
Veca odstupanja od prirodnog genoma su prikazana Zzutim krugovima, a tu spadaju regije s 4 vodena Ziga
(WM1-WM4), namjerno deletirana regija veliCine 4 kb (94D) te elementi za rast u kvascu i transplantaciju.
Zvjezdicama je oznaceno 20 lokacija s polimorfizmima nukleotida. Kordinate genoma su relativne prema prvom
nukleotidu prirodne sekvence bakterije M. mycoides. Dizajnirana sekvenca sadrzi 1 077 947 bp. Prikazane su
lokacije za restikciju s Asc I i BssH I1. Kasete 1 i 800-810 su nepotrebne i uklonjene iz procesa sastavljanja pa se
kaseta 2 preklapa s kasetom 1 104, a kaseta 799 s kasetom 811.

(Preuzeto i prilagodeno iz Gibson i sur., 2010.)
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U prvom su koraku kasete i vektori rekombinirani u kvascu i prebaceni u E. coli.
Izolirana je plazmidna DNA iz klonova E. coli i pretrazivana je za one koje sadrze vektor sa
10-kb fragmentom, dok svi nisu pronadeni. Fragmenti su zatim sekvencirani.

U drugom su koraku intermedijeri veliine 10 kb transformirani u kvasac gore
opisanim procesom kako bi proizveli intermedijere veliCine 100 kb. DNA je presadena u
kvasc jer su rezultati upucivali da se takvi DNA ne mogu stabilno odrzavati u E. coli. Nakon
ekstrakcije sastavljenih intermedijera iz kvasca, napravljen je multiplex PCR (PCR metoda
kod koje se koristi mnogo setova pocetnica u jednoj PCR mjeSavini ¢ime nastaju produkti
(amplikoni) razlicitih veliCina koji su specificni za razliCite DNA sakvence). Uspjesno je
obavljen drugi korak sastavljana genoma sa sevkencama vektora veliCine otprilike 105 kb.
Nakon stvaranja svih amplikona u multiplex PCR reakiji, obi¢no su dobiveni intermedijeri
Zeljene veliCine.

Izolacija mikrogramskih koliCina svakog od 11 intermedijera dobivenih u drugom
koraku sinteze genoma je purificirana kako bi se uspjesno pripremio zadnji korak u sintezi
genoma. Nakon izolacije, purifikacije i analize, fragmenti su transformirani u sferoplaste
kvasca (stanice kruznog oblika zbog uklanjanja staniCne stjenke). PretraZivanje klonova
kvasca za cjeloviti sinteticki genom je postignut s multiplx PCR metodom izvrSenom sa 11
parova pocetnica dizajniranima da premoste svaki od 11 spojeva izmedu fragmenata veliCine
100 kb. Od pretrazenin 48 kolonija kvasca, DNA je ekstrahiran iz jednog klona
(sSMmYCp235) kod kojeg je pronadeno svih 11 amplikona. PCR divljeg tipa (YCpMmyc1.1)
je bio pozitivna kontrola i proizveo prepoznatljiv set 11 amplikona.

3.3 Semi-sintetiCka sinteza genoma i transplantacija

Cjeloviti sinteticki genom bakterije M. mycoides je iz klona kvasca sMmYCp235
presaden u recipijentsku stanicu M. capricolum kojoj su inaktivirani restrikcijski enzimi, ali
nije doslo do aktivacije sintetickog genoma. Tri je mjeseca bilo potrebno da napokon uspiju
aktivirati genom. OsmiSljena je metoda za testiranje funkcionalnosti svakog od 100 kb
sintetiCckih segmenata koja ukljucuje konstrukciju i transplantaciju semi-sintetickih genoma.
MijeSanjem prirodnih dijelova sa sintetickima je omoguceno provjeravanje sekvence bez
sekvenciranja intermedijera veli¢ine100 kb. Klonirano je 11 preklapajucih, prirodnih sekvenci
od 100 kb u kvascu koristenjem prije opisane metode kloniranja rekombinacijom povezane s
transformacijom. Konstruirani semi-sinteticki genomi su sadrzavali izmedu 2 i 10 od 11

skvenci dugih 100-kb. Jedna kriva baza pronadena na preko milijun baza u esencijalnom genu
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je inaktivirala cijeli genom, dok velike insercije i delecije na neesencijalnim dijelovima
genoma nisu utjecale na njegovu vijabilnost. Pogreska je bila u deleciji jednog jedinog para

baza Cime je stvoreno pomicanje u okviru Citanja u esencijalnom genu za replikaciju, dnaA.

