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Jernej Turnsek

Nanotehnologija zajema raziskovanje in na-
¢rtovanje snovi na atomski in molekulski
ravni. V splo§nem se ukvarja z razvojem
materialov in naprav, ki v vsaj eno razse-
znost merijo od enega do sto nanometrov.
Za lazjo predstavo: to je nekaj tisockrat
manj kot znasa debelina povprecnega ¢lo-
veskega lasu. Ali povedano drugace: v ¢a-
su, ki ga moski porabi, da dvigne britvico
k bradi, ta zraste za en nanometer. Nano-
tehnologija sodi med najbolj perspektivne
in hitro razvijajoce se gospodarske panoge.
Zaradi $tevilnih vlaganj najvecjih svetovnih
gospodarstev v njen razvoj si lahko obetamo
veliko novih aplikacij v medicini, tekstilni,
kozmeti¢ni in zivilski industriji, na podro-
¢jih energetike ter okoljskih, informacijskih
in komunikacijskih tehnologij.

Bionanotehnologija

Kot Ze predpona v imenu nakazuje, se v
bionanotehnologiji v proces nacrtovanja na-
nostruktur vkljucujejo bioloske molekule,
kot je na primer DNA. Komplementarnost
njenih osnovnih gradnikov, nukleotidov

Tehnika DNA-origami.
Priblizno 200 kratkih
spenjalnih oligonukleotidov
Jje potrebnih za zvitje
enoverizne matricne DNA

v doloceno strukturo.
Iz clanka A. Samoze, 2009.

(adenin se pari s timinom, gvanin pa s ci-
tozinom), lahko izkoristimo za pripravo naj-
razli¢nejsih dvo- ali trirazseznih nanostruk-
tur. Ta veja bionanotehnologije se imenuje
DNA-nanotehnologija in temelji na nacelu
samosestavljanja enoverizne molekule DNA
v dvojne vija¢nice na osnovi komplementar-
nih zaporedij.

Kratka zgodovina razvoja DNA-
nanotehnologije

Pionirski koraki na tem podrocju so plod
dela ameriSkega nanotehnologa in krista-
lografa Neda Seemana iz osemdesetih let
dvajsetega stoletja. Ze jeseni leta 1980 je
med opazovanjem Escherjevega lesoreza
Globina prisel na idejo, da bi lahko triraz-
sezne DNA-strukture uporabili kot ogrodje
za orientacijo molekul, kar bi olajsalo nji-
hove kristalografske $tudije. V letih po tej
prvi omembi uporabe molekule DNA onkraj
nosilke genetske informacije so bile razvi-
te Stevilne metode za naértovanje dvo- ali
trirazseznih DNA-nanostruktur. O pravem
razcvetu DNA-nanotehnologije pa zaéne-
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mo govoriti $ele z letom 2006, ko je Paul
Rothemund, rac¢unalnicar iz Kalifornijskega
tehnoloskega instituta (Caltech), predstavil
tehniko DNA-origami. Analogno z japon-
sko umetnostjo prepogibanja papirja, pri
tej tehniki kratki, tako imenovani spenjal-
ni oligonukleotidi usmerjajo zvitje priblizno
7.000 nukleotidov dolge enoverizne virusne
molekule DNA v poljuben dvo- ali trirazse-
zen objekt nanometrskih razseznosti. Danes
je njihovo nacrtovanje podprto z racunalni-

skimi orodji, kot sta caDNAno in CanDeo.

Primeri dvorazseZznega DNA-origamija. V zgornjih dveh
vrsticah so prikazani racunalnisko generirani vzorci razlicnih
dvorazseZnih oblik DNA-origamija, v spodnjih dveh pa njihove
dejanske uresnicitve. Slike so bile posnete z mikroskopom na
atomsko silo (AFM).

Iz ¢lanka P. W. K. Rothemunda, 2006.

