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1. Uvod

Nasa skupina je imela nalogo raziskati projekte predstavljene na tekmovanju iGEM
leta 2009. Odlocili smo se, da raziséemo na splosno vse projekte, ki so si prisluzili
zlato medaljo, tri pa bomo predstavili bolj podrobno.

1GEM

“The International Genetically Engineered Machine competition” (iGEM) je tek-
movanje Studentov v sinteti¢ni biologiji. Ekipe dobijo nekaj bioloskih enot na zacetku
poletja iz registra standardnih delov. Na svojih fakultetah jih uporabljajo in naredijo
nekaj novih. Z njimi sestavijo bioloski sistem, ki ga preizkusajo v zivih organizmih.

iGEM se je zacel v 2003 z enomesec¢nimi predavanji na MIT. Vsako leto je bilo
ve¢ ekip na tem tekmovanju, leta 2006 je bilo tekmovanje mednarodno z 32 ekipami,
2008 je bilo 84 ekip. Leta 2009 110 ekip s 1200 udelezenci.
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2. Kratka predstavitev projektov iz leta 2009

Aberdeen Scotland

Odlocili so se raziskati nacine za resevanje preluknjanih cevi s pomocjo sinteti¢ne
biologije. Bakterija mora zaznati luknjo in plavati proti njej, ko je blizu razpoke zacne
sproscati lepilo, ki luknjo zamasi.

Alberta

Razvili so metodo, s katero je mozno razviti genom tako, da ga brez problema
spremenimo. Primer na E.coli bakteriji: bakterijo so spremenili tako, da je imela
samo 10% svoje velikosti (velikost celotnega sistema se zmanjsa).

BCCS Bristol

Cilj je narediti sistem za usmerjeno dostavo dolo¢enih proteinov v celice. S tem naj bi
bilo enostavno dostavljati toksi¢ne snovi v celice. S tem naj bi bilo mogoce unicevati
celice raka.

Naredili so nov standard za povezovanje proteinov RFC44, ki podpira RFC10 in
zato lahko uporablja vec¢ino ze napisanih biobrikov.

Posodabljali so BSim, ogrodje za simulacijo interaktivnih populacij bakterij, ki
so ga delali ze v 2008.

Berkely Software

Izgradnja programov, ki pomagajo pri uporabi sinteti¢ne biologije. Dobili so nagrado
za najboljsi program. Naredili so tri programe.

Eugene - poseben domenski jezik za opisovanje bioloskih konstruktov
Spectacles - vizualni okvir za urejanje, nacrtovanje sestavljenih bioloskih naprav

Kepler - orodje ki pomaga pri razvijanju in analizi modelov
Berkely Wetlab
Cilje je narediti sistem, ki vkljuc¢uje vidnost celic. Tak sistem bi lahko uporabili vsi,
ki hocejo rezultate v vizualni obliki.

Bologna

Naredili so napravo, ki nadzira sintezo izbranega proteina. Ta naprava deluje hitreje
kot nadzirani promotorji.

British Columbia

Cilj je narediti bioloski semafor. Biosenzor ki zaznava razli¢ne koncentracije, izhod pa
se spreminja iz zelene preko rumene na rdeco, glede na razlicne koncentracije.
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Calgary

Zelijo razsiriti pogled biologije na razliéna podroéja. Ta projekt vsebuje ve¢ kompo-
nent. “wetlab” omogoca usklajevanje obnasanja bakterij v bakterijskih kolonijah, ki
so sposobne delovati kot posamezni subjekti. Raziskujejo kaj sirsa publika ve oz. ne
ve o bioloski sintezi, kaj menijo o tem podroc¢ju, se jim zdi to eti¢no.

Cambridge

Izdelava delov, ki bodo pomagali pri izdelavi bio senzorjev. Poleg zaznavanja stanja
je potrebno izpisati informacijo v obliki, ki jo lahko vidimo/beremo. Najbolj pogosta
metoda je izpis s fluorescentni proteini, ki so vidni z mikroskopom. Lepo bi bilo, ce
bi lahko videli rezultat z nasimi o¢mi. Naredili so mnozico generatorjev barve.

Chiba

Izvedba casovne funkcije, da se geni aktivirajo po dolocenem ¢asu. Posiljalne celice
naredijo signalne molekule, katerih koncentracija raste. Ko doseze nek nivo sprejemne
celice vklopijo izraz genov. Kot rezultat so naredili animirano sliko ure.

DTU Denmark

Naredili so sistem, ki zaznava razmerje NAD+/NADH molekul. Senzor deluje kot in-
duktivni transkripcijski faktor, ki deluje samo pri dolo¢enih razmerjih NAD+/NADH
molekul.

Edinburgh

Izdelava biosenzorja, ki zazna prisotnost TNT in nitritov/nitratov. Z njim je mogoce
identificirati mine (od TNT do RDX) in preizkusati onesnazevanje gnojil z nitriti.

EPF Lausanne

Pokazali bi radi sposobnost proteinov obc¢utljivih na svetlobo, da bi upravljali genetski
izraz s kontroliranjem svetlobe. Uporabljali so hibridni protein LovTAP. Pri zivih
organizmih naj bi imeli moznost izklapljati in vklapljati gene z enostavnim dodajanjem
ali odvzemom svetlobe.

Freiburg bioware

Razvili so osnovo za omejevalne encime, primarno za kloniranje, deluje pa tudi na
zivih organizmih.

Groningen

Ukvarjajo se z izdelavo bakterij, ki ¢istijo onesnazeno vodo. Bakterije iz vode izlo¢ajo
ione kovin, ki se zberejo v njih, potem pa naredijo plin, ki jih spravi na povrsje.
Harvard

Enoceli¢ni organizmi med seboj ne komunicirajo opti¢no. Ta ekipa je izdelala sistem
da lahko opti¢no “E. coli” bakterije v kvasovkah povzrocijo prepis “lacZ” gena.
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Heidelberg

Prva ekipa na iGEM, ki razvija BioBrick knjiznico za uporabo v celicah sesalcev.
Osredotocili so se na sinteti¢ne sesalceve promoterje.

HKU-HKBU

Izdelovali so bakterijski motor. Imeli so tri naprave: mikrometrski motor, nadzor smeri
in nadzor hitrosti. Uporaben je za dostavo zdravil izbranim celicam, za odstranjevanje
nezeljenih snovi iz zil.

Illinois-Tools

Spletna aplikacija za dodajanje funkcij presnove obstoje¢im mikro organizmom.
Orodje uporablja bazo Kegg (Kyoto Encyclopedia for Genes and Genomes) za
kreiranje presnovnih poti, ki so optimizirane za proizvodnjo zeljenih vhodnih in izhod-
nih delov.

Imperial College London

Naredili so bakterije, lahko delajo zdravilne tablete, ki brez tezav pridejo tudi v
prebavila. To je sistem za proizvodnjo vseh biolosko sestavljivih mesanic, brez dragega
skladis¢enja in ¢iScenja.

IPN UNAM Mezxico

Na koloniji bakterij delajo vzorce kot jih imajo visje vrste zivali. Sinteti¢no lahko
naredimo vzorec na mrezi bakterij, ki se same organizirajo, brez da bi vzorec zakodirali
v genom.

Johns Hopkins BAG

Ekipa se ukvarja z izdelavo novih tehnologij in standardov za sinteti¢no izdelovanje
genomov, ki omogoca izdelovanje daljsih in kompleksnejsih DNK brez nekaterih
omejitev, ki jih imajo BioBriki.

KULeuven

Bakterija je narejena tako, da ob prisotnosti modre svetlobe izdeluje vanilin. Ima
tudi kontrolni sistem, ki ohranja konstantno koli¢ino. Zaznava okolje in prilagaja
proizvodnjo potrebam.