3.4 Transplantacija i analiza genoma

Mutacija dnaA je ispravljena modifikacijom genoma u kvascu, a sintetiCki genom
bakterije M. Mycoides je transplantiran natrag u recipijentsku bakteriju M. capricolum s
inaktiviranim restrikcijskim enzimima gdje je uspjesno stvorio vijabilne kolonije.

Jedan je transplantant porijeklom od sMmYCp235 sintetickog genoma izoliran i
sekvenciran, a dobivena je sekvenca genoma nazvana M. mycoides JCVI-synl1.0 i odgovarala
je ocekivanom dizajnu s iznimkom 19 prije spomenutih polimorfizama, 8 novih
jednonukleidnih polimorfizama, transpozonskom insercijom iz E. coli, duplikacija veli€ine 85
pb i vodenim Zigovima (Slika 2). U sintetiCkom genomu nisu nadene nikakve sekvence koje
su prepoznate da pripadaju bakteriji M. capricolum $to upuéuje na zakljuCak da je genom
bakterije M. capricolum u potpunosti zamijenjen sintetskim genomom. Demonstracija da
sintetiCki genom daje transplantante s karakteristikama stanica M. mycoides implicira da je
DNA sekvenca prema kojoj se bazira dovoljno precizna da specificira Zivu stanicu s

odgovarajuc¢im karakteristikama.
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Slika 2. Mapa genoma M. mycoides JCVI-synl.0. Prikazani su geni, strukturne RNA, vodeni Zigovi,
polimorfizmi relativni prema M. mycoides capri GM12 i koordinati kaseta sintetske DNA.

(Preuzeto i prilagodeno iz Gibson i sur., 2010.)
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3.5 Stanica s genomom M. mycoides JCVI-synl1.0

Genom M. mycoides JCVI-synl1.0 je najveéa umjetna molekula definirane strukture.
Stanica kontrolirana tim umjetnim genomom je nazvana umjetnom iako citoplazma pripada
recipijentskoj stanici jer se nakon nekoliko dioba izgubi fenotip recipijentske citoplazme i
nisu nadeni recipijentski proteini. Satnice s umjetnim genomom M. mycoides JCVI-syn1.0 su

sposobne za logaritamski rast. Skenirajuéim i transmisionim mikroskopom se mogu vidjeti

malene, ovalne stanice okruzene citoplazmom. (Slika 2.).

Slika 4. Slike M. mycoides JCVI1-syn1.0 i divljeg tipa M. mycoides. Prou¢avana je morfologija kolonija divljeg
tipa M. mycoides (WT) i stanica s umjetnim genomom (JCVI-syn1.0) na agaru s X-gal u svrhu usporedbe
fenotipova. Tri dana nakon presadivanja su uocene plave JCVI-synl1.0 kolonije koje sadrze lacZ gen za
eksprimiranje B-galaktozidaze koja konvertira X-gal u plavu tvar (a). Kolonije WT ne sadrze lacZ gen i ostaju
bijele (b). Stanice oba tipa imaju kolonije s morfologijom pecenih jaja koja je karakteristicna za vecinu
mikoplazmi. Elektronsko mikroskopske (EM) slike JCVI-synl.0 izolata dobivene koriste¢i skenirajué¢i EM (c) i
transmisionim EM (d). Za usporedbu morfologije stanica su koristene EM snimke stanica M. mycoides JCVI-
synl.0 (e) i WT (f). Oba tipa stanica pokazuju ovalan oblik i slicnu op¢u morfologiju.

(Preuzeto i prilagodeno iz Gibson i sur., 2010.)
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Cetiri vodena Ziga su dodana u sinteti¢ki genom. Osmisljeni su tako da zamjene jednu

ili viSe kaseta u regijama koje ne utjeCu na viabilnost stanice (Slila 3.)

