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Sammandrag

Syntetisk biologi &r ett av de heta &@mnena inom molekylarbiologin idag. Mycket forskning
bedrivs inom omrédet och de stora genombrotten har det rapporterats om pa forstasidor i de
stora dagstidningar, ndgot som inte &r helt vanligt ndr det kommer till vetenskapliga nyheter.
Den syntetiska biologin &r speciell pa sa sétt att den dn sé ldnge néstan helt jobbar inom
omraden som inte klassas som liv. Man kan dela in den i tva delar. En del involverar arbete pa
genom-niva, med ett mal att besvara pa fragan hur det minimala genomet ser ut. En annan del
ror fragan om livets uppkomst. Hur sdg den forsta formen av liv ut pa jorden. Vilka var dess
bestands-delar, och kan vi aterskapa en sddan cell.

Forutom arbetet med att ge svar nagra av de stora frdgorna inom evolutionsbiologin s& har
dven syntetisk biologi en stor potential for biotech-industrin. Att anvinda sig av
mikroorganismer for industriella applikationer &r inte ovanligt idag, men med hjilp av den
syntetiska biologin s kan detta falt utokas avsevirt. Om vi kan na ett stadie dér vi kan
konstruera celler, liv om man sa vill, ifrdn delar tagna fran alla tre doméner av liv kan oerhort
intressanta applikationer uppsta.

Héar kommer jag att forsoka forklara de tva stora angreppssatten till syntetisk biologi. Botten-
upp metodiken som anvinds for att forsoka konstruera en minimal cell samt uppifran-ned
metoden som istillet forsoker dekonstruera genomet till sitt absoluta minimum.

Béda tillvigagéngssitt har sina hinder att 6verkomma, men tillsammans kan de koma att leda
till ndgot revolutionerande. Detta medfor som alla stora upptéckter problem och
ifrdgasdttande av de etiska implikationer som det medfor.

Inledning

”Det jag inte kan bygga, kan jag inte forstd” dr ett citat av den amerikanska fysikern Richard
Feynman som ofta brukar komma fram da man skall prata om syntetisk biologi. Idag s
saknar vi en komplett bild av vad som krivs for att uppritthilla en livsduglig livsform. Aven
om vi kédnner till mycket av cellens biologi, och framfor allt det sitt som information (DNA)
fors fran en generation av celler till ndsta har vi fortfarande inte forstatt all delar.

Men trots att vi idag bade snabbt och till en relativt billig kostnad kan sekvensera organismers
arvsmassa i sin helhet s& kénner vi inte till funktionen av manga av de hypotetiska proteiner
som en organism kodar for, eller om det faktiskt dr en kodande sekvens (Clamp et al. 2007).
Inom omrédet syntetisk biologi sé ar detta véldigt problematiskt. Malet med mycket av den
syntetiska biologin r att skapa en organism som endast har de absolut nédvéndiga funktioner
for cellulért liv. Ett sorts skal som kan fungera pa samma sitt som chassit pa en bil. Nagot vi
kan bygga upp organismer kapabla att utféra komplex kemisk syntes. Dessa smé "bio-
fabriker” skulle kunna producera manga av de &mnen som vi idag maste framstélla pa
kostsam kemisk vig. De skulle kunna fungera som bio-sensorer (Gu et al. 2010) eller vara
verktyg for bioremediering (de Lorenzo 2008).

Den syntetiska biologin har fott fram bland annat pé grund av att sekvensering av DNA
drastiskt har sjunkit i pris det senaste artiondet, vilket har lett till en explosion i antal



sekvenserade hela genom (Venter 2010). Detta har tillatit forskare att jaimfora organismers
arvsmassa och kartldgga gener och deras protein eller RNA produkt. Fran dessa har det sedan
vuxit fram en idé om att det gér att ssmmanfoga bitar av DNA till en helhet som kan utfora
uppgifter som ingen naturlig organism kan (Purnick & Weiss 2009).

Begreppet syntetisk biologi

Det dr inte alltid helt 14tt att sitta fingret pa vad begreppet syntetisk biologi betyder. Det &r ett
uttryck som anviands inom ménga olika delar av biologin, och de har inte alltid samma
innebdrd. Exempelvis sé kan artiklar som handlar om syntesen av DNA pa kemisk vig
betecknas som syntetisk biologi, och samtidigt kan en artikel om genetiskt modifierade
organismer referera till sig sjalv pa samma sétt. Detta speglar att omradet dr nytt och en
standardiserad nomenklatur har inte infunnit sig an.

I den hir uppsatsen sé har jag valt att definiera syntetisk biologi som konstruktionen av
biologiska system som inte gér att finna i naturen.

Amnet kan delas upp i flera delar. Den hér uppsatsen kommer att fokusera pa tva tekniker
inom omraden. Dessa brukar bendmnas som botten-upp och uppifran-ned.