Minnesota

Pregledujejo splosna AND vrata in preucujejo posamezne elemente teh vrat. Ugotoviti
zelijo toéno kako delujejo in narediti boljsa AND vrata in bolj predvidljiv odziv na
vhode.

Mo Western Davidson

Cilj te ekipe je uporabljati “E. coli” bakterije za izrac¢unavanje NP polnih rac¢unskih
problemov. Osredotocili so se na SAT, ki je prvi dokazan NP poln problem.
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Paris

Narediti so zeleli komunikacijo bakterij na dolgo razdaljo. Komunikacijsko okolje
sestoji na kontrolirani proizvodnji zunaj membranskih mehurckov.

Slovenia

Sestavljajo in testirajo modularne genetske elemente poimenovane “nanoBricks”, da
bi naredili samo-sestavljive materiale, ki bi sestavljali strukture, ki Se ne obstajajo v
naravi.

Za razliko od obic¢ajnih nano materialov lahko z DNK programiramo sestavljanje
polipeptidnih nano materialov. S tem se lahko nadzira njihovo sestavljanje na nano
nivoju in doloca lastnosti teh materialov.

Uporabili so “nanoBricks” za pripravo ultrafiltracijske membrane in material, ki
je lahko sestavljen ali razstavljen z dodajanjem majhnih molekul. Visoka stopnja
kontrole na nano razdaljah, enostavnost in trajnost proizvodnje je zelo uporabna za
proizvodnjo kompliciranih elementov, bio mineralizacijo in dostavo zdravil.

Stanford

Osredotocili so se na to, da bi ustvariti napravo, ki bi detektirala in se odzvala na
nepravilnosti v dveh specificnih podpopulacijah T celic (Th17 celice in Treg celice).
Nepravilnosti pri teh dveh podpopulacijah lahko povzrocijo nastanek avtoimunskih
bolezni. Njihov cilj je ustvariti napravo, ki temelji na E.coli bakteriji, ki polarizira
diferenciacijo limfocitov bodisi v Th17 ali Treg celicah.

Tokyo Tech

Njihov cilj je transformirati povrsino Marsa z bakterijami. S tem bi modificirali
nezemeljsko okolje (atmosfera, temperatura, pritisk, topografija povrsine) v podob-
nega zemeljskemu.

Tsinghua

Pomembna procedura v genski terapiji je sestava vektorjev, ki prizadenejo samo
dolocene celice in v njih izlo¢ijo zdravilo. Ucinkoviti vektorji imajo tu pomembno
vlogo. Do sedaj so raziskovalci uporabljali adenoviruse, ki so se izkazali kot u¢inkoviti
vendar je njihova produkcija ze pri majhnih koli¢cinah zelo draga. Njihov cilj je da v
bakterijah ustvarijo prenasalca, ki bo zelo u¢inkovit.

TUDelft

Cilj njihovega projekta je ustvariti komunikacijo med celicami, ki bi Sirile vecopravilna
sporocila z moznostjo da se jih lahko resetira. Ta sistem bi bil lahko podlaga, na
kateri bi lahko naredili biosenzor na dolge razdalje in ga uporabili pri zmanjSevanju
odpornosti bakterij na antibiotik.

Podobno zadevo je razvila skupina leta 2008, ki je podrobno predstavljena v
nasem seminarju.
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UNICAMP-Brazil

Obstaja veliko industrijskih procesov, ki uporabljajo mikroorganizme, za proizvodnjo
spojin kot so inzulin in etanol. Uspeh teh postopkov je odvisen od okuzb z drugimi
mikroorganizmi v ¢asu gojenja. Zato je namen njihovega projekta razvoj bakterij E.
Coli in S. cerevisiae, ki so sposobne prepoznati in uniciti nezazelene organizme.

UNIPV-Pavia

Ukvarjali so se z razgradnjo laktoze, saj menijo, da bi lahko v procesu razgradnje
pridobivali etanol. Razgradnjo so pohitrili, in maksimirali izkoristek.

usTc

Ekipa skusa upravljati z mocjo evolucije. Konéni cilj je zgraditi stroj E. ADEM (E. coli
Automatic Directed Evolution Machine) s pomocjo katerega bi lahko zgradili celoten
ekosistem iz bio-molekul. Ta stroj bi nam veliko pomagal v sintetic¢ni biologiji, ker se
vecina komponent lahko ustvari sama (encimi, RBS, receptorji, regulatorji, senzorji,
logi¢na vrata, ...). Celotna naprava sloni na evolucijskem algoritmu.

USTC Software

Cilj programa je pomagati pri razvoju plazmidov, da bi delovali tako kot je potrebno.
Npr. ¢e imamo nihanje na vhodu programa, na izhodu dobimo DNA, ki deluje kot
oscilator v dolo¢enem organizmu.

Virginia
Skupina se je ukvarjala z onesnazenostjo vode z arzenom. Dosedanje metode ¢is¢enja
vode so drage in pocasne, zato so se odlo¢ili, da bi vodo o¢istili s sinteti¢no biologijo.

Razvili so kolonijo celic, ki absorbirajo strupeni arzen. Poleg tega pa Se kolonijo celic,
ki privlaci prvo kolonijo in tako odstrani celice, na katere se je vezal arzen.

Virginia Commonwealth

Razvili so nov UP-element (nov razred Biobrickov). Ta element je v bistvu transkrip-
cijski ojacevalec, ki pospesi delovanje sistema.

Washington

Hiter in poceni razvoj proteinov je pogoj za hitro razvijanje sinteticne biologije.
Zaradi tega je ta skupina razvila shemo IPP (ideal protein purification), ki pospesi
proizvodnjo proteinov.

Wash U

Naredili so sistem, ki maksimizira izkoristek son¢ne svetlobe pri fotosintezi. V naravi
se pri fotosintezi uporabi le slaba polovica son¢ne svetlobe. Pri izboljSanem sistemu
se uporabi kar 95% svetlobe.
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3. Lethbridge

3.1. Splosno

Proizvajanje energije je v danasnjih casih vse bolj zaskrbljujoce, saj je cena energije vse
drazja, potrebno pa je tudi skrbeti za okolje. Mikrobne gorivne celice (Microbial fuel
cells (MFCs)) uporabljajo bioloske sisteme za proizvodnjo elektricnega toka. Ugotovili
so da cianobakterije, ki so bile preucevane v MFCs, proizvajajo tok, ¢eprav to ne
pocnejo zelo ucinkovito.

Cilj tega projekta je povecati u¢inkovitost cianobakterij z uvedbo microcompart-
mentov, s katerimi bi naredili bio baterijo. Microcompartmenti so ustvarjeni pri
proizvodnji proteina lumazina, ko se le-ta spaja v obliko icosahedralnih ovojnic. Kot
dokaz tega nacela bodo ustvarili ta sistem v FEscherichia coli. Ciljali bodo na dva ra-
zliéna fluorescentna proteina znotraj microcompartmenta, za opazovanje fluorescence
resonance pri prenosu energije (FRET). Poleg tega bodo raziskovali $e novo metodo za
mnozicno proizvodnjo enotnih nanodelcev, ki je bolj uspesna in stroskovno uc¢inkovita
od sedanjih metod.

Sunlight

CO,+H,0+light

MWediator

(CH,0),+ 0, + H,0

Cyanobacteria Cathode

Slika 1. Slika prikazuje kako cianobakterija spreminja son¢no svetlobo, vodo
in ogljikov dioksid v ogljikov hidrat, ki je vir goriva in povzroca rast bakterij.
Nastane negativen ogljikov vir goriva.
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3.2. Projekt

Temeljni napredek v biotehnologiji bi predstavljala umetno narejena organela, ki bi
lahko vsebovala presnovne beljakovine. V ta namen si ekipa Lethbridge prizadeva s
sintezo lumazina ustvariti microcompartmente, ki predstavlja 60 podenot icosahedral-
nih ovojnic.