IIi"lf&'IEI'I'ﬂ ars-1, 1246 base pairs
T R ATATTT S TATAS TG TACATATI G AATBLT GATAAS T AATACTOTEL o TTCACTG T GATOS TGATAAATAAC TTCTTCTGTASSS TAGAGTTTTA
TT T ARGECTACTCACT GG TTECAAACCART GO GTRCATTACTAGCTT GATCCT GO TCGST CATT GO SGGATATCTCTTAC TAATAGAGC S GOCTATCGCGTATTCTCEGL0
CACCOCCCTOT O CACAD A GO CTOTACC ATCAC CAAC AR A A TCADC O DAACCCAT CAGCAACCADTCLC OO TCATTCCT AT CATAATCACTCTTTATATACTAATCD
CETCACTET T TCCT S TRATACTGTECTT TCCAGGE LS SAGATTCETTIT GACATACATAMATAT CATGACAMMACAGC CGGTCATSACAAMACAGC CEETOATAATAGAT
TG T AN T AT AL AN AR R TA TAA TR AT AR TA A TAT RA T AT A G AR AN TRAN T AT RAAA T A FAR N IRRCAC TCATAATAGATTARCGGAGTORT

ATTCATASCCGGTAGATATCACTATAABGLCCAGEATCATGAT BAACACASCAC CACBTCETCGTCCEGAGTTT T TTTGCTOLEACGTCTATACC ACGGAAGC TCATCATAAL
AGTTTTTTIGCT GG GLACTAGA G oA CAA G AL A TAL G T T TAAAT A AT LT T OO GAA T TAAATAN TTTAAT T TCGTATITAAATTATAT GATCACT BECTATAGTC
T T G TA LT AN T A TG L AR T A A T AT AT AT A LA ATA G TEAA D DTG TECTACATATCC GLTATAC CETASATATCACTATAAGGCCCASSACAATAGC TGAACTGS

LIS LALGEASGLAGD L FAGL TVFAG S PEFI0GEGE LT FTNEE 1CLGEALNS ] AT ALGLANGL L GA 1AAL LA AAGAGULLUAL L AUALLL G SCALALPAGLLGLEALAG]

COTATTCATAGLOBECACTCATEACAAAS T AGLEGLED

'Wﬂ.lEﬂTI arg-4 11 base pais

A T B CA S AT AR CATATAGAACTAC C TGO TATAA G T GATAC AACTGTT T TCAT AGTARAACATACARCGTTGC TCATAGTACT CCTAAGTGATAGCT
TECGT T TABCATATATT STAGOLTTCATAATAAGTGATATTT (AGCTAG G TAACTARATAAACTASG T ATEACTOTACTCCTAAGTRATATT T TCATCCTT TOCAAT ACAATAA
CTACTACAT CAATAATOCCTOATAT A T AT O TARATAT ABAACACATAACTACATT TACTETT T TCART SATAT 3o ACTT TCATCTATAGATATAGRCTOC TTABATTC SO
AT TAT T I S TAGGTEATATAC ST CATT GEATAAGT TAATGEATT T AA C TASCTE TEGATACTATAGCATCC COATTCOTAGT S ATATT TTCATCCTASTECTACETEAT
AT AT T A T AT e T G T A G ATAA T T A T G T e T LT TG T AT AT AAT T LA T G LT TA A AL CATATAC T ACTEC TG  ICC BT SATAGT TCGTT AT AT
ATACAACTAGGCT GCT ATRATAT GG TCACT GLCCTTACTG TG TACATA T TACT B L GAGECECAT GACGTATAAACCT O T TGTAAGTEATATGACGT ATATAAC TACTAGTCA
T GACETATAGECT G AR AL BT A TAT GAC G TATATEACTACTGTCOCARA CATCAGT BATATGACGTATACTATAATTTCTATAS LCTG&T&AATMFCCT':GEC_.&M
TG T T GAATAC GT GG CATAAACC TR G T AAC GAGEAATACCCATAGT T TAGCAATARSC TATAGT CETCATTIT AMGEEGEGTLT

