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Naravna imunostSintezna biologija

∗ logične operacije v celicah
∗ bionanomateriali





Naravne nanostrukture 

modularnost in samosestavljanje



BIONANOTEHNOLOGIJA
načrtovanje umetnih nanostruktur - poznavanje naravnih zakonitosti

DNK proteini celična membrana



Umetne proteinske nanostrukture       

Povezovanje naravnih domen

King et al., Science 2011

1.

2. Interakcijske domene iz naravnih domen

Padilla et al., PNAS 2001
Lai et al., Science 2012



Modularni princip za gradnjo nanokletke
Fletcher et al., Science 2013

Gradišar et al., Nature Chemical Biology 2013

3.

4. Načrtovano modularno zvitje proteina

set de novo načrtovanih modulov topološka rešitev

Umetne proteinske nanostrukture       

tetraedrska struktura



Ali lahko z eno verigo opišemo 
tetraeder, pri čemer vsak rob 
prečkamo natanko dvakrat ?

Topološka analiza poti, ki opiše tetraeder

Matematično modeliranje
Teorija grafov
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Topološka rešitev. Vrstni red 
korakov je natančno določen.



Načrtovanje polipeptidne verige, ki se zvije v tetraeder

Polipeptid TET12

6 peptidnih parov

Vrstni red peptidnih 
segmentov je 
natančno določen.

APH•P3•BCR•GCNsh•APH•P7•GCNsh•P4•P5•P8•BCR•P6

Ali lahko pripravimo tetraeder iz 
ene  polipeptidne verige, sestavljene iz 
12-ih povezanih peptidnih segmentov, ki 
paroma tvorijo ovite vijačnice ?



MKQLEKELKQLEKELQAIEKQLAQLQWKAQARKKKLAQLKKKLQASGPG
SPEDEIQQLEEEIAQLEQKNAALKEKNQALKYGSGPGDIEQELERAKASIR
RLEQEVNQERSRMAYLQTLLAKSGPGQLEDKVEELLSKNYHLENEVARLK
KLVGSGPGMKQLEKELKQLEKELQAIEKQLAQLQWKAQARKKKLAQLKK
KLQASGPGSPEDEIQALEEKNAQLKQEIAALEEKNQALKYGSGPGQLEDK
VEELLSKNYHLENEVARLKKLVGSGPGSPEDKIAQLKQKIQALKQENQQLE
EENAALEYGSGPGSPEDENAALEEKIAQLKQKNAALKEEIQALEYGSGPG
SPEDKIAQLKEENQQLEQKIQALKEENAALEYGSGPGDIEQELERAKASIR
RLEQEVNQERSRMAYLQTLLAKSGPGSPEDKNAALKEEIQALEEENQALE
EKIAQLKYGHHHHHH

Polipeptid  TET12  

MKQLEKELKQLEKELQAIEKQLAQLQWKAQARKKKLAQLKKKLQA

SPEDEIQQLEEEIAQLEQKNAALKEKNQALKYG

…. 

Aminokislinske sekvence de novo načrtovanih peptidnih segmentov

Aminokislinska sekvenca polipeptida TET12

DIEQELERAKASIRRLEQEVNQERSRMAYLQTLLAK



Produkcija, izolacija in zvitje TET12

SDS-PAGE

Produkcija v bakteriji E.coli
Samosestavljanje

• dializa pri nizki konc. 
proteina (5 µg/ml)

• karakterizacija vzorcev

• merjenje velikosti delcev 
(DLS) in deleža vijačnega 
zvitja (CD), pomembnost  
pravilnega zaporedja 
segmentov, opazovanje 
struktur z AFM in TEM 

Izolacija iz IB

Afinitetna 
kromatografija
HPLC-RP
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TET12 TET12scr zamenjan vrstni red segmentov 

Pravilni vrstni red segmentov definira strukturo

Vizualizacija nastalih struktur z AFM in TEM

5 nm



TET 12 splitYFP

TET 11 splitYFP

Konca verige se srečata v istem oglišču 
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   TET 12 splitYFP
   TET 11 splitYFP

merjenje
fluorescence



Zaključek

Razvili smo novo strategijo za gradnjo samosestavljivih nanostruktur 
iz ene proteinske verige - PROTEINSKI  ORIGAMI  

Nadaljnje delo

 Povečanje seta peptidnih parov, ki tvorijo ovite vijačnice

 Načrtovanje kompleksnejših proteinskih nanostruktur

 Funkcionalizacija nanostruktur (izboljšanje biokatalize, priprava 
bionanomaterialov, dostava zdravil, cepiva)
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