S tem, ko bi ustvarili negativno notranjost microcompartmenta upajo, da bi jih
lahko usmerili do fluorescentnih beljakovin, oznacenih s pozitivno nabitimi termini
v notranjost microcompartment-a. 7Z FRET med modro in rumeno fluorescentno
beljakovino, bodo dokazali kolokalizacijo teh dveh beljakovin v microcompartment-u.

Slika 2. Slika prikazuje rumeno in ciano-fluorescentno beljakovino znotraj
microcompartment-a

Da bi bila ta tehnologija v prihodnosti uspesna, bodo ciljali na beljakovine ki
nastajajo pri fotosintezi, zato da bi naredili optimalno biolosko fotosintezno gorivno
celico. Locevanje beljakovin in metabolitov povecuje uc¢inkovitost celiénih procesov. 7
locevanjem Mms6 beljakovin znotraj Escherichia coli si prizadevajo ustvariti enotne
nanodelce.

3.3. Fluorescenca

Fluorescenco bodo uporabljali za dolocitev lokacije ene fluorescentne beljakovine v
microcompartment-ih. Da bi to naredili, bodo uporabili “overexpress” metodo nad
Lumazine microcompartments z IPTG. Ker niso prepric¢ani, ¢e se microcompartments
tvorijo okoli njihovih beljakovin, ali ¢e so beljakovine v microcompartment-ih bodo
opravili preizkus na dva razli¢na nacina:

1. Inducirana bo sinteza lumazina, tako da se bodo microcompartmenti lahko ust-
varjali. Izrazanje fluorescentnih proteinov (YFP ali CYP) pa bo zatrto z uporabo
arabinoza. Arabinozni pulz se bo ¢ez nekaj casa porabil in izrazanje fluorescentnih
proteinov se bo nadaljevalo.
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2. Inducirana bo sinteza lumazina, tako da se bodo microcompartmenti lahko ustvar-
jali. Arabinoza ne bojo dodali, tako da se bojo fluorescentni proteini lahko izrazali.
Celice bodo nato opazovali v fluorimetru.

3.4. IzraZanje genov

Izrazanje dolocenega gena je mogoce zaznati z merjenjem koli¢ine beljakovin v razli¢nih
casovnih tockah. Gen mora biti kontroliran v nekem regulativnem nacinu, da je lahko
izracunljiv. Gen je treba preoblikovati tako, da lahko izraza svoje lastnosti. Tu
dodamo regulativne kemikalije s katerimi induciramo ali zatiramo izrazanje beljakovin.
Vzorce sestavine vzamemo ob razlicnih ¢asih. Celice se nato odpre in vsebina se
pogleda s pomocjo nekaterih vizualnih tehnik, tipicno SDS-PAGE. Ta nac¢in bodo
uporabili na naslednjih vzorcih:

pLacl:sRBS:mms6:dT (induciran z IPTG)

pLacl:sRBS:Lumazine Synthase:dT (induciran z IPTG)
pStrong:Riboswitch:cheZ:dT (induciran z Theophylline)
pStrong:Riboswitch: GFP:dT (induciran z Theophylline)
pBAD:RBS:TetR:dT:pTetR:mRBS:N-EYFP:dT (zatrt z Arabinose)
pBAD:RBS:TetR:dT:pTetR:mRBS:C-EYFP:dT (zatrt z Arabinose)
pBAD:RBS:TetR:dT:pTetR:mRBS:N-ECFP:dT (zatrt z Arabinose)
pBAD:RBS:TetR:dT:pTetR:mRBS:C-ECFP:dT (zatrt z Arabinose)

Zatrte konstrukte je veliko tezje zaznati. Kot mero bodo uporabili fluorescentnost,
saj je vsaka zatrta beljakovina fluorescentna. Merjenje bodo naredili na enak nacin, z
vzorci ob razliénih ¢asovnih tockah. Ker niso prepricani ali bo dejanska fluorescentnost
celice vplivala na meritve bodo merili fluorescentnost celic ki so bile odprte in ki so
bile zaprte (oboje so bile vzete iz iste sestavine na isti ¢asovni tocki). Z merjenjem
sprememb bodo lahko doloé¢ili u¢inek zatiranja genov.

3.5. FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer)

FRET se bo uporabljal pri dolo¢anju kolokalizacije dveh fluorescentnih beljakovin
znotraj microcompartment-a. Rumena fluorescentna beljakovina (YFP) in ciano
fluorescentna beljakovina (CFP) sta FRET para in sta zato popolna za to metodo.
Metoda deluje tako, da je donorska molekula, v tem primeru CFP, vzbujena z zatetno
valovno dolzino. Vzbujen CFP odda fluorescentno energijo s podobno valovno dolzino,
ki smo jo uporabili pri vzbujanju akceptorske molekule, v nasem primeru YFP.
Fluorescentna energija se je tako prenesla na drugo molekulo z resonan¢éno valovno
dolzino. Akceptorska molekula tudi odda svojo fluorescentno energijo z valovno
dolzino, ki je razlicna od valovnih dolzin s katerimi smo vzbujali molekule in s katerimi
so te nato oddajale energijo. Prenos energije je odvisen od oddaljenosti. Ce sta
molekuli blizu (1-10nm) potem je energija prenesena ucinkovito. Ta u¢inkovitost nato
pada z vecanjem razdalje med molekulama. Ce sta ve¢ kot 10nm narazen se energija
ne bo prenesla.
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Emission Excitation
of CFP of YFP

Intensity

v

Wavelength (nm)

Slika 3. Slika prikazuje prerez med emisijo donorske CYP in vzbujanjem
akceptorske YFP

CFP je vzbujen z valovno dolzino 436nm in oddaja fluorescentno energijo pri
480nm. YFP pa je vzbujen z 514nm in oddaja pri 538nm. Ce sta beljakovini znotraj
microcompartment-a pricakujemo da se bo energija prenesla ucinkovito, drugace pa se
sploh ne bo. Da bi pokazali fluorescenco prenosa energije bo notranja fluorescentnost
celice uporabljena za ozadje, fluorescentnost samega CFP v celici pa bo primerjana z
samim CFP znotraj microcompartment-a

A =439 nm A mission = 476 nm

‘excitation

Slika 4. Slika prikazuje kako oddaljenost med beljakovinami vpliva na
uc¢inkovitost prenosa energije
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3.6. RiPS meritve

Fluorescenco se lahko uporabi tudi za oceno ucinkovitosti »theophylline riboswitch-
a< in rpsA TIR, z ustvarjanjem vrednosti RiPS (Ribosome initiation per second).

pStrong:Riboswitch:GFP:dT
pStrong:rpsA TIR:GFP:dT

Tako riboswitch kot TIR delujeta kot alternativna vezavna mesta (RBS). Z
uporabo GFP, kot izrazanje, je mogoce izracunati RiPS teh dveh delov. Deli se nato
vstavijo v RiPS plasmido ustvarjeno z RiPS (proizvedel jo je GFP). Fluorescentnost
GFP se lahko izmeri z fluorimetrom. Meri se v ¢asu, ¢asu vzpona in koliko ¢asa
se fluorescentnost izraza. Te vrednosti se nato uvozijo v modelirni program, kjer se
izrac¢unajo RiPS vrednosti za vsakega od delov.

Ce zelimo izmeriti RiPS za stheophylline riboswitch< je treba meriti fluores-
centnost GFP v razlicnih koncentracijah theophyllin-a (0, 1uM, 0,25uM, 0,5uM,
0,75uM, 1,0uM, 1,25uM, 1,5uM in 2,0ulM). Ce zelimo izmeriti RiPS za rpsA TIR
je treba meriti fluorescentnost GFP v razlicnih stresnih pogojih (minimalni medij,
vro¢ina, mraz, razliéni toksini itd.).