w 1 k-1 1109 base pairs

AR CATATT ABATATCATCCTCATTTICACTGGCTCGTTGLETEA ATASY TCTACTETAGTGCTABATAGTTC GTACTAGGTGATACTATAGATITE
ATAGATAGCACTACT GO0 TICAT G TAGSCATOOCAA T AGCTAGTGATABTTTAST GOATA CAACCTOA GTGATACANC ST GCT S3TATAGATACAACSTCGTATTCTET
A TG TA A A TG TATT ST A TG AT AG G L TATAG T T e TAAC T AT CATATCAC GTAACARA S CATATAAGTTAGAT TTAATCCCOCTRACTERACGCTCET GLCTG
ATAGTTT ARG TOGT T oL A TA AL TOT AT T T A TARAAAC AR LG GATAAT TTAG T O TASATAASTTCC O CTTARCAAST OATAGT T TCCOCT  GACTSTECATASTICET
T AT e T AT IO AT AT ARA CTAO S AR ST TCACAAC T ATAAT TTAATT 3G TOAT AT ICCT 23 CTATCTAGTOC TAGTAA TCATACTRC T BATADTT TAAICTALTCT
T LA A T AT A S T T AT AAT AR A LT AL TA ST A TAC TA L G TA ST T AR T AT AR TA G CTA L T O TASATTCAA " ACT SO G T CATAT T CAASTAGATT CTCCAATZTE
T AT AT S T T S A G T G T AT A T T A G AT T T A TAT A T A A TAT GG T AT T AR T A T A A T A S AGE T TAATAAAT AT GATCACTETSCTAC
GOTATATGC oA T GAATATAG o TATAT GATCATAACAT A ATAGCTATANG TEATAAGTTC o TGAATATAGGCTATATBATC ATAACATATACAACT G- ACT CATGAATAAGTT
BACEAG

Waterm ant.d 1123 base pairs

; BT T AT TG TR AT AL TR AR A TAT AT AT T TATA LG TR T O A AR TAGT AT RO AR AT TTTTC AR TRATATTA T TARTR CTANAT LA
TJ. ;-.CTG.,BTuATAMﬂCTﬁﬁ.TACMTAGGTCATATCP.TAEGF.ACTGMETGAZGTCCATAGCTGMCTCT.:nﬂl'CF'GTSﬂ'.&TﬂGA‘I'rCTﬁﬁ'ACTA'F.GCAAEG‘I‘I’GC.ST
GATATTTTCACTAC TGGCTTGACTCETAG GLATA  GATAGTACETCTAACTAGCATAAL ACTGATAGTTA ATTTCTATAGC TGTACATAT GTAATGCTEATALCTASTGATA
T T CAA C TAGATAG TCCT GAACTGATCCC TAT SC TAA CTAGTGATARACTAACTEGATACATCG TTCCT GETACGT GATAGCTTCACTSAG T TCCATACATCGTCGTGCTTAA
AUS GO 58 AMIRL A TAGAE] IUALAGE IAL GUAT LASL TG | GATANGAL IGUARATASS | IEAUE! | HE0AGIUIAMARUARLG |GATAA | ILIG] ALTLETAGAT A
CTATACATTTCC TS0 TAAGT AT AAGT CTACT GATTTAC TAAT GAATASC T TG TT T TGECATAGACT BT GLOCTECACTEGTEATAGCTT T TUGTTEATGAATAATT CLCTA
BCACTOTECOTAATAT Ao TAGATT CTOTABA TAGECTAAATT COTCTAC AT TTRTAGG TEATAGTTTARTTOCTA TAACTAA TATTATCCCTETACCATTGCTAARCTOTIATA
T AT AT TG TA A TAT AT A A O A TAAT A G AT A GG AT T C A TA ST GAL TS GATAT TTAS TG TR S AT TaAATAACTTCCCTEAR ATTETEATACT
GATATTTT AR TR TR CATTRAA TAT T GO ATT TAACTAGE TTRA T AR T A AT TORA RRAA AN A AT AR TAC TRTT TTCATAGC TAA TTATAGRN TAATATTR I TAATARTRI
GGCGE

Slika 3. Vodeni Zigovi umjetnog genoma. Zelenom je oznaCena stop sekvenca, a sivim restrikcijska mjesta za
Asc 1.

(Preuzeto i prilagodeno iz Gibson i sur., 2010.)