Béda dessa tekniker har en minsta gemensamma nimnare. Bade avser att besvara fragan “Hur
reducerad kan en cell vara men énd4 vara livsduglig?”’. En naturlig cell idag, oavsett om man
talar om en eukaryot eller prokaryot cell, 4r en organism som har utvecklats under miljontals
&r. Maskineriet som driver en cell 4r en oerhdrt komplex, och déligt forstadd, process. Aven
de mest reducerade organismer vi kénner till idag bestar av 100-tals gener och deras tusentals
protein och RNA produkter.

Om man tar exemplet med bakterien Mycoplasma genitalium, den minsta frilevande organism
(med avseende pé arvsmassa) vi kénner till idag, sa har den ett genom pa endast 580 kbp med
470 kodande regioner och 37 gener for RNA produkter s& som rRNA och tRNA (Fraser et al.
1995). Virt att notera &r att cirka en tredjedel av dessa gener kodar for en produkt med okénd
funktion. Denna organism ar frilevande men lever som parasit pé sin vérd, ett skal till varfor
den har tappat ménga av de gen-kodade funktioner den en gang kanske hade. Det finns
exempel pa organismer med dnnu mer reducerade genom. Man har till exempel hittat en
bakterie vid namn Carsonella ruddii vars arvsmassa inte dr mer dn 160 kbp (Nakabachi et al.
2006). Detta &r dock ett nagot speciellt fall d& denna bakterie dr en endosymbiont hos
bladloppor. Mycket av det material cellen behdver for att dverleva kodas alltsa inte av
endosymbionten, utan av dess viard. Denna bakterie har med andra ord inga som helst
mojligheter att leva utanfor sitt varddjur. Detta kan liknas vid mitokondrien som en ging i
tiden ocksé var en frilevande a-proteobakterie (Gray et al. 1999).

I ett forsok att kartldgga vilka gener som var de absolut essentiella sa utfordes ett experiment
dér gener systematiskt slogs ut med hjilp av transposon insdttningar. Detta visade att 100 av
de 470 kodande regionerna kunde slas ut men dnda producera en livsduglig cell (Glass et al.
2006). Man kan tinka sig att detta gar att vidareutveckla en bit. Det dr inte en sé svart att
tanka sig ett scenario dir man slar ut gen A och gen B separat och i bida fallen visar sig
cellen vara livsoduglig, men om man slar ut A+B sé kan cellen fungera. Forsoket har alltsa
inte visat det minsta mdjliga uppséttningen som dr mojlig, men det &r ett bra steg pa vigen.



Uppdelning av filtet

Det finns tva priméra sitt att bemota begreppet
syntetisk biologi. Man kan se pa cellen som en helhet
och experimentellt forsoka ta reda pa vad man kan ta
bort fran dess genom, men fortfarande fa en livsduglig
cell. Detta &r metoden som har anvénts i exemplet ovan
av Glass et al. 2007 och som brukar kallas for toppen-
ned metoden.

Man kan dven utga fran att det ndgon gang under
evolutions begynnelse fanns en cell som var formdgen
att utfora de processer som krivs for att definieras som
liv (se text-box), och detta med att absolut minimum av
bestandsdelar. Att forsoka dterskapa en sadan cell ar
vad man vill &stadkomma med botten-upp metoden. Jag
dmnar att med denna uppsats gora ett forsok att forklara
vad som menas med dessa tva, vilka tekniker man
anviander sig av samt hur langt man kommit med detta

Liv: En definition

Att hitta en definition av liv i den
tryckta litteraturen &r inte helt 14tt. Den i
modern tid vanligt forekommande
varianten dr den NASA tog fram for
sina exobiologiforsdk under tidigt 1990-
tal:

”Liv dr en sjdlvforsorjande kemisk
process som dr utsatt for darwinistisk
evolution”.

En modernare definition ar:

VEtt system som dr sjdlvforsorjande
genom att anvinda sig av extern energi
och ndringsdmnen i sin egen interna
produktionsprocess och sammanlinkad
till sitt medium genom anpassningar
som dr bestdndiga over tid” (Luisi

arbete. 1998).
Béda definitioner har sina egna
. problem, att forsoka klargora vilken
U pplfran-ned som dr den bittre ligger utanfor ramarna

Exemplet med att systematiskt sl& ut generna i en for denna uppsats.

organisms arvsmassa med hjélp av transposoner visar = — — — = = = = = — — — — — —
pa ett sa kallat uppifran-ned tdnkande. Man bdrjar med en naturligt férekommande organism
och dess genom, och genom fordndringar i detta forsoker man att gradvis jobba sig ned emot
den minsta mojliga uppsittningen gener som kravs for att upprétthélla liv. Man kan
argumentera att detta inte handlar om niagon ny syntetisk biologi utan om klassisk genetisk
ingenjorskonst. Nar man idag talar om att skapa ett syntetisk minimalt genom &r det inte
genom att sla ut gener pé klassiskt manér, utan att syntetisera hela genomet pé kemisk vag.