3.7. Lumazine Synthase (LS) - strukturno modelirange

Aquifex aeolicus LS ustvari ali 60 podenotno icosahedralno capsido ali 180 podenotno
capsido. Potencilani zemljevid elektrostati¢no povrsine divje LS je prikazan na spodnji
sliki.

Slika 5. Leva slika kaze notranjost 5 mera, desna pa zunanjost. Modra barva
predstavlja pozitivno povrsino, rdeca pa negativno.

Z uvedbo glutamatnih ostankov na mestih 83, 86, 120 in 123 postane notranjost
Smera veliko bolj negativna. Uradni naboj divjega bmera so izracunali na -15 ali -3
na monomer. Ce pa upostevamo zgornje mutacije se naboj poveca na -40 ali -13.3 na
monomer. Uradni naboj divjega 60mera je -180, naboj mutiranega 60mera pa je tako
postal -480.
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Slika 6. Leva slika kaze notranjost 5 mera, desna pa zunanjost. Modra barva
predstavlja pozitivno povrsino, rdeca pa negativno. Opazimo lahko obcutno
porast negativnega naboja na notranji plasti lumazine synthase 5mer-a.

Na spodnji sliki lahko vidimo obro¢ s Sestimi podenotami v dveh razli¢nih
orientacijah, ki predstavljajo simetrijo celotne strukture.

Slika 7. Levo je pogled od zgoraj na divji 5mer, desno pa pogled ¢e ga obrnemo
za 90 stopinj cez x-os.

Na podlagi te simetrije so izracunali razdalje med podenotami. Razdalje med
katerima koli dvema to¢kama ez obroé je razdalja varirala med 83.00 in 89.03A. Ker je
capsida strukturno podobna krogli so lahko izra¢unali notranji volumen z V' = 4/37r?.
Rezultat dobijo med 299 in 369nm3. Mutacija, ki so jo uporabili ni imela nobenega
vpliva na podenotne razdalje. (83,02 - 89,02A4)
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Slika 8. Slika prikazuje razdalje med podenotami ez obro¢. Desno imamo
mutiranega, levo pa ne. Razli¢ni 5Smeri so razlicno obarvani.

Slika 9. Slika prikazuje splosno strukturo 60merne capside. Desno je mutirana
levo pa ne. 5mer v sredini je bil odstranjen, zato da lahko vidimo notranjost
capside.

Problem pa predstavlja velikost ene pore, ki dovoljuje vstop CFP in YFPPora
mutiranega lumazina je v najmanjsi tocki velika 19.3 angstromov (1 angstrom =
1.0 x 10719 metra).

Slika 10. Slika prikazuje velikost pore 5mera. Desno je predstavljen kot
elektrostaticen zemljevid notranjosti.

Posledi¢no so bile dolo¢ene dimenzije 236 amino kislin CFP in YFP.
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Slika 11. Priblizne dimenzije CFP in YFP. Levo je CFP in desno YFP.

Dimenzije lahko razberemo iz slik.

Ker so beljakovine dejansko podobne valjem so lahko izra¢unali volumen (V =
7r2h) pri dimenzijah (h = 40.284; r = 20.94A) in dobili rezultat 55.49nm>. to pomeni
da lahko v eno capsido z 60 podenotami spravijo 5 ali 6 fluorescentnih beljakovin.
Vendar pa nobena beljakovine ne more iti skozi pore dokonéno zgrajene capside, saj
so prevelike. Tu imamo samo eno realno moznost in sicer, da gredo beljakovine v
notranjost microcomaprtmenta preden je ta dokonc¢an. To nam implicira na uporabo
drugih metaboli¢nih beljakovin, saj ko bi bile enkrat v microcompartment-u bi bile
zascitene pred celiéno peptidazo, njihovi metabolicnimi produkti pa bi verjetno lahko
prehajali skozi pore capside.
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3.8. Rezultati

Testirana sta bila dva konstrukta (EYFP z bodisi N- ali C-terminalni 10Arg (10R)),
bodisi v prisotnosti ali odsotnosti »arabinose<.

2 3

Fluorescence (a.u.)
& N

n

|
12,

555 530 535 540
Wavelength (nm)

Prvi graf prikazuje fluorescentnost YFP konstruktov pod naravnimi pogoji.
Kontrolerja »buffer TAKM«< (¢rno) in DHb« (siva) ne kazeta nobene fluorescentnosti.
Po eni uri rasti pa fluorescentnost kazejo sledeci:

C-terminalni R10 YFP v odsotnosti »arabinose (temno rumen)<

C-terminalni R10 YFP v prisotnosti »arabinose (temno zelen)«<

N-terminalni R10 YFP v odsotnosti »arabinose (svetlo rumen)«<

(

N-terminalni R10 YFP v odsotnosti »arabinose (temno zelen)<

Fluorescence (a.u.)
- N w -
(%4 (%4 %)) (4]

(24

|
4]

555 5:;,0 52%5 540
Wavelength (nm)

Drugi graf prikazuje fluorescentnost YFP konstruktov pod ne-naravnimi pogoji.
Kontrolerja »8M urea< (¢rno) in DHb5a (siva) ne kazeta nobene fluorescentnosti.
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Pozitivne rezultate je pokazal samo C-terminalni R10 YFP v odsotnosti »arabinose
(temno rumen)<. Vsi ostali:

C-terminalni R10 YFP v prisotnosti »arabinose (temno zelen)<

N-terminalni R10 YFP v odsotnosti »arabinose (svetlo rumen)«<

N-terminalni R10 YFP v odsotnosti »arabinose (temno zelen)<

Pa niso pokazali skoraj ni¢ fluorescentnosti pod ne-naravnimi pogoji. »>8M urea
buffer< je pokazal nekaj fluorescentnosti, ¢e so ga vzbujali pri valovni dolzini 514nm.

Tu sta nastala tudi 2 nova BioBricka:

1. C-terminal rumen fluorescentni protein (YFP) z tetracycline inverterjem
7 arabinosem zatrta tetracycline inverzija YFP zdruzen s C-terminalno arganine
oznako za ciljanje v lumazine microcompartment. Ima srednji RBS in dvojni
terminator.

pBAD TetR Inverter mRAS YFP R Tail dT

2. N-terminal rumen fluorescentni protein (YFP) z tetracycline inverter-
jem
7 arabinosem zatrta tetracycline inverzija YFP zdruzen z N-terminalno arganine
oznako za ciljanje v lumazine microcompartment. Ima srednji RBS in dvojni
terminator.

pBAD TetR inverter mRBS Rag Tail YFP dT
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3.9. BioBrick
Naredili so veliko novih BioBrickov. Tu bi pogledali samo njihove 3 najljubse:

Lumazine Synthase (BBa_K249002):

To je encim, ki ustvarja lumazin, produkt ki tvori votlo sfero, ki lahko deluje
kot microcompartment ali umetna organela. Lumazin tvori negativno nabite
pore, ki potem privla¢ijo beljakovine. Vse beljakovine, ki so bile ujete v
microcompartment morajo biti oznacene z argininom. To je del kodiranja
beljakovin.

Lumazine Synthase

N-terminal Arginine Fusion vector (BBa_K249004):

Ta plazmida izkoris¢a BioFusion standard za montazo BioBricka na konec in
navaden BioBrick standard za montazno na zacetek. N-terminu beljakovine doda
10 arginin ostankov. Ta BioBrick je namenjen za delo v povezavi s Lumazine
synthase microcompartment-om. Protein se bo ujel v jedro microcompartment-a.