Vodeni su zigovi posebno osmisljeni segmenti DNA veliCine preko 1000 pb genskog

koda, a sluze kao razlikovno sredstvo od prirodnog genoma bakterije M. mycoides i govore u
kojem su laboratoriju nastali. Pisani su novo osmisljenim kodom koji omogucuje upotrebu
svih slova engleske abecede i punktacijske znakove, a koristi Ceste stop kodone. Prvi vodeni
zig u sebi sadrzi kod za interpretaciju ostatka genoma, ostali sadrze imena 46 razliCitih autora
kljucnih doprinositelja koji su sudjelovali u stvaranju genoma. Takoder su ugradene tri
internet adrese na koje se moZze javiti bilo koja osoba koja uspije deSifrirati kod. Ugradena su i

tri citata:

,» 10 live, to err, to fall, to triumph, to recreate life out of life*
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(Zivjeti, grijesiti, padati, pobijediti, ponovo stvoriti Zivot iz Zivota.)
James Joice;
»See things not as they are, but as they might be.”
(Vidjeti stvari ne onakvima kakve jesu, nego kakve bi mogle biti.)
Citat iz knjige Americki Prometej
»What | cannot create, | cannot understand.*
(Sto ne mogu stvoriti, ne mogu razumijeti.)

Richard P. Feynman

3.6 Zakljucak

Stvaranje sintetiCke stanice je dokaz da se stanice mogu proizvesti bazirane prema
genetskoj sekvenci dizajniranoj u racunalu. Ogroman raspon biokemijskih, biofiziCkih i
genetickih tehnika osmiSljen je za opisivanje bioloskih sustava, a to nam je dalo metode za
opsezno opisivanje genoma nekog organizma te uzoraka ekspresije gena i metabolickih
aktivnosti Sto ¢e omoguciti razumijevanje bioloskih uloga gena, a mozda dati i definiciju
Zivota. Nove metode vizualizacije omogucuju nadgledanje aktivnosti unutar Zivih organizama
Sto omogucuje preciznu rekonstrukciju stani¢ne arhitekture, a napredci u tehnologiji sinteze i
sastavljanja DNA omogucuju kopiranje i rekonstrukciju cijelih kromosoma. Navedene se
metode mogu upotrijebiti za reprogramiranje bioloSkih sustava ili stvaranje novih
organizama. Sintetska biologija ¢e bit od velikog znacaja u raznim granama tehnologije i
gospodarstva, a vjerojatno najbitnija u proizvodnji lijekova i cjepiva, te borbi protiv patogena
i to na njihovoj molekularnoj osnovi. Stvoriti ¢e nove produkte i primjene kao $to su napredna
mogucnosti dizajniranja ili modificiranja genetickih sustava na sli¢noj razini. Ova nova grana
znanosti ve¢ ima utjecaj na neka od spomenutih podrucja i nastaviti ¢e ga Siriti sve dok se

njezine moc¢ne moguénosti mudro iskoriStavaju.
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5. Sazetak

Ljudi su oduvijek bili fascinirani zivotom i pokusali su ga stvoriti vise nego jednom
kroz povijest. Pojavom novog podrucja biologije, sintetske biologije, koje kombinira znanost i
inZinjerstvo; je to postalo moguce. Ovaj rad daje kratki pregled dogadaja koji su doveli
znanstvenike iz J. Craig Venter Instita (JCVI) do objave rezultate u kojima opisuju uspjesno
konstruiranje prve samoreplicirajuce sintetske bakterijske stanice. Tim znanstvenika je
sintetizirao modificirani kromosom iz genoma bakterije Mycoplasma mycoides veliCine 1.08
milijuna parova baza. Sintetska stanica je nazvana Mycoplasma mycoides JCVI-synl.0 i
dokaz je da genomi mogu biti dizajnirani u raCunalu, kemijski stvoreni u laboratoriju te
transplantirani u domacinsku stanicu gdje ¢e stvoriti novu samoreplicirajuéu stanicu

kontroliranu samo sintetiCkim genomom.

6. Summary

People have always been fascinated by life and have tried to create it more than once
throughout the history. With the appearance of new area of biology, the synthetic biology,
which combines science and engineering; that become possible. This work gives a short
review of events that led to publishing results of scientists at the J. Craig Venter Institute
(JCVI) describing the successful construction of the first self-replicating, synthetic bacterial
cell. The team of scientists synthesized the 1.08 million base pair chromosome of a modified
Mycoplasma mycoides genome. The synthetic cell is called Mycoplasma mycoides JCVI-
synl1.0 and is the proof of principle that genomes can be designed in the computer, chemically
made in the laboratory and transplanted into a recipient cell to produce a new self-replicating

cell controlled only by the synthetic genome.
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