Att pa artificiell vdg skapa DNA och gener dr nagot som varit mdjligt redan sedan 1970-talet.
1977 sé syntetiserades och uttrycktes genen for somatostatin (Itakura et al. 1977) och 1978 sé
lyckades man syntetisera genen for ménskligt insulin (Crea ef al. 1978). Redan aret efter sa
hade man dven lyckats att uttrycka genen i E. coli (Goeddel et al. 1979). Detta ledde i sin tur
att folk med diabetes kunde borja injicera humant insulin istdllet for insulin som extraherats
fran djur, i synnerhet gris. Detta dr ett tidigt exempel pa de fordelar som finns i syntetisk
biologi. Att kunna ta delar fran ett system och anvénda sig av dessa i ett annat.

Det forsta kompletta syntetiska genomet skapades 2003 niar man pa kemisk vig skapade en
komplett kopia av bakteriofagen ¢X174 (Smith et al. 2003). Detta virus hade ett genom
bestdende av endast 5386 bp. Trots att X174 har ett sadant litet genom sa var det trots allt en
stor uppgift att producera en helt syntetisk motsvarighet.

1977 ndr man framstéllde insulin-genen syntetiskt si var tekniken for att producera syntetiskt
DNA begrinsad. Langsamt och metodiskt sa byggdes hela sekvensen pa 181 bp (77 bp for a-
kedjan och 104 bp for B-kedjan) upp fran enstaka nukleotider.

Idag kan man bestélla fragment pa upp till 35-40 kb fran foretag som DNA 2.0 och
GENEART. Négot som sjdlvklart underlittar arbetet pa labbet avsevirt. 40 kb ar dock
fortfarande en bra bit ifrén de 4,6 Mb som utgor E. coli genomet eller de 3,4 Gb som utgdr
vér egen ménskliga arvsmassa. Man skall dock komma ihag att &ven dessa fragment sétts
samman fran mindre oligonukleotider



Léanga sekvenser

Foretag som séljer syntetiskt DNA erbjuder véldigt 1anga sekvenser, men alla metoder bygger
fortfarande pa sammanfogandet av kortare oligonukleotider. Dessa oligonukleotider
framstills pa kemisk védg och kan idag skapa oligonukleotider pa upp till 100 baser. For lasare
intresserade av att veta mer om hur denna process gar till s hanvisar jag till Caruthers, 1985.

Att sétta ihop en syntetisk gen ar inte alltid en sjdlvklarhet. Det finns manga variabler som
man maste ta hiansyn till. En uppenbarsédan &r att om man vill uttrycka en gen frén an viss
organism i t.ex. en modellbakterie som E. coli sa ér det inte alltid en sjélvklarhet att det
kommer att fungera. Aven om det idag litt gar att hitta tabeller som dversitter de olika
kodonen till aminosyror sa har olika organismer en benigenhet att favorisera vissa kodon
framfor andra (Gouy & Gautier 1982). Detta &r sdrskilt viktigt for proteiner som utrycks till
hog grad, vilket ofta dr vad man vill uppna inom bioteknologin. Idag sé erbjuder foretag som
specialiserar sig pd DNA-syntes mjukvaruverktyg for att kodon-optimera sekvenser till en
sarskild organism (Villalobos et al. 2006).

Ett annat stort problem dr introduktioner av mutationer vid syntesen av DNA. Eftersom de
metoder som anvénds vid framstéllande av lingre genfragment bygger pa forléngning av
overlappande oligonukleotider, inte helt olikt ifran vanlig PCR, introduceras mutationer av
DNA-polymeraset. Den klassiska metoden brukar kallas for ”polymerase chain assembly”
(PCA, fig. 1) och bygger pa en stor mingd korta syntetiska oligonukleotider med
overlappande delar som féster till varandra och gors kompletta genom forlangning med DNA
polymeras (Stemmer ef al. 1995).

Figur 1. Stegen i en PCA reaktion. Smé overlappande bitar enkelstringat DNA fogas
samman och mellanrummen fylls i utav DNA polymeras.

Problem uppstér nér det finns fel i de oligonukleotider man anvéander som startmaterial.
Enstaka felaktiga baser, raderade baser eller felaktig lingd pé oligonukleotiderna kan skapa
stora problem. Ett exempel pé detta var de fors6k som gjordes att skapa ett komplett



syntetiskt genom av Mycoplasma mycoides. Dir ledde en enda raderad bas 1 genen dnaA till
att organismen blev helt livsoduglig (Gibson et al. 2010).

Flera metoder har utvecklats for att komma till ritta med den hér problematiken. Prover
kontaminerade med kortare in tidnkta sekvenser kan renas med hjdlp av gelelektrofores (Smith
et al. 2003). Sekvenser som innehaller felaktiga baser kan avhjilpas pé flera sétt. En metod
som dr foreslagen for att 10sa detta dr att anvénda sig av proteinet MutS.

Proteinet MutS har den egenskapen att det binder till dubbelstringat DNA med fel-matchade
baser (Su & Modrich 1986). Denna egenskap utnyttjas genom att man denaturerar och
sammanfogar DNA och later det sedan passera ver immobiliserat MutS. Det DNA som
innehéller fel-matchade baser renas da bort (Binkowski e al. 2005). Ett alternativ till detta &r
att skapa cirkuléra fragment och behandla dessa med exonukleaser som klipper
dubbelstringat DNA vid fel-matchande baser. De fragment som innehaller fel kan dé tas bort
med hjdlp av proteiner som bryter ned linjdrt, men inte cirkuldrt, DNA (Bang & Church
2007).