R

N-terminus Rio Tail

C-terminal Arginine Fusion vector (BBa_K249005):

Ta plazmida izkoris¢a BioFusion standard za montazo BioBricka na zacetek in
navaden BioBrick standard za montazno na konec. C-terminu beljakovine doda
10 arginin ostankov. Ta BioBrick je namenjen za delo v povezavi s Lumazine
synthase microcompartment-om. Protein se bo ujel v jedro microcompartment-a.

R

C-terminus RioTail

3.10. Zakljucek

Ta projekt je dobil zlato medaljo na iGEM 2009. Naredili so kar 31 novih biobrick-ov,
uspelo pa jim je tudi doseci njihov zastavljen cilj, to je ustvariti microcompartment-e
in nanje ciljati z beljakovinami, te pa so po vstopu Se vedno ostale funkcionalne.
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4. Davidson College — E.nigma, Viz-A-Brick

4.1. Uvod

Ekipa Davidson College-a je izdelala “bakterijski racunalnik”, ki uporablja XOR logiko
za racunanje zgoscevalne funkcije za kriptografijo. Zgoscevalna funkcija se uporablja za
autentikacijo dokumenta z digitalnim potrdilom. Bakterijski ra¢unalnik je zasnovan
tako, da zazna prisotnost oz. odsotnost dveh kemic¢nih signalov preko medceli¢ne
komunikacije. Ce je na vhod pravilen je izhod pozitiven, drugace pa negativen.

Poleg projekta E.nigma so izdelali tudi graficni vimesnik za pregledovanje “Reg-
istry of Standard Biological Parts”. Program se imenuje Viz-A-Brick.

Viz-A-Brick

E
BBa_|714030

2008

DAVIDSON “Westery hitp://acat. davidson. edu/\izABrick/

4.2. E.nigma

Projekt je nastal zaradi poziva (http://gcat.davidson.edu/iGEM08/cryptography_
graph.pdf), da bi naredili bolj robustno, bolj varno zgosc¢evalno funkcijo.

Cilj je narediti bakterijsko zgoscevalno funkcijo. Osnova so bioloska XOR, vrata,
katerih izhod je pozitiven, ¢e je na vhodu pravilna kombinacija, drugace pa je
negativen. Sekvenca izhodov predstavlja bakterijsko zgoscevalno funkcijo.

4.2.1. Kriptografska zgoscevalna funkcija

Kriptografska zgoscevalna funkcija vzame kot vhod dokument (tekst poljubne
dolzine) in vrne heksa niz fiksne dolzine - zgoscéena vrednost. Primer take funkcije
je MD-5 z digitalnim podpisom. Digitalni podpis pa ni ni¢ drugega kot malo prej
omenjena zgostena vrednost. Zgoscevalna funkcija mora biti obcutljiva na majhne
spremembe v vhodnem tekstu in kot izhod podati zelo razlicne zgoscene vrednosti.
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Karakteristike kriptografske zgoséevalne funkcije

reducira tekst na heksa vrednost

ni reverzibilna

1ffg7H!Bk

vsak vhod ima natanko en izhod
dolzina teksta poljubna, heksa vrednost fiksne dolzine

detekcija kolizije

Idealne lastnosti zgoscevalne funkcije

minimalna kolizija

nepredvidljive kolizije (Ce so kolizije predvidljive,
postanejo vzorci o¢itni in iz njih je razvidno kako funkcija
deluje.)

racunanje v realnem casu (hitrost)

Uporaba

dokazovanje pristnosti dokumenta

zascita dokumentov

zmanjSanje goljufanja na standardnih testih
zascita gesel

detekcija ponarejenih slik oz slik s skritimi informacijami

Binarno kodirange

Vhodno sporocilo mora biti binarno kodirano preden se lahko za¢ne racunanje. Za
vsako ¢rko dobimo iz ASCII tabele desetisko Stevilo za vsako ¢rko, ki jo konvertiramo
v dvojisko stevilo.

Convert Message to Binary

* Choose alphabet set
— Ex: 8 character Alphabet, A-H

* Convert letters to numbers
A=0,,=(0x20)=0,
B=1,=(1%2°)1,
C=2,=(1%21)+(0%20)=10,
D=3,,=(1X21)+(1%x20)11,
E=4,,=(1%X22)+(0%2)+(0x2°=100,
H=7,0=(1X22)+(1X21)+(1%x20)111,
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XOR logika
Gradnja kriptografske zgoscevalne funkcije z E.coli temelji na xor logiki. X + Y,
XY, X#Y
X Y (0] X Y (0]
0 0 1
0 1 1 0 1 0
1 0 1 1 0 0
1 1 0 1 1 1

Slika 12. XOR, XNOR

4.2.2. XOR bioloska vrata

Razvili so 5 razli¢ic vrat, ki temeljijo na treh razliénih vrstah medceli¢ne komu-

nikacije. Ko se na vratih pojavi pravilen vhod, se kot izhod tvori mocen signal.

1.

LuxR XOR Biological Design

Ideja je v dveh zrcalnih delih. LasR je uravnavan z PAI-1 3-oxododecanoyl-
HSL(30C12HSL), LuxR pa je aktiviran z AI-1 3-oxohexanoyl-homoserine lactone
(30C6HSL). Potencialni problem je, da dobimo od Lux polovice veckrat pozitivni
rezultat kot od Las polovice. To so resili z delom RBS in tako zmanjsali izlo¢anje
proteina. Represorjeva stran je locirana med -35 in -10 od promotorja. Aktivator-
jeva pa -35 navzgor. To je podatek iz vira by Egland and Greenberg.

XOR Gate

LuxReong + Al-1 LESRDorEsl + PAI-1

pLux+Las- - pLas+Lux-

W i
0 0 i

0]

1 0
0 q
1 1

o |1 S
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2. Lsr/Lux XOR Biological Design
Oba vezja dopolnjujeta drug drugega. Vsak del dobi medceli¢ni signal (AI-1 ali AI-
2) in kemicni signal (IPTG ali AHL), ki ga procesira v medceli¢ni signal. Kolonije,
ki proizvajajo Al-1 se izmenjujejo s kolonijami, ki proizvajajo AI-2. Vhodno
besedilo je tako lahko kodirano glede na prisotnost/odsotnost kemicnega signala,
ki se ravno tako izmenjuje.

XOR
Double Rep AlZ2 Out

Luxs ; Mnt

LuxR + Al-1 IPTG

Lacl ©

pluxl placMnt
a1 | Pte | a2
0 0 4]
1 0 1
0 1 1
1 1 4]

Vhod z AI-1 ali IPTG povzrodi izlocanje AI-2 v LuxS. Vhod z obema Al-1 in IPTG
pa omogodi izlo¢anje represorja cl in Mnt, ki zaustavi oba vezja (transkripcijo).
Izlocata se LuxR in Lacl.

Al-2

Lsri
) XOR
PAl-2 Double Rep Al1 Out

aTc

pLsrCl plethMnt
are | a1
0 0 4]
1 0 1
0 1 1
1 1 4]

Vhod z AI-2 ali aTc povzroéci izlocanje AI-1 v LuxI. Vhod z obema AI-2 in aTc
pa omogoci izlo¢anje represorja cI in Mnt, ki zaustavi oba vezja (transkripcijo).
Izlocajo se LsrK, LsrR in TetR.
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3. Las/Lux XOR Biological Design
Oba vezja dobita medceli¢ni signal (AI-1 ali P-AI-1) in kemiéni signal (IPTG
ali AHL), kar povzro¢i tvorjenje vnaprejsnjega medcelicnega signala. Kolonije,
ki proizvajajo AI-1 se izmenjujejo s kolonijami, ki proizvajajo P-AI-1. Vhodno
besedilo je tako lahko kodirano glede na prisotnost/odsotnost kemicnega signala,
ki se ravno tako izmenjuje.