BIOMOD - studentsko tekmovanje v
biomolekularnem dizajnu

Novembra leta 2011 je na znameniti ame-
riski univerzi Harvard pod gostiteljstvom
Instituta Wyss za biolosko navdahnjeni

Slovenska ekipa na
tekmovanju BIOMOD
2011. Od leve proti
desni: prof. dr. Roman
Jerala, Jemej Turnsek,
Vid Kocar, Marko Verce,
dr. lva Hafner Bratkovic
in Rok Gaber.

inzeniring (anglesko Wyss Institute for Bi-
ologically Inspired Engineering) potekalo 1.
mednarodno $tudentsko tekmovanje v bio-
molekularnem dizajnu BIOMOD (anglesko
BIOMOlecular Design). Institut Wyss je bil
ustanovljen leta 2008 po 125 milijonov do-
larjev »tezki« donaciji §vicarskega poslovne-
za Hansjorga Wyssa, kar je najvi§ji enkratni
znesek, ki ga je Univerza Harvard prejela v
svoji zgodovini. V njegovem okviru delujejo
raziskovalci iz uglednih bostonskih ustanov,
med drugim z Univerze Harvard, MIT in
Univerze v Bostonu. Kot je mogoce razbra-
ti Ze iz polnega imena instituta, je njegovo
poslanstvo bioinZeniring na podlagi zgledov
iz narave. Med temeljne usmeritve intituta
sodita tudi sintezna biologija in DNA-nano-
tehnologija. Prvega tekmovanja BIOMOD
se je udelezilo 21 §tudentskih skupin s ce-
lega sveta, med drugim nekatere z vodilnih
univerz na podro¢ju DNA-nanotehnologije,
kot so Harvard, MIT, Caltech in Tehniska
univerza v Miinchnu, ter ve¢ ekip iz Indije,
Kitajske in Japonske. Sodelujo¢i slovenski
projekt je bil zasnovan in izveden v prosto-
rih Laboratorija za biotehnologijo Kemijske-
ga instituta v Ljubljani. Ekipo so sestavlja-
li prof. dr. Roman Jerala (mentor in vodja
projekta), dr. Iva Hafner Bratkovi¢ in Rok
Gaber (mentorja) ter $tudentje Vid Kocar
(§tudent biokemije na Fakulteti za kemijo in
kemijsko tehnologijo Univerze v Ljubljani),
Marko Verce in Jernej Turnsek (Studenta
biotehnologije na Biotehniski fakulteti Uni-
verze v Ljubljani), ki so se v preteklih letih
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ze izkazali kot ¢lani slovenskih ekip na $ir-
§1 javnosti bolj znanem mednarodnem $tu-
dentskem tekmovanju iz sintezne biologije
iGEM.

S projektom, ki je predstavil nov nacin
funkcionalizacije nanostruktur na osnovi
tehnike DNA-origami, je slovenska ekipa
na tekmovanju dosegla lep uspeh. Osvojila
je drugo mesto za spletno stran, zavihtela pa
se je tudi na tretjo mesto za predstavitveni
YouTube video in prejela zlato medaljo, ki
je pripadla najboljsim projektom po mnenju
strokovne komisije. Skupno zmago je slavila
danska ekipa z univerze v Aarchusu, ki je
pripravila RNA-oktaeder z moznostjo upo-
rabe v medicini.

Poroka proteinov in DNA - slovenski
projekt na tekmovanju BIOMOD 2011
Nanostrukture na osnovi tehnike DNA-ori-
gami imajo same po sebi omejeno uporab-
nost, omogocajo pa vezavo kemijskih zvrsti
na to¢no dolo¢ena mesta. Skupina sloven-
skih $tudentov je pod mentorstvom razi-
skovalcev s Kemijskega instituta v Ljubljani
razvila novo tehnologijo za uvajanje protei-
nov z nanometrsko lo¢ljivostjo v strukture,
ki merijo nekaj deset nanometrov. V ta na-
men so s tehnologijo rekombinantne DNA
pripravili fuzijske proteine med DNA-ve-
zavnimi in razli¢nimi funkcionalnimi do-
menami. Funkcionalizacija DNA-nano-
struktur s proteini je precej logi¢na izbira,

Shematicni prikaz osnovne
ideje slovenskega projekta
BIOMOD 2011. Vkljucitev
vezalnih oligonukleotidov v
dizajn DNA-origami plosCice
narekuje vezavo fuzijskih
proteinov na tocno doloc¢ena
mesta, ki so lahko najmanj 6
nanometrov narazen. V teoriji
lahko na taksne nanostrukture
pripnemo poljubno stevilo
razlicnih funkcionalnih domen.