Sammanfogande och transplantation

For att 4 ihop en komplett fungerande enhet sa maste man fortfarande ha en metod for att
sammanfoga alla de fragment som tillsammans utgor det kompletta genomet. Detta &r ndgot
som inte dr mdjligt nér vi pratar om arvsmassa i storleksordningen kompletta genom. For att
gora detta sa anvinds jasten S. cerevisiae. Det har visat sig att denna jast har en otrolig
forméga att sammanfoga overlappande bitar av DNA till en enda kontinuerlig enhet (Gibson
et al. 2008). I det experiment som utfordes av Gibson et al. 2008 sé lyckades en jastcell ligera
25 stycken bitar av overlappande, syntetiskt framstéllt, DNA med hjélp av homolog
rekombination i en artificiell jast kromosom. Hér finns &ven en del begrdnsningar som man
bor beakta. For att kunna uppritthalla ett komplett genom i en jastcell gar det ej att direkt
transplantera in en cirkuldr prokaryot kromosom. For att jastcellen skall uppratthélla en
komplett kopia s& méaste cellen kénna igen det frimmande DNAt som en naturlig kromosom.
Detta gér att uppna genom att till sitt prokaryota DNA tillfora de delar som kidnnetecknar en
jastcells kromosomer, ndmligen en centromer och en startpunkt for replikation.

En organisms arvsmassa, oavsett om det handlar om ett artificiellt eller naturligt sddant, ir en
valdigt stor molekyl (eller flera). Att extrahera denna ut ur en cell 4r ndgot som har kunnat
astadkommas sedan lidnge (Pitcher ef al. 1989) och idag gar det att kopa fardiga kit for
komplett DNA extraktion ur celler fran foretag som Sigma-Aldrich, Invitrogen och Bioline.
Det dr alltsa inga problem att fa ut syntetiskt DNA ur en jéstcell. Men att extrahera DNA ér
bara halva biten. For att kunna anvidnda detta som nytt genom i en organism méaste man dven
fi in det i en mottagar-cell. Skilet till varfor grupper som arbetar med detta har valt att
koncentrera sig pa just Mycoplasma ligger just hir i. Hos Mycoplasma saknas cellvigg vilket
bor gora det enklare att transplantera in ett genom in i en sddan cell i jamforelse med en cell
som dr omgiven av en cellvigg (Lartigue et al. 2007).

Metoder for att f4 in DNA in i en cell finns det ménga, och det dr dven ndgot som sker
regelbundet hos prokaryoter i naturen (Lorenz & Wackernagel 1994). Vid laborativt arbete ar
transformering med hjélp av virmechock (Inoue et al. 1990) och elektroporering (Dower et
al. 1988) de vanligast forekommande. I bada dessa metoder ér dock storleken pa vad som gar
att transformera in i en cell begrénsat.

Mekanismer for upptag av storre bitar av DNA verkar dock inte helt saknas i naturen
(Heidelberg et al. 2000) men gener for denna typ av mekanism har inte hittats hos
Mycoplasma (Lartigue et al. 2007). Trots detta lyckades Lartigue med kollegor att
transplantera genomet fran M. mycoides in i en cell av M. capricolum. De astadkom detta



genom en dnnu inte helt klargjord mekanism. Vad
de gjorde var att utsitta mottagarceller for en
fusions-buffert innehallandes polyetylenglykol
(PEG). PEG har visat sig ha de egenskaperna att det
far M. capricolum celler att fusera med varandra
(Tarshis et al. 1993). Den mekanism som ar
foreslagen for hur ett helt genom transplanteras in i
en cell ar att tvd M. capricolum celler fuserar och
nér detta sker sa fangas ett fritt M. mycoides genom
mellan dessa och inkorporeras i cellen (Fig. 2,
Lartigue et al. 2007).

Storleken har betydelse

Artificiella jast-kromosomer har varit ett oerhort

viktigt verktyg i framstdllandet av ett komplett

syntetiskt genom, men dven dessa har sina

begransningar. Den Ovre gransen for storlek pa

fragment som kan placeras i en artificiell kromosom

ijast ligger runt 1-2 Mb (Monaco & Larin 1994).

Detta har varit tillrackligt for det M. mycoides

genom man framstéllt, men ricker inte till for

merparten av de mikrobiella genomen som finns i

naturen. Ett alternativt som lyftas fram for att

komma runt detta ir att tillverka artificiella

kromosomer baserade péa didggdjurs DNA (eng.

Mammalian Artificial Chromosome, MAC).