XOR

LuxR + Al-1 IPTG

Double Rep P-Al1 Qut

< 7¢

Lacl ©

pLuxCl pLachMnt
A | PTG | A
0 0]
1 0 1
0 1 1
1 1 a

Vhod z AI-1 ali IPTG povzrodi izlocanje AI-2 v LuxS. Vhod z obema Al-1 in IPTG
pa omogodi izlo¢anje represorja cl in Mnt, ki zaustavi oba vezja (transkripcijo).
Izlocata se LuxR in Lacl.

XOR

LasR + P-Al-1 aTc

Double Rep Al-1 Out
TetR

B =
(o Bl o

pLas/cl pTet/Mnt
[ PAM | aTc | A
0 1] 0]
1 1] 1
0 1 1
1 1 a

Vhod z AI-2 ali aTc povzroéci izlocanje AI-1 v LuxI. Vhod z obema AI-2 in aTc
pa omogodi izlo¢anje represorja cl in Mnt, ki zaustavi oba vezja (transkripcijo).
Izlocajo se LsrK, LsrR in TetR.
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4.2.3. Medcelicni komunikacijski sistema

E.nigma projekt se zanasa na zmoznost celice, da lahko komunicira z drugo
celico (kemicni signal). V tem projektu je uporabljen ”quorum sensing systems”.
To je medceliéni komunikacijski sistem, ki je bil najden v naravnem svetu, in sicer v
bakterijah Vibrio fischeri, E. coli, in Pseudomonas aeruginosa.

1. Lux signalni sistem
Signalne molekule: N-acyl-homoserine lactone (AHL)
Vrste bakterij: odkrite v Vibrio fischeri, delujejo v E. coli
Prejemni protein: LuxR protein prejme signal iz AHL
Sinteza signalnih molekul: LuxI

Media

Cytoplasm

POPSoyr
=)

Luxpy

2. Lsr signalni sistem

Signalne molekule: AI-2 (furanosyl borate diester v V. skupini), vse so izvirajo
iz DPD

Vrste bakterij: 1srA,B,C,D,F.G,R,K: Escherichia coli HS, SMS-3-5, str. K12
substr. MG1655, in substr. DH10B; IsrE:Escherichia coli str. K12 substr.
MG1655 ; LuxS:Escherichia coli HS, SMS-3-5, APEC O1, str. K12 substr.
MG1655, substr. DH10B, in UTI89.

Prejemni protein: LsrR protein prejme signal iz sensor proteina

Sinteza signalnih molekul: Pfs encim, potem LuxS autoinducirna sinteza

Geni: lsr operon, vkljuéno ABC transporter in LsrK druzina
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3. Las signalni sistem

Signale Molekule: AHL imenovane PAI-2 (Plasminogen activator inhibitor-2),
N-butanoyl-homoserine lactone (C4HSL)

Vrste bakterij: Pseudomonas aeruginosa, gram(-)

Prejemni protein: Rhl R

Sinteza: RhIA in RhIB

Geni: pgsABCDE in phnAB

s 00
T
@ru Foun-C,-HSL
+ Virulence E n

Factors /
+ \+ o ©
O
Virulence
oM Factors
@——w :
CC

pgSABCDE N phnAB m‘/'

4.2.4. Stgnalne molekule
Spodnje signalne molekule so bile uporabljene v medcelicni komunikaciji. Z njimi
so regulirali u¢inek posameznega promotorja

3-ox0-Co-HSL A-Factor

“/*- /L\_I/““ POS /‘%Jj HHOQ

JOH-PAME
HyGLr

AlP-1 DPD

2 S
S‘H’.H/ Me aH a
NH
H=Tyr—Ser v—Thr—-N’(f A4 i (]\H\
H o ™, Ha

Pha O o
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Gram (-) bakterija potrebuje
3-0x0-C6-HSL, N-(3-oxohexanoyl)-L-homoserine lactone, an AHL
DPD, the AI-2 precursor, 4,5 dihydroxy-2,3-pentanedione
HHQ, 2-heptyl-4(1H)-quinolone, an AQ

Gram (+4) bakterija potrebuje
DPD, the AI-2 precursor, 4,5 dihydroxy-2,3-pentanedione
A-Factor, 2-isocapryloyl-3-hydroxymethyl-butyrolactone
PQS, pseudomonas quinolone signal, 2-heptyl-3-hydroxy-4(1H)-quinolone
DSF, ‘diffusible factor’, cis-11-methyl-2-dodecenoic acid
30H-PAME, hydroxyl-palmitic acid methyl ester;
ATP-1, staphylococcal autoinducing peptide 1

4.2.5. Sirjenje signala preko celic

Veliko projektov v ¢asu tekmovanja iGEM je zahtevalo komunikacijo med celicami
in da se celice, ki sprejemajo sporocilo odzovejo le takrat, ko sporocilo res dobijo.
Problem je bil, da so celice rasle hkrati, ne pa Sele takrat, ko so dobile sporocilo. Pri
tem projektu je bila potrebna ravno taka komunikacija. Problema so resili postopku:

Po povrsini so isto¢asno »posejali< celice
Ena kolonija je odporna na ampicilin (zgornji desni kot), druge pa ne

Ko omenjena kolonija raste sproti unicuje antibiotik

To omogoca rast drugih celic, ki niso odporne na ampicilin

4.2.6. Novi deli
Skupina je razvila veliko novih delov in jih prispevala v Register.
hibridni promotorji (5)
sistemi za posiljanje in prejemanje (3)
XOR vrata
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4.2.7. Modeli

1. Linearni model

Linear Model

C B = 010 001 genes in E. coli

that sense signal
molecules and
respond

Hash Value

!
1
!
1
!
1
4
}
£ ¢
!
s 5

Slika 13. Diagram prikazuje kako lahko implementiramo preprosto zgoscevalno
funkcijo v petrijevi posodi z E.coli bakterijo. Ta model je osnova vseh ostalih
modelov.

zlato obarvane elipse predstavljajo kolonije opazene na povrsini

vhodni niz »CAB« je konvertiran v niz nicel in enic (1-prisotnost, 0-odsotnost
molekule)

prvi znak je uporabljen kot klju¢ na vrhu modela

drugi znaki so prikazani v modrih kapljicah

vsaka kolonija izratuna XOR dveh vhodov (1.vhod=zgornja kolonija, 2.
vhod=spodnja kolonija)

zgosctena vrednost je vrednost zadnje kolonije
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2. Split model

* DEAFCAB =011100000101010000001
* Key=H=111

Hash Value = 100=E

Slika 14. Vsak bit kljuca je XOR-an s prvim bitom sporocila. Rezultat ponovno
XOR-amo z drugim bitom ...

3. Spoke model

+ DEAFCAB = 011100000101010000001
+ Key=H=111

Hash Value = 000=A

Slika 15. Deluje podobno kot ’Split model’
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4. Net model

Message: DEA=011100000
Ring length: 12 Layers: 3

Hash Value = 100 = E

Slika 16. Vhod (biti) se preoblikuje v krozne celote. Koliko je takih celot
mora doloc¢iti uporabnik. Ko se sporocilo kon¢a in ¢e krozne celote niso polne, se
sporocilo ponavlja do zasedenosti. Posamezni biti so zgoSceni s svojimi sosednjimi
biti. Ti biti pa so potem zgoS€eni z biti iz nizjih kroznic. To se ponavlja dokler
se ne doseze spodnjega nivoja. Prednost tega modela je v fleksibilni velikosti,
medtem ko je pri drugih modelih velikost fiksna.

