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Koncept ‚sinteznega življenja‘
• Celic, kot so se razvile v evoluciji, ne razumemo v celoti, zato bi za inženirske namene bilo smiselno pripraviti (sintezni) celični sistem, ki bi se obnašal v celoti 

predvidljivo.

• Sintezne celice bi bilo mogoče zasnovati tako, da bi opravljale samo posamezne naloge in bi zato potrebovale manj energije kot naravne celice.

• Do sintezne celice lahko pridemo na dva načina: s poenostavitvijo obstoječih genomov (zmanjšanje genoma; genome reduction), ali pa z inženirsko zasnovanim 
minimalnim genomom, ki bi ga vstavili v celice – govorimo o pristopih ‚od zgoraj navzdol‘ oz. ‚od spodaj navzgor‘.

• Pristop ‚od spodaj navzgor‘ bi lahko temeljil na minimalnih celicah, ki bi bile prilagojene le za življenje v posebnih pogojih, lahko pa bi uporabili brezcelične 
sisteme / in vitro umetne celice.

• Vprašanje je, kako definiramo življenje.

• Kako obsežen je minimalni genom? Za prostoživeče evkarionte verjetno ~12 Mbp / ~5000 genov (kvasovke), za prokarionte ~1,3 Mbp / 1300 genov 
(Pelagibacter ubique). Od bakterij bolje razumemo mikoplazme, ki običajno živijo parazitsko in imajo genom velik >0,58 Mbp (M. genitalium: 583.000 bp, 482 
genov), nekatere so sposobne tudi rasti v laboratoriju na posebnih gojiščih (M. mycoides, M. capricolum).



Zmanjšanje genoma
• Hamilton Smith (NN 1978 za odkritje restriktaz, 1970 HindII): poskus določitve minimalnega genoma M. genitalium. Ta vrsta bakterij zaradi 

parazitskega načina življenja nima vseh potrebnih genov za sintezo aminokislin in nukleotidov ter za oksidativni metabolizem. 

• Za določitev minimalnega nabora genov lahko uporabimo dva raziskovalna pristopa: s primerjavo z ostalimi genomi ali redukcionistični pristop.

• Pri primerjalnem pristopu analiziramo, kateri geni so skupni praktično vsem organizmom, hkrati pa tudi preverjamo, koliko se med predstavniki 
različnih vrst neke širše skupine organizmov med seboj razlikujejo (manj ko se, bolj je verjetno njihova funkcija pomembna).

• Samo 60-70 genov je skupnih vsem živim bitjem, a to ne zadošča za življenje, saj so različne skupine organizmov razvile različne tipe molekul za 
opravljanje nujnih funkcij. Mikoplazme imajo skupnih 200-300 genov, kar je bolj verjetno minimalno število esencialnih genov.

• Pri redukcionističnem pristopu sistematično odstranjujemo iz genoma posamezne gene (knock-out, npr. pri M. genitalium z uporabo 
transpozonov, ki prekinejo zaporedje gena in ga s tem inaktivirajo, pri B. subtilis pa z uporabo nereplicirajočih plazmidov). 

• Bacillus nujno potrebuje 271 genov od 4800 (verjetno ne bi ostalo pri tem, če bi deletirali hkrati vse neesencialne gene), M. genitalium pa ima 100 
neesencialnih genov (torej nujno rabi 370 genov za proteine, a za 100 od teh ne poznajo funkcije v celici).

• Cilj raziskav na mikoplazmah je (bil) razviti celice M. laboratorium, delecijske mutante M. genitalium z minimalnim naborom genov. Tak genom je 
mogoče tudi sintetizirati in celico, ki bi vsebovala samo sintezni genom, bi pogojno lahko imenovali ‚sintezna celica‘ (vse sestavine na začetku ne 
bi bile sintetizirane, pač pa bi kot osnovo uporabili obstoječo naravno celico). 
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Schematic diagram of the steps in the global synthesis of infectious φX174 bacteriophage from synthetic oligonucleotides.
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TDD = test-driven development

http://www.improveit.mx/en/tddcourse.html

Preoblikovanje kode je v programiranju pristop izboljševanja 
programja, s čimer izboljšamo njegovo delovanje in podaljšamo 
življenjsko dobo izdelku. Končna uporabnost izdelka se ne spremeni, 
izboljšajo se le njegove lastnosti.

Ponovno zapisovanje predstavlja manjšo spremembo v programju 
kot preoblikovanje kode in z njim samo delno popravimo lastnosti, za 
katere smo opazili, da ne delujejo optimalno.

Preoblikovanje je ključni sestavni del razvoja, ki temelji na testiranju 
(TDD).



Levih 11.515 bp so nadomestili s preurejenih 12.179 bp  fag T7.1;
ukinili so prekrivanja genov  lažje modeliranje in manipuliranje.





Levih 11.515 bp so nadomestili s preurejenih 12.179 bp  fag T7.1;
ukinili so prekrivanja genov  lažje modeliranje in manipuliranje.







1. izolacija genomske DNA iz M.m. (sev, ki je odporen na Tet)
2. 2. transformacija celic M.c. in selekcija na Tet

Presaditev genoma
2007

Mycoplasma capricolum  
Mycoplasma mycoides LC





S četrtinskimi genomi so hkrati transformirali 
kvasovke, kjer so popravljalni mehanizmi 
zlepili prekrivajoče se konce segmentov. 

Dobili so krožni genom, ki je imel razen 
naravnih še nekatera dodatna zaporedja, ki so 
omogočala selekcijo in replikacijo v 
kvasovkah.















Nature, 2009
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• TetR, LacZ,… vodni tisk (watermark)
• gostiteljske celice se ne odzivajo na metilacijski vzorec
• preverjanje funkcionalnosti segmentov dolžine 100.000 bp (kombinacije z naravnim preostankom genoma
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