Kromosomer hos daggdjur, och andra ”hogre” Figur 2. Foreslagen modell for
organismer dr ofantligt stora om man jaimfor med genomtransplantation

prokaryoter. Det skulle alltsd inte finnas nagra

problem med vad géller storlek pa vad man vill klona. Det finns ddremot ménga andra
problem nir det giller artificiella ddggdjurskromosomer. I jamforelse med jastkromosomer sé
vet vi mycket mindre vad giller de mekanismer som dr nodvindiga for replikation (Monaco
& Larin 1994). Uppbyggnaden av centromerer och telomerer skiljer sig avsevért nar det géller
de bada systemen. De enzymatiska verktyg som man kan utnyttja nir man arbetar med
jastceller, vad géller sammanfogandet av bitar av DNA till en helhet, dr fortfarande inte
beskrivet vad géller ddggdjurs-celler.

Arbetet med artificiella kromosomer fran ddggdjur har gett manga insikter i hur den
ménskliga cellcykeln fungerar (Larin & Mejia 2002). Och kanske kan man en dag na till den
punkt dir man kan anvénda sig av dessa for att klona kompletta prokaryota genom, men det ar
fortfarande en ldng bit kvar.

Praktisk tilliimpning

Vad Venter och hans grupp visade med sina experiment &r att det gar att syntetisera ett genom
och fa detta uttryckt i en mottagarcell. Det finns dock manga hinder kvar innan detta kan
tillimpas for att skapa en cell med ett helt reviderat genom. Alla forsok som hittills gjorts har
varit pa Mycoplasma bakterier. For att fungera som en erséttare av traditionella genetiska
verktyg maste systemet klara av att anvéndas pa i stort sétt alla typer av celler, och hér
kommer dven problemen med genomstorlek in. For att svara pé fradgan hur pass reducerat ett



genom kan goras men dnda vara livsuppehéllande kan dock denna teknik komma att spela en
avgorande roll.

Vill man istéillet anvinda syntetiska genom som ritning for en skriddarsydd organism sa
maste en del andra problem 16sas. Om man designar ett genom helt fran borjan skulle ett slags
start-cell kanske vara att foredra. Istéllet for att anvidnda sig av en naturlig cell som start-
material kanske man kan tillverka ett slags celluldr tabula rasa. En cell som &r kapabel att
transkribera och translatera det genom man injicerar det med. En sddan cell 4r vad man
forsoker astadkomma med hjilp av botten-upp tekniker.

Botten-upp

Ett alternativt sitt till att gradvis reducera en organisms arvsmassa for att forstd vad som
krévs, dr att starta frdn den verkliga grunden. Att borja med noll och sedan lagga pa del for del
tills man slutligen uppnar en levande organism. Detta &r ett filt som borjade redan pa tidigt
60-tal ndr man lyckades skapa artificiella membran-strukturer kapabla att kapsla in protein-
16sningar (Chang 1964). Men det finns dven delade meningar om vad som dr den bésta
metoden. Skall man utga fran dagens celltyper och forsdka gora en minimal sédan, eller ska
man rikta blicken dnnu ldngre bakat och forsoka dterskapa de cellformer sa som de sdg ut vid
livets uppkomst?

Svaret pa denna fraga beror sjilvklart pa vad man vill uppné med sin forskning. For
evolutionsbiologer kan det vara intressant att veta hur livet sag ut d& det uppstod pa jorden. I
detta fall s& kanske man vill veta hur enkel man kan gora en cell. De absolut forsta cellerna pa
jorden bor ha varit en dekonstruerad form av de celler vi kan se idag (Urd & Lazcano 1984).
Komplexiteten hos dagens celler ar resultatet av de evolutions-processer som pagétt under
miljarder ar.

For en ingenjor med malet att skapa biokemisk fabrik i miniatyr-skala sé ar det inte
kunskapen om livets uppkomst som driver forskningen. Hér handlar det snarast om att ta fram
ett system som kan utfora den givna uppgiften till en sé lag kostnad som mgjligt. Ett sddant

DNA

Enzym

RNA

dNTPs,
amino-sryror

Figur 3. En idé om vilka komponenter som kravs for att skapa en semi-syntetisk
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cellulért system kanske inte alls behover se ut som de naturliga celler vi kédnner till idag. S
lange systemet kan upprétthélla sig sjalv och utfora sin uppgift ar det fullgott.

Oavsett vad som dr ens méal s ar det viktigt att vi har en klar idé om vad vi har skapat.
Forskning runt syntetisk biologi har plagats en del av att det saknats klara definitioner av vad
en syntetisk eller artificiell cell faktiskt dr. Detta kommer from problemet med att definiera
vad liv dr som jag tog upp tidigare.

Pé senare tid har termen semi-syntetisk minimal cell (figur 3) myntats for ett system som kan
uppvisa de nyckelegenskaper en levande cell har, sjalv-forsorjning, sjalv-reproducering och
mdjlighet till evolution (Walde 2010).

For den syntetiska biologin dr bade dessa angreppspunkter intressanta. Det dr inte orimligt att
anta att &ven de mest inbitna ingenjorer skulle dra nytta av framgangar inom kunskapen om
hur de tidigaste cellerna sig ut.