5. Twist model

Message: DEA=011100000
Ring length: 12  Layers: 3

}. 1100000011
0000011100

Slika 17. Deluje podobno kot 'Net model’
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6. Workin’ in, workin’ out model

Slika 18. Ta model je bil poskus narediti zgosc¢eno funkcijo v petrijevi posodi,
pri kateri bi zelo tezko prislo do kolizije. Poskus je deloma uspel. Funkcija
zadovoljuje pogoje dobre zgoscevalne funkcije
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4.3. Viz-A-Brick

To je graficni vimesnik nad registrom standardnih bioloskih delov. Z njim se iskanje in
predstava precej poenostavi. Hiter in lahek dostop do samega dela in njegove povezave
z ostalimi je pogoj za razvoj sinteticne biologije.
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Zgornja slika prikazuje primer, ko smo iskali BBa_B0011. Iskan del se nato
prikaze povezan z vsemi subparts (parts oz. intermediates), ki jih vsebuje ter z vsemi
superparts (devices oz. intermediates), ki iskan del vsebujejo. Vmesnik omogo¢a hitro
izbiranje posameznega dela v diagramu. Diagram pa se ustrezno spremeni glede na
novi izbrani del.

Vmesnik nam ponudi tudi informacije o kvaliteti ter izkusnjah o posameznem
delu. Vsak del ima svojo oceno, ki nam hitro pove kaksna je izkusnja s posameznim
delom.

Dostopen zastonj na http://gcat.davidson.edu/VizABrick/
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5. Valencia — Lightning Cell Display

5.1. Uvod

Namen projekta je dokazati, da je mozno nadzirati fiziologko delovanje celic neposredno
z dovajanjem elektri¢ne energije. Zato so se domislili bio-monitorja, sestavljenega iz
zivih celic, katere se aktivira s pomocjo elektricne napetosti. Celice morajo proizvajati
svetlobo.

Znano je, da se zivéne in miSi¢ne celice ter celice sréne miSice odzivajo na
elektri¢ne impulze. Vse uporabljajo »second messenger system«, ki deluje na podlagi
kalcijevega iona Ca?*, ki spodbudi njihov odziv, ko so pod napetostjo. Na zalost pa
imajo te celice tudi slabe lastnosti:

Zelo so izpostavljene okuzbam
Manipulacija z njimi je komplicirana in draga

Obcutljive so na zunanje vplive

Projekt je razdeljen na tri dele:

Dolocitev primerne celice (LEC — light emitting cell)
Analiza obnaganja celice

Iz celic sestaviti iLEC

5.2. Dolocitev primerne celice

Projekt na katerega se je skupina osredotocila je ugotoviti, kako kontrolirati fiziolosko
obnasSanje celic s pomocjo elektriénih Sokov. Pri tem pa je pomembno, da so celice
sposobne proizvajati svetlobo. Zato so delali na proteinu imenovanem aequorin.
Najdemo ga v meduzah in nekaterih drugih morskih zivalih in je bistven za svetlobo,
ki jo proizvajajo ti organizmi. Da aequorin proizvede svetlobo, ga je potrebno spojiti s
coelenterazinom. Coelenterazin oksidira, ko se kalcijevi ioni vezejo na zmes aequorin-
coelenterazin, pri tem pa se sprosca svetloba. To ni fluorescentna reakcija, ker aeqorina
ni potrebno spodbuditi s svetlobo.

Ker v laboratoriju niso zeleli delati z meduzami, so uporabili Saccharomyces
cerevisiae, ki spadajo v druzino kvasovk. Tako so lazje izvajali poizkuse in jih uporabili
na bio-zaslonu. Uporabili so gensko spremenjeno druzino kvasovk, katera vsebuje
aequorin. Ce le-te gojimo skupaj z umetno skupino coelenterazin, se kot rezultat
kemicnih reakcij skozi kalcijeve kanale sprosca svetloba.

Vendar glavni namen je bil elektriéno nadziranje teh reakcij. Zato so s kratkimi
elektri¢nimi Soki depolarizirali membrane. Tako so povzrocili napetostno odvisno
odpiranje kalcijevih kanalov, ki omogocajo vstop kalcija do citosola, kar povzroca
sproscanje svetlobe.

5.2.1. Rezultati testiranyg

WT - prikazuje zmes, ki vsebuje aquorin, coelenterazina in Ca2*

WT-coe — prikazuje zmes, ki vsebuje aquarin
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Slika 19. Puscice na grafu prikazujejo trenutek, ko so zmes postavili pod
napetost 16V. Sok je trajal 5 sekund.

5.2.2. Kontrola snovi
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Slika 20. Graf prikazuje obnaSanje razli¢nih zmesi po Soku z napetostjo 4V.

Kot vidimo dobimo tri skupine rezultatov

WT-popolna celica, ki vsebuje aquorin, coelenterazin in polno delujoce kalcijeve
kanale. Pri tem vidimo da je proizvedene najvec svetlobe.

CCH1, EDTA, MID1- celice, ki vsebujejo vse potrebne komponente, vendar so
kalcijevi kanali zaprti (na razlicne nacine). Rezultat je malo proizvedene svetlobe.
SD+-coe, SD medium, Yeasts-coe — celice, katerim je bila vzeta vsaj ena od
komponent potrebnih za zeleno delovanje. Rezultat je ni¢ proizvedene svetlobe.
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5.2.8. Vpliv napetosti
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Slika 21. Puscice prikazujejo trenutek, ko so zaceli dovajati elektriko. V teh
primerih opazujemo ¢asa vzpona in padca ter maksimalno jakost svetlobe.

5.2.4. Vpliv casa dovajanja elektrike

1400
— 1200
E W‘*‘H\;H
£ 1000 w
¢ g ]
8 *f . —= 5V, 15
E 800 - atn e
E ; s e s B, 55
S 4w ¥ BV, 108
2040 i:..l:‘.*‘l.‘n.-.t...lg-.ln .
0 ;
] 5 10 15
Time {min)

Slika 22. S spreminjanjem Casa v katerem je nasa celica pod napetostjo so dobili
naslednje rezultate

Iz slike je razvidno, da lahko celico predoziramo. To pa povzroci, da ne proizvede
svetlobe.
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5.2.5. Vpliv ponaviljanja
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Slika 23. Testirali so tudi ponavljanje vzbujanja celice pod dolo¢eno napetostjo,
z razliénimi ¢asi vzbujanja

5.2.6. Cas osveievanja

24V during 0,5s
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Slika 24. Namen tega testiranja je bil odkriti najkrajsi mozen Cas osvezevanja.
Tega so odkrili pri napetosti 24V in ¢asu vzbujanja 0,5s. Cas osvezevanje je 12s.

5.8. Aktivacija LEC

Ekipa se ponasa z povezovanjem elektronike in biologije na neposreden in inovativen
nacin. Zato so porabili veliko ¢asa za razvoj vezij in opreme, za hitro in robustno
kontrolo celi¢ne fiziologije.

Razvili so elektronsko vezje, ki lahko dovaja napetosti med 0 in 24V z natanc¢nostjo
0.1V. Vezje lahko kvasovkam dovaja tok v ¢asovnih intervalih do 20ms. To vezje je
bilo uporabljeno pri opisovanju elementa BBa-K222000 (oz. LEC). Ta sistem poskrbi
za zacetno stimuliranje celic. Rezultate pa izmerimo z luminometrom.
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Naprava je sestavljena iz naslednjih komponent:

Prva komponenta je sestavljena iz napetostnega vira in dveh elektrod za vzbujanje
celic.

Drugi del je optocoupler, ki opravlja funkcijo elektronskega stikala. Sestavljen je
iz led diode in fototranzistorja.

Zadnji del je odgovoren za nadzor ¢asovnega intervala, v katerem je celica
izpostavljena napetosti. Pri tem so si pomagali s PC zvo¢no kartico in MatLab-
om.

