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Konferenca NAK - za ucitelje naravoslovnih predmetov

Vede o zivljenju
za tehnologije prihodnosti

dr. Helena GradisSar, Kemijski institut
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Pregled predstavitve

* Kratek uvod v sintezno biologijo
* Biosintezni tekocCi trak

e Celic¢ni racunalnik - logicne operacije in stikalo
* Proteinske nanostrukture

O



Fizik Richard Feynman




KAJ JE SINTEZNA BIOLOGIJA ?

e Interdisciplinarna veda, zdruzuje znanja ved o zivljenju

e Nove bioloske funkcije in sistemi, ki v naravi ne obstajajo

https://www.mpg.de/9189249/neue-website-zur-synthetischen-biologie



Sintezna biologija kot raziskovalno orodje

Inzenirski principi

e modularnost

e standardizacija
e abstrakcija

e zanesljivost

e predvidljivost




Uvaja inzenirske pristope v biologijo

Racunalniska
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Metode v sintezni biologiji

* Sekveniranje DNA zaporedij

e Sinteza umetnih DNA zaporedij
 Metode molekularne biologije
* Doloc¢anje struktur proteinov

e Racunalnisko modeliranje
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http://medicalab.blogspot.com/2012/08/nxg-
technologies-in-dna-sequencing-intro.html
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Sintezna biologija — prihajajoca
tehnoloska revolucija na razlicnih podrocjih

Medicina (zdravljenje in diagnostika)
Biotehnoloski procesi

Novi materiali in bionanomateriali
Procesiranje informacij

Biosenzorji

Obnovljivi viri energije

Varstvo okolja

Novo razumevanje zivljenja



international Genetically Engineered Machines
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e sStudentsko tekmovanje v sintezni biologiji, MIT, Boston

e Slovenija 3x Grand prize

350 ~
300 -
250 A
200 A
150 -
100 -

0 T
2004 |§ 2006p §2008 2010f § 20125 2014 2016




1. BIOSINTEZNI TEKOCI TRAK

e Vecstopenjske katalizirane reakcije

e
&

O



Ureditev encimov na ogrodje
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Fuzija funkcionalnih encimov in
DNA-vezavnih domen

DNA program

“—IDNA binding domains

ANASAVANRY |

lzhodna spojina
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Proteini z motivi zinkovih prstov (ZFP)

* Modularnost
* Prepoznavajo specificno zaporedje DNA
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Vezava funkcionalnih encimov na proteinsko
ogrodje

e \Vedji izkoristki reakcije
e Hitreje do produkta

e Manj stranskih produktov
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Izboljsanje biosinteze resveratrola
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2. CELICNI RACUNALNIK P
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Celice kot procesoriji informacij

Signali

Hrana

Temperatura
Sosednje celice
Hormoni
Svetloba
Mikroorganizmi

O

lzhodi

Rast

Delitev

Obramba
Sproscanje signalov



Celicni posredniki informacij

Regulacija

Vezavno mesto
za regulatorje- TF

PROTEIN



http://www.google.si/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=-iGyfdmVaIT4TM&tbnid=5aWvoB84lgzCMM:&ved=0CAUQjRw&url=http://howardhughes.trinity.duke.edu/blogs/2011/06/24/zinc-fingers-plasmids-and-my-battle-with-e-coli&ei=FXimUd78DOSo0QWv9IHAAg&bvm=bv.47244034,d.d2k&psig=AFQjCNFGuAOgMMEQo6RJafpYN2rMAtAN2Q&ust=1369950604588646
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e 16 logicnih operacij z
dvema vhodoma

nature ARTICLE

Chemlcal bl()logy PUBLISHED ONLINE: 12 JANUARY 2014 | DOI: 10.1038/NCHEMBIO.1433

Designable DNA-binding domains enable
construction of logic circuits in mammalian cells

Rok Gaber'?4, Tina Lebar'#*, Andreja Majerle'?, Branko Ster3, Andrej Dobnikar3,

Mojca Bencina'? & Roman Jerala'?*




Zakaj bi potrebovali digitalne celiche racunalnike?

Upravljanje celic:

e ,tovarne” Mot oransiies with
the therapeutic cells
are implanted into

e senzorji the diseased tissue.

e zdravila

'y V. \ I
\ Biologicol drugs

Therapeutic cells are
modified to switch between
the production of different
biological drugs.