En RNA virld

I dagens celler finns en hel vérld av protein som utfor enzymatiska reaktioner. Men har det
alltid varit sa? Sedan Darwin la fram sin evolutionsteori sa dr de flesta Overens om att det
ndgon gang under livets historia har funnits en ur-cell, en protocell. Denna cell maste ha
uppstétt ur nagonting och dven ha uppfyllt de krav vi idag har pa liv. Att denna cell skulle ha
varit lika komplex som de celler vi kan se idag dr mycket osannolikt. Denna protocell maste
ha varit starkt reducerad, ner till endast de absolut nddviandigaste bestandsdelar for att
uppritthélla replikation.

Med detta resonemang medfoljer ju sdklart &ven idén om att det tidigare &n sa maste ha
existerat kemiska processer som gett upphov till de prekursorer som var nédvéndiga for liv att
uppsta (Oparin 1938). Det dr dock svért att spekulera i vilken kemi som laga bakom detta da
de abiotiska forhallanden som radde pé jorden vid denna tid (ca 3,9 miljarder ar sedan) &r till
stor del okénda. Det har ocksa visat sig svart att komma fram till en gemensam teori om hur
detta tidiga liv sdg ut. Manga menar idag att det forsta livet pa jorden var en RNA virld
(Gilbert 1986). Argumenten for detta dr att vi idag kidnner till manga enzymer, och antalet vi
kanner till vixer med varje ar, som utgors av RNA (ribozymer) dér ribosomen kanske ér det
tydligaste exemplet. Dessa kan utfora manga katalytiska reaktioner som man tidigare trott att
endast protein kunnat utfora. Dock sé saknas ribozymer for transkription och DNA/RNA
polymerisering. Man har dock lyckats med att in vitro skapa ett RNA polymeras bestaende av
RNA (Johnston ef al. 2001).

Det finns dven en del problem med en RNA vérld. Det mest uppenbara dr hur syntesen av de
molekyler som utgoér RNA skulle ga till. En del personer har spekulerat i att RNA virlden
kanske foregicks av ett system med ett kemiskt enklare genetiskt material. For mer om
prebiotisk kemi och teoretiska foregangare till RNA hénvisar jag till Orgel, 2004.

Semi-syntetiska celler

Oavsett vilka de ursprungliga eller nodvéndiga komponenterna som krévs for att uppratthalla
en cell sé krévs ett holje, en kompartmentalisering. Om detta inte skulle finnas, utan
komponenterna fl6t omkring fritt i ldsning sa skulle avstdnden mellan substrat ge en oerhdrt
lag reaktions-hastighet, samt att inkapslingen skyddar delarna i systemet fran proteinaser och
DN/RNaser. I de flesta forsok som gjorts har liposomer anvénts. Liposomer aterspeglar de
naturliga forekommande cell-membranen och det har varit mgjligt att tillverka dessa pa ett
enkelt satt under lang tid (Akashi ez al. 1996).

De liposomer som kan skapas idag har anvénts, framgangsrikt, till att husera olika kemiska
reaktioner. Liposomer som kunde reproducera sig sjdlva var ett startskott pa denna typ av bio-
teknik (Bachmann et al. 1992). 1994 lyckades tvé separata grupper med att utfora



nukleinsyra-syntes inuti liposomer (Walde et al. 1994, Chakrabarti et al. 1994). Aven PCR
(Oberholzer et al. 1995) samt uttryck av mRNA har framgangsrikt utforts med liposomer som
reaktionskammare (Oberholzer et al. 1999). Under de forsta forsoken med att translatera
mRNA sé var det mRNA bestaende uteslutande av uracil nukleotider. Detta forenklar forstas
processen dd det som kravdes var tRNA for fenylalanin, tre elongeringsfaktorer, fenylalanyl-
tRNA syntetas och aminosyran fenylalanin. Arbetet med att uttrycka mRNA i en liposom har
sedan utvecklats. Under 2001 presenterade Shimizu et al. ett system for uttryck av en
ospecificerad mRNA sekvens vilka de kallar for PURE (eng. Protein synthesis Using
Recombinant Elements). Detta system bestar av 106 olika metaboliter, prekursorer, RNA samt
proteiner och visar pa ett stort steg framat mot skapandet av en cell kapabel att producera sina
egna bestandsdelar.

Att vara sjélvforsorjande i avseende pa protein dr dock inte hela bilden. For att kunna klassas
som liv, och fungera under en bestédende tid, maste cellen vara kapabel att reproducera sig
sjdlv. En del av detta &r syntesen av de proteiner och RNA molekyler som krivs, men for att
kunna dela sig maste en cell 6ka i volym. Detta kan endast d4stadkommas genom tillvaxt i
cellmembranet, bade av de lipider som finns dir men &ven de proteiner som ingdr i
membranen. De tidigare sjdlv-reproducerande liposomer som skapades av Bachmann et al.
1992 genererades genom syntes av sina bestdndsdelar direkt i medium. De nya lipiderna
uppkom med andra ord inte inuti liposomen utan externt. Detta &r intressant ur ett prebiotiskt
perspektiv, men for en cells sjidlv-reproduktion &r inte detta system acceptabelt. De
fosfolipider som naturliga celler bestir av uppkommer genom syntes av prekursorer, pa
liknande sétt som alla vara fetter syntetiseras. De &r alltsé ett resultat av var metabolism, och
inte ndgot som tillfors cellerna externt (Raetz 1986).