Izhodni signal iz zvocne kartice je bil spremenjen s posebnim filtrom in poslan
skozi 2 operacijska ojacevalnika, da bi dobili kar se da tocen signal za aktivacijo
optocoupler-ja. Ojacevalnika sta napajana z 5V in ozemljena. Tako imamo na izhodu
5V, ko je zvocna kartica aktivna in OV ko ni aktivna.

____ Operational

_____\__.__\_:,__ Amplifier
Rectifier and Filter .

-

NN - 5V ks =
[ N '[El :. — I Rz
_ L

S S L
Sound Card — =
5 ?SFUJ |
|
Variable Power r i .
Supply ~ ‘J, 2

-

Opto-iselator

Yeast ~ S ——

Slika 25. Tak sistem nam omogoca spodbujanje enega kanala v eni LEC. Za
vegji sistem (zaslon) potrebujemo polje elektrod povezanih na multiplekser.

5.4. iLEC polje

Ko so opisovali znacilnosti svetlobnega odziva kvasovk na stimulacijo z elektricnim
pulzom, so ugotovili, da je ¢as osvezevanje priblizno 10s. Odlocili so se za polje 96
samostojnih pikslov (celi¢nih kultur), tako da lahko sodelujejo pri kreiranju animiranih
slik. Ta sistem predstavlja prvi zaslon, ki je sestavljen iz zivih celic.

5.4.1. Izdelovanje podpore za vseh 96 pikslov

Da bi lahko postavili 96 izhodov na zeleno napetost, so zamenjali zvo¢no kartico
z 24 kanalov 8iroko podatkovno kartico, ki je sposobna lo¢eno kontrolirati vhodne
amplitude in ¢asovno varirajoce elektricne impulze. Ker ima kartica 24 izhodov,
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potrebno pa je kontrolirati 96 pikslov, nam elektri¢no vezje omogoca identifikacijo
vsakega piksla z kombinacijo 20-ih izhodov. Ti pulzi so signali za priziganje in ugasanje
stikala nad poljem pikslov.

Soorce

Yeast

Card | Card Card & Card p Cand A Card [y Card [\ Card &
FicX

5.4.2. Kontroliranje sistema

Za kontroliranje podatkovne kartice na tak nacin, da bi jo lahko uporabili za
izbiro primernih pikslov, so implementirali poseben program. Program sliko najprej
razdeli na 96 delov, nato pa glede na intenziteto slike poslje signal preko podatkovne
kartice, ki je preko USB priklopljena na prenosnik, izbranemu pikslu. Tak sistem
omogoca posiljanje ve¢ zaporednih slik, kar nam omogoca predvajanje razli¢nih ¢rno-
belih animacij.
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5.5. BioBrick: BBa_K222000

Rezultat celotne raziskave je BioBrick: Bba_K222000 ali aequorin. To je poseben
protein, ki je izoliran iz svetle¢ih meduz in drugih morskih organizmov. Prvi ga je
uspel izolirati Osamu Shimomura. Danes poznamo ve¢ tipov aequorina, odvisno od
organizma iz katerega izvira.

Celice ki vsebujejo ta del, lahko proizvajajo apoprotein. Le-ta sam ne proizvaja
svetlobe. Potrebno ga je zdruziti skupaj z coelenterazinom v prisotnosti Ca?* iona.
Dve komponenti aequarina se rekonstruirajo spontano in tako tvorijo nov protein. Ta
ima tri mesta na katera se lahko vezejo kalcijevi ioni, kar povzroci da se zacne protein
spreminjati. Pretvarja se z oksidacijo coelenterazina v stimuliran coelentaramid in
CO;. Ko se spodbujen coelenteramid vra¢a v osnovno stanje, se spros¢a modra
svetloba.

5.5.1. Osnovne znacilnosti

Kompleks aeqorina in coelenterazina potrebuje Ca?t ione za proizvajanje svet-
lobe. Kalcij vstopi skozi posebne kalcijeve kanale prisotne v celicnih membranah.
Kanale odpremo s spreminjanjem transmembranskega potenciala, zato jim tudi recemo
napetostno odvisni kanali. Enacba ki opisuje prehod kalcija skozi kanale:

lo, =9, V)(V - Ec,)

Pri tem je g prevodnost (kalcijeva prevodnost) kanala, V je transmembranski
potencial, E¢, pa je Nernst-ov potencial (elektricni potencial, ki se vzpostavi zaradi
razlicne koncentracije ionov na eni in drugi strani membrane).

Glede na to, da ti kanali prepuscajo samo kalcij in imajo samo dve stanji (odprto
in zaprto), lahko celotno prevodnost glede na stevilo kalcijevih kanalov izrazimo kot
mnozenje maksimalne prevodnosti ¢ in delezem odprtih kanalov. Ta delez je izrazen
s spremenljivkami m in h, ki sta odvisni od napetosti in ¢asa Soka.

ICa = gm(tﬂ V)h(ta V)(V - Eca)
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Maksimalna prevodnost g je pri bolje raziskanih celicah (npr. zivéne celice) znana.
Pri Saccharomyces cerevisiae, pa ta vrednosti ni znana. Zato so jo morali dolociti
eksperimentalno.

g = 21.368uS

Odpiranje teh vrat in posledi¢no vstop kalcija v citoplazmo, kar povzroci svetlobo,
lahko povzro¢imo na dva nacina kemijsko in elektri¢no.

5.5.2. Kemijska stimulacija
Alkalijski sok, ki ga sprozimo z KOH, povzroci vstop kalcija v citoplazmo. Graf
prikazuje odziv na 30uL KOH.
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Opazili so tudi, da s ve¢anjem koli¢cine KOH, dobijo ve¢ svetlobe. Koli¢ina KOH
izrazena v legendi je v uL.
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Opazili so tudi, da lahko pri primerni koli¢ini aequorina in coelenterazina sprozijo
ve¢ stimulacij eno za drugo.
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5.5.3. Elektricna stimulacija
Kalcijeve kanale lahko odpremo tudi z elektricnim Sokom. Koli¢ina svetlobe, ki
se sprosti je odvisna od trajanja elektricnega Soka in jakosti le-tega.

15V during5s 1,5V during10 s
4 500 ™1 ? 1300 ¢
fer~ iz
] ‘\__‘__‘_______ B ! = = —
B S =" i/ o
fa i £
a 5 0 o 3 I 5
Tirse o} Tiens: {min)
: 4,5V during10s
4,5V during 55 450
A
. L S —
3 2000 2 00
2 ] !
i 1580 + -y E i
oA e ey
(X3 L ”"_\_ *
o 5 ] 1% n ] ’ PR 1 1 3 %

Tirra {miifi] Tame fmin}

Kljuénega pomena je ¢as dovajanja elektrike. Opazimo, da pri kratkem in mo¢nem
soku celica odreagira hitro (graf je zelo 3picast), pri daljSem Soku, pa je graf bolj
polozen.
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Do tega pride, ker daljSe izpostavljanje elektricnemu toku, povzro¢i poskodbo
celic. Vsebina celic (vkljuéno z aequorinom in coeleterazinom) se razlije po mediju
in reakcija sproscanja svetlobe je bolj enakomerna (glede na cas). V primeru nizke

napetosti (npr. 1,5V), do tega pojava ne pride.

Ceprav prejsnji grafi kazejo, da druga stimulacija povzro¢i manjse vrhove, lahko

z razlitnimi ¢asi elektriénih Sokov dosezemo drugacne rezultate.
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Po daljsem testiranju, da bi odkrili najbolj primeren nac¢in stimuliranja so nasli

spodnjo resitev.
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Tako so dobili najkrajsi ¢as osvezevanja 12s, pri 24V v 0,5 sekunde.
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