¢e pomislimo na S$tevilne funkcije, ki jih
ti v naravi opravljajo (encimske, obrambne,
strukturne, opti¢ne in druge). Pripravili so
tudi 100 nanometrov dolgo in 70 nanome-
trov §iroko DNA-origami ploséico, kamor
so se fuzijski proteini lahko vezali. Kot je
razvidno iz slike na prejsnji strani, so za
oblikovanje nanostruktur na osnovi tehnike
DNA-origami potrebni kratki, spenjalni oli-
gonukleotidi. Nekatere od teh lahko naér-
tujemo tako, da zavzamejo obliko zanke, ki
strli pravokotno iz ravnine DNA-origamija
in vsebuje nukleotidno zaporedje za vezavo
dolo¢ene DNA-vezavne domene. Taksnim
oligonukleotidom pravimo vezalni.

Razvoj omenjene tehnologije odpira vrata
§tevilnim naprednim uporabam, kot so bi-
osenzorji, laboratoriji na nanocipu, biosinte-
zni nanoreaktorji ali nanometrski elektron-
ski elementi.

Poleg vezave proteinov na DNA-origami
ploscico je raziskovalce s Kemijskega insti-
tuta zanimalo tudi, ali bi se dalo ve¢ ta-
ksnih DNA-nanostruktur povezati v nav-
pi¢ne sklade, kar bi lahko bila osnova nano-
metrskim elektronskim elementom. Uspesno
so pokazali z oligonukleotidi posredovano
zlaganje dveh DNA-origami ploscic v sklad.
V vsako od njiju so bili vkljuceni spenjal-
ni oligonukleotidi s kratkim enoveriznim
DNA-repkom, ki je §trlel iz ravnine obeh
plos¢ic. Zaradi komplementarnosti zaporedij
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med DNA-repki v nasprotnih ploscicah sta
se ti lahko povezali. Kot neke vrste mole-
kularni jezek.

Pogled v prihodnost

Vertikalno zlaganje DNA-origami ploi¢ic bi
bilo mozno doseci tudi s pomoéjo proteinov.
V ta namen potrebujemo fuzijske proteine z
dvema DNA-vezavnima domenama, od ka-
terih se vsaka veZe na svojo DNA-origami

plos&ico. Studentje so pripravili dva taksna
proteina, preizkus delovanja zamisli pa je
stvar prihodnjih raziskav.

Ena izmed bolj zanimivih uporabnih plati
vezave proteinov na DNA-nanostrukture je
prostorsko usmerjeno razmes§canje biosin-
teznih encimov. V naravi je optimizacija
stevilnih metabolnih procesov posledica or-
ganizacije encimov v multiencimske kom-
plekse. Blizina encimov poveca hitrost reak-
cij, preprecuje ponor vmesnih produktov v

Rezultat vezave fuzijskih proteinov na DNA-origami plos¢ico. Na levi je pricakovani vzorec vezave. Fotografija na desni je bila
posneta z mikraskopom na atomsko silo. Z rumeno je uokvirjena DNA-origami ploscica s proteini (svetlo rumene pike),
ki zasedajo vsa tri vezalna mesta. Kratke rdece puscice kaZejo na nevezane proteine, adsorbirane na nosilec.

Awtor: Vid Koéar.

Levo: Rdece pusCice

kaZejo na opravljeno

pot z mikroskopom na
atomsko silo za ekstrakcijo
visinskega profila vzorca.
Desno: Iz visSinskega profila
razberemo, da je sklad
dveh DNA-origami plostic
dvakrat visji

od posamezne.
Avtor: Vid Kocar.
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stranskih reakcijah in vodi v boljse izkorist-
ke biosintezne poti. Sinteti¢ne trirazsezne
DNA-nanostrukture bi lahko uporabili kot
neke vrste reakcijske nanokomore za kopi-
Cenje encimov. Vendar smo v tem trenutku
postavljeni pred kljuéni vprasanji: na kaksen
nacin dosedi stabilno podvajanje tak$nih
DNA-nanostruktur v celici oziroma ali je to
sploh izvedljivo?