Potreba po vec stikalih

team | Switch

S l oven | a Inducible Therapeutics
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Produkcija prve
ucinkovine

Produkcija druge
ucinkovine
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COMMUNICATIONS

ARTICLE
Received 4 Apr 2014 | Accepted 15 Aug 2014 | Published 29 Sep 2014 DOI: 10.1038/ncomms 6007 |

A bistable genetic switch based on designable
DNA-binding domains

Tina Lebar1-2, Urban Bezeljak3, Anja Gol0b1-3, Miha Jerala3, Lucija Kadunc1-3, Bostjan Pir§3, Martin Straiar3-4,
Dusan Vuéke?, Urod Zupandié3, Mojca Benéina"?, Vida Forstneric', Rok Gaber'?, Jan Lonzari¢2,
Andreja Majerle1-2, Alja Oblak2, Anze Smole' & Roman Jerala?

ZakljuCek
terapije




3. PROTEINSKE NANOSTRUKTURE, MREZE
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2D proteinske nanomreze
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Nova strategija za samosestavljive nanokletke

molekularni model tetraedrske strukture . -
ARTICLE nawre

Design of a single-chain polypeptide tetrahedron
assembled from coiled-coil segments

Helena Gradisar'?, Sabina Bozic', Tibor Doles'?, Damjan Vengust?, Iva Hafner-Bratkovic?,
Alenka Mertelj*#, Ben Webb57, Andrej Salis7, Sandi Klavzar*® & Roman Jerala'2°*

TEM AFM

5 nm

modularni
protein
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Proteinski origami
nova generacija umetnih bionanostruktur

Izbira strukture Nacrtovanje zaporedja Proteinski nanodelec

Design of coiled-coil protein-origami cages that
self-assemble /n vitroand in vivo

Ajasja Ljubeti¢!10, Fabio Lapental>1?, Helena Gradisar!3, Igor Drobnak!, Jana Aupi¢!4, Ziga Strmsek!,
Dusko Lain¢ek!, Iva Hafner-Bratkovi¢!?, Andreja Majerlel, Nusa Krivec!, Mojca Ben¢inal, Tomaz Pisanski’,
Tanja Cirkovi¢ Velickovic®, Adam Round”-8, José Maria Carazo’, Roberto Melero? & Roman Jeralal>?

nature
biotechnology

(2017)
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Celice — zakladnica proteinskih nanostrojev




Naravne proteinske nanostrukture

Number
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100,000 125,000




Naravni proteini Nacrtovani proteini

Kompaktno jedro Nanokletka
Proteinski origami
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Origami




Nacrtovanje tetraedrske strukture iz ene verige

Modularnost Set ortogonalnih Dolocen vrstni red
parov l

Samosestavljivi
tetraeder

O



Matematicni problem — topoloska analiza

Teorija grafov
Matematicno modeliranje




CoCoPOD

Coiled-Coil
Protein Origami
Design platform

SPLET: github.com/NIC-
SBI/CC_protein_origami

O

CoCoPOD platforma
Dolocitev geometrije

Selekcija optimalne topologije

.. * -
Selekcija gradbenih modulov
iz ovitih vijacnic
TR TR AT
. _
.
Konstrukcija 3-D modela

in silico valldacua dizajna

URELY

St. topologij
Tetraeder 3
K. piramida 52
T. prizma 25
T. bipiramida 470
Kocka 40
Oktaeder 21479



Simulacija zvitja v tetraedrsko strukturo




Ovite vijacnice - rigidni moduli

e Nacrtovanje aminokislinske sekvence

SPEDENAALEEKIAQLKQKNAALKEEIQALEYG
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SPEDKIAQLKEENQQLEQKIQALKEENAALEYG
Itd.




Delo v laboratoriju

Aminokislinska sekvenca
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Produkcija v
bakterijah

Izolacija proteina
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DNA

TATCTTAGGTACGATCGGTACGATAG
GGCETTAATCGGTCAAGAATCGTGGA
CGTTAATGCACGGTGAAGGTCTTATTA
TTGGAATATAATGCATACATAGGCAG
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Bio-fizikalna karakterizacija
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Elektronska mikroskopija

Single particle analysis

5nm

Design

Potrdili votlo
notranjost !

TEM




In vivo sestavljanje

. Jetrni encimi
Sesalske celice

200
180 . [ control
160 = TET12S
140 B TET12SScr
i 120 o
‘\ 100
< \ 80
60
40
20
0 | | | |l ] |
Alkaline Alanine Gamma
phosphatase transaminase  glutamyl

transferase

Imunski odziv
5

l

—

TET12STET12SN PrP
fibrils

Afe ame mma fSn o

ctrl F
i

A

alum[T—/]

silica|
nigericin |




Potencialne aplikacije

KLETKE

* Enkapsulacija encimov, enkapsulirana kataliza « g%;
* Dostava zdravil

OGRODIJE
* Biokompatibilno strukturno ogrodje
* Razvoj vakcin

NANOMATERIALI

« Nacrtovani molekularni stroji

. Biomaterial, ki se lahko programira

« Biosenzorji

O
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