En artificiell cell méste alltsd kunna utfora en liknande bedrift. For att 4stadkomma detta
behovs enzymer som katalyserar de reaktioner som producerar fosfolipider frén prekursorer.
2009 togs ett steg i rétt riktning mot at 16sa detta problem av Kuruma et al. da de med hjilp av
PURE systemet kunde syntetisera tva enzymer nddvindiga for reaktionen. Problemen de
stotte pa var att det var svart att fa bada enzymen aktiva da de var verksamma vid olika pH
varden. Kvarstar gor ocksa problemet med prekursorer som inte fritt kan diffundera 6ver
membran. Eftersom fosfolipider bestar av stora fett-molekyler sé kan dessa inte ta sig in i
cellen. Vad som maste till, och vad som finns i naturliga celler, &r ndgon form av transport-
proteiner sa att prekursorer och andra essentiella molekyler kan tas upp fran omgivningen.
Aven om PURE systemet har visat sin styrka i flera experiment s 4r det klart att det méaste till
mer for att f en cell som kan kallas for liv. Transportproteiner ar ett exempel pd detta. Men
en naturlig cell 4r mer komplex 4n sa. For att klara av att uttrycka ett helt genom sa krivs
dven ett gen-reglerings maskineri, DNA replikation/reparation, RNA syntes, protein hantering
m.m. Det har foreslagits att en uppsittning pa 200-300 gener kan vara ett riktmérke pa vad
som krévs for att producera allt detta (Luisi et al. 2006).

Men det dr nog tyvirr inte s& enkelt att man endast kan tillféra dessa gener och rdkna med att
det skall fungera som i en naturlig cell. Generna i en organism star under kontroll av
transkriptionsfaktorer, RNA och epigenetiska faktorer (Hobert 2008, Casadests & Low
2006). Har uppstar litet av en honan och dgget problematik. Vilka gener kréavs for
regulatorerna, och vilka regulatorer krivs for uttryck av generna?

Uppstarts-cell

Vi har kommit en bit pa vigen bade vad det géller att producera syntetiska genom och
artificiella celler. Fragorna som var introduktionen till bada dessa filt, vilket dr det minsta
mojliga genomet samt vad krivs for att skapa en minimal cell och var kommer den ifran,
héller pa att fa ett svar.
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Ser man bortom de evolutionsbiologiska fragorna och tanker ur ett bioindustri perspektiv
kommer istéllet fragan, hur kan vi anvénda oss av den hér tekniken?

Den dagen vi kan producera syntetiska genom samt uttrycka dessa i en uppstarts-cell sé har vi
mdjligheten att skapa organismer de novo, organismer som vi kan skriaddarsy att utfora vissa
specifika uppgifter. Vill vi till exempel ha en cell som skapar biodiesel fran solljus vore det
ideala att cellen inneholl det absolut essentiella for att utfora denna uppgift, det vill séga en
kirna av de komponenter for att upprétthalla en cell 1 en viss miljo samt de gener som kréivs
for att utfora den foreslagna uppgiften.

Man kan argumentera att det inte finns ett stort behov av att forst reducera en cell for att sedan
lagga till de delar man vill fa uttryckt. En naturlig cell innehéller ju redan allt som krévs for
att upprétthalla liv. Det finns inga stora problem med att 1agga till de gener man vill fa
uttryckt i tillexempel E. coli. Faktum &r att det r precis vad som gors vid exempelvis insulin
produktion pé industriell skala idag. Vad man bor tinka pa hér ar att det dr en stor kostnad for
en cell att borja uttrycka extra protein. Forsok har visat att om ett protein uttrycks i hog grad,
nagot som dr onskvirt vid industrin, s paverkar detta cellens tillvixthastighet substantiellt
(Scott et al. 2010). Till och med till den grad dér tillvixthastigheten &r i direkt linjért samband
med méngden “extra protein” som uttrycks i cellen. Detta leder till att det tar ldngre tid att
starta upp en kultur vid eventuella missdden sa som virus infektion.

Etik och problem

Att skapa artificiellt liv &r ndgot som skrimmer ménga. Tanken att vem som helst kan skapa
vad som helst dr ndgot som dr okdnt och &ven potentiellt farligt. Tdnk om nagon skapar en
organism som kan producera toxiner fran bade mjiltbrand och botulism. Eller kanske en helt
antibiotika resistent version av gonorré? Att mer eller mindre vem som helst ges mojlighet att
skapa dessa bio-vapen menar vissa ér skil nog att infora strikta restriktioner for vad man ska
kunna gora. Att det ganska enkelt skulle vara mojligt ar en slutsats som inte dr sd svar att
komma till. Nér viruset $X 174 syntetiserades 2003 s& beholl det sina egenskaper i form av att
nya virus-partiklar producerades om det syntetiska genomet elektroporerades in i E. coli
(Smith et al. 2003). Man kan da ténka sig att genomet fran viruset som orsakade spanska
sjukan sikerligen skulle vara aktivt om det fordes in i en ménsklig cell. Ar 1918 s kostade
detta virus 40 miljoner ménniskor livet (Reid ez al. 2001). Den genetiska koden i sin helhet
for detta virus finns fritt tillgédnglig via de stora databaserna (NCBI, EMBL).