Literatura:

RSA animacija o bionanotehnologiji.
httpy/www.youtube.com/watch?v=ITtGJUGXFKc.
Spletna stran tekmovanja BIOMOD.
http;/biomod.net/,

Spletna stran slovenskega projekta BIOMOD 2011.
http;/openwetware.org/wiki/Biomod/2011/Slovenia/
BioNanoWizards.

Vertikalni sklad DNA-origami plos¢ic na osnovi
proteinov. Z modro, rumeno, zeleno in vijolicno so
oznacene razlicne DNA-vezavne domene, z rdeco

pa proteinska domena za lazjo izolacijo proteinov,

ki obenem sluZi tudi kot neke vrste distancnik, s
katerim lahko uravnavamo razdaljo med DNA-origami
plosticama.

V celicah bi lahko na kompleksnih DNA-
nanostrukturah prostorsko usmerjeno kopicili
proteine (oznaceni z rumeno, roznato in vijolicno
barvo) za $tudij celicnih procesov in nacrtovanje
bioloskih sistemov z izboljsanimi ali celo povsem
novimi lastnostmi.

Iz clanka A. V. Pinheira in sodelavcev, 2011.

Predstavitveni video slovenskega projekta BIOMOD 2011.
httpy/www.youtube.com/watch?v=zpalYJIXFAuK.

Spletna stran Instituta Wyss.

httpy/wyss.harvard.edu/
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Slovarcek:

Nukleotid. Osnovni gradnik molekul DNA in RNA. Poznamo
pet asnovnih nukleotidov: adenin, timin, citozin, gvanin in
uracil.

Komplementarnost. Lastnost osnovnih gradnikov molekule
DNA - nukleotidov -, da se z vodikovimi vezmi povezujejo
v pare.

Samosestavljanje. Proces spontane organizacije neurejene
mesanice sestavin na osnovi njihovih lokalnih interakcij.
ssDNA. Enoverizna molekula DNA.

Oligonukleotid. Kratka enoverizna molekula DNA, tipicno
dolga od 20 do 50 nukleotidov.

Tehnologija rekombinantne DNA. ZdruZuje vse moderne
postopke molekulamega kloniranja, s katerimi lahko
zaporedja DNA iz razlicnih virov, naravnih ali umetnih,
poveZemo v taksna, ki jih sicer v naravi ne bi nasli.

Fuzijski protein. Fuzijski ali himemi protein dobimo z
zdruZitvijo dveh ali ve¢ genov, ki sicer vsak zase kodirajo svoj
protein.

Cys, His. Tricrkovni oznaki aminokislin cisteina (Cys) in
histidina (His).

(Proteinska) domena. Del proteinskega zaporedja in strukture,
ki se lahko razvija, funkcionira in obstaja neodvisno od ostale
proteinske verige.

Encim. Bioloska molekula (protein), ki katalizira kemijsko
reakcijo.

DNA-vezavne domene iz cinkovih prstov.
Motiv cinkovega prsta je eden najpogostejsih mo-
tivov v. DNA-vezavnih proteinih. Strukturno so
zelo raznoliki, najbolj preuceni pa so cinkovi pr-
sti tipa Cys2-His2. Zgrajeni so iz dveh B-trakov
(tako imenovana B-lasnica) in ene o-vijaénice,
ki jih stabilizira Zn2* jon. Vezejo se na zapo-
redja treh nukleotidov, zaradi njihove modular-
ne strukture pa je mogoce nacrtovati sinteti¢ne
DNA-vezavne domene z novimi specifi¢nostmi.
DNA-vezavne domene v fuzijskih proteinih,
uporabljenih v projektu BIOMOD 2011, so vse-
bovale 3 ali 6 cinkovih prstov, torej so prepozna-
vale 9 ali 18 nukleotidov.

cinkov ¢lenek

f-lasnica

o~vijacnica

Struktura Cys2-His2-cinkovega prsta. Znacilno strukturo
B cinkovega prsta tvorita B-lasnica in crvijacnica,
ki sta stabilizirani s cinkovim ionom. Cinkov ¢lenek

predstavlja niz aminokislin, ki povezuje oba [-trakova.
Iz ¢lanka K. J. Brayerja in D. J. Segala, 2008.
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