Men bio-vapen ér inte det enda som har véckt tankar om problem med syntetisk biologi.
Horisontell 6verforing av gener emellan organismer ar ndgot som sker varje dag. Hos
bakterier och arkéer dr det mycket vanligt forekommande. Det finns dérfor en radsla for att
nya designade gener kan sprida sig till den naturliga populationen. Detta dr dven det
resonemang som fors nér det géller mer traditionellt framstéllda genetiskt modifierade
organismer (GMOs). Det har framkommit artiklar som har pavisat forekomsten av horisontell
gen-Overforing frin GM viéxter till bakterier, men riskerna for detta bedoms av manga som
sma (Keese 2008).

Ett annat problem é&r att eftersom kunskapsfiltet &r i sin linda sa kan patent pa grundlidggande
metoder eller komponenter leda till att forskning hindras samt att monopol skapas. I ett forsok
att motverka detta har ett initiativ, med inspiration fran dator-mjukvara, tagits av personer pa
Massachusetts Institute of Technology. Idén &r att bygga upp ett standardiserat arkiv dit man
kan skicka in genetiska komponenter, kallade BioBricks, vilka sen dr fria att anvinda under
ett slags creative commons licens. Manga BioBricks har kommit frén den internationella
tavlingen for studenter, iGEM, dér deltagarna utmanas att bygga biologiska system fran
BioBricks samt att designa egna (Brown 2007).
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Vissa har hojt rosten nédr det kommer till pastaenden som skapandet av liv. Det har varit
manga filosofiska och religidsa tankar bakom dessa. Ur ett naturvetenskapligt perspektiv &r
det svart att se detta som nagot hinder mot att forskningen skulle fortsétta i den riktning den
har nu. Det har dock skapat debatten om vad liv verkligen &r. Detta méste dock ses som nagot
positivt. De flesta av oss har inga svarigheter att direkt avgora om ett objekt &r vid liv eller
inte. Det finns visserligen vissa svara fall, som till exempel virus, diar en mer noggrann
redogorelse krivs for att avgora om detta skall klassas som liv. Men trots denna intuitiva
kunskap sé har vi ingen vedertagen definition. Det dr helt enkelt svart att sétta fingret pa vad
liv egentligen ér.

Diskussion

Potentialen hos syntetisk biologi dr det fa som tvivlar pa, men ménga &r ocksa dverens om att
det finns en viss Overtro pa den hér tekniken. De resultat som kommit fram under de senaste
fem aren har varit bra ”bevis-av-koncept” men det har saknats verkliga tillimpningar pa
forskningen. Det ar till exempel fortfarande mer ekonomiskt forsvarbart att introducera gener
till E. coli och uttrycka dessa dér dn vad det &r att syntetisera hela genom for att sedan
transplantera in dessa, &ven om det dr mgjligt att ett sddant genom skulle vara mer energi-
effektivt i slutdndan.

De stora 16ften som har getts av foresprakare av syntetisk biologi har varit av vi kommer att
kunna tillverka ett alternativt briansle for var industri och transportsektor. Inom detta finns
stora forhoppningar och i juli 2010 sa annonserades att olje-jatten ExxonMobil och Synthetic
Genomics Inc (grundat av bland annat Craig Venter) har skapat ett samarbete for att tillverka
biobréinsle genom alger.

Niér kan vi da ténkas se dessa tekniker pa en storre industriell skala? Det &r valdigt svart att sia
om, det finns fortfarande méinga hinder som maste dverkommas. Bade vad géller att
omvandla teori och modeller till praktik, men ocksa méste den basala kunskapen om de
processer som sker inne i cellen vad giller metabolism och genreglering forstés battre.

Den ekonomiska aspekten maste dven den fortsétta i de trender som sker just nu. Kostnaden
for sekvensering fortsitter att sjuka, och dven kostnaden for DNA syntes méste ga ner nagot.
Dock har det skett ett skifte till att idag sa koper manga labb fardiga syntetiska gener istéllet
for att sjdlva modifiera dem pa traditionellt sétt.

Later man fantasin 16pa finns ndstan inga begransningar for vad man skulle kunna tankas
producera for typer av organismer med ett moget bio-syntetiskt system. Har ar det l4tt att
skena ivig in i vad som snarast kanske skulle kallas science-fiction. Men mycket av den
teknik och kunskap vi har idag har vid ett eller annat tillfille bendmnts som just sa.

Tack

Tack till Sara Karlsson, Noura Al-Walai och Lage Cerenius for kommentarer och
diskussioner kring uppsatsen.
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