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1 UVOD                      

Sintezna biologija se, med drugim, ukvarja z iskanjem lažjega načrtovanja bioloških 

sistemov ob nespremenjeni zanesljivosti sistema (Purnick in Weiss, 2009). Osnovna 

zamisel je, izgradnjo celičnih sistemov gledati podobno kot električna vezja. Pri električnih 

vezjih je vsak delujoč in zmogljiv sistem sestavljen iz končnega števila komponent, kjer 

imajo lahko posamezne komponente, glede na to s katerimi drugimi komponentami 

interagirajo, različne in drugačne vloge. Vprašanje, kako izboljšati umetno ustvarejene 

biološke sisteme, pa ima več odgovorov; lahko preurejamo celotne genome, lahko se 

osredotočimo na skupke genov ali na posamezne gene, ki kodirajo genetske informacije, 

ali se usmerimo na končne produkte - informacije, prevedene iz genov, ter ostale gradnike 

(Bromley in sod., 2008). Ne glede na izbran pristop pa je ključnega pomena 

standardizacija. Dosežemo jo preko načrtovanja in izgradnje standardnih komponent, ki 

lahko v različnih kontekstih opravljajo podobne naloge. Te komponente moramo 

popolnoma okarakterizirati: od sekvence do strukture, glede na interakcije komponent z 

drugimi celičnimi molekulami, ter nenazadnje glede na same biološke funkcije 

komponent.. Če so komponente med sistemi prenosljive,  s tem olajšajo načrtovanje 

vsakega naslednjega novega sistema (Fletcher in sod., 2012).  

 

Sintetična biološka logična vezja so umetno ustvarjeni biološki sistemi, ki zaznavajo 

vstopne informacije, jih predelajo ter glede na vstopne informacije tvorijo določen celični 

odziv (Xie in sod., 2011). Lahko se jih uporablja v metabolnem inženirstvu za izdelavo 

celic, ki zaznajo ter se odzovejo na rakave celice (Rinaudo in sod., 2007; Xie in sod., 2011) 

ter v številnih drugih aplikacijah (Joachimiak in sod., 2006; Win in Smolke, 2008). S 

takšnim pristopom lahko rešujemo probleme v proizvodnji goriv, okoljske težave, 

napredujemo v medicini ter poglobimo bazično znanje o delovanju celic (Purnick in Weiss, 

2009; Ro in sod., 2006; Win in Smolke, 2008)  Raziskovalci so uspeli izdelati že številna 

logična vezja, ki lahko delujejo na transkripcijski, translacijski ali post-modifikacijski ravni 

(Bhattacharyya in sod., 2006). Omenjeni sistemi se uporabljajo za zdravljenje in diagnozo 

raznih bolezni (Cheng in Lu, 2012). Trenutno pa večina novosti v sintezni biologiji temelji 

na načrtovanju genetskih vezij, predvsem zato, ker zelo dobro razumemo delovanje 

transkripcijskih faktorjev in ostalih proteinov, ki interagirajo z DNK ter tako sodelujejo pri 

transkripciji (Gardner in sod., 2000). Sistemi, ki temeljijo na regulaciji genetskega 

izražanja, lahko nudijo predvidljivo regulacijo, vendar s počasnimi  odzivi, saj je za 

njihovo delovanje najprej potrebna obdelava s transkripcijskimi ter nato še s 

translacijskimi procesi. Celice zmožne tvorjenja bistveno hitrejših odzivov, ki temeljijo na 

proteinskih interakcijah ali modifikacijah (Das in sod., 2009). Tako hitre celične odzive 

opažamo pri izločanju nekaterih hormonov, kot je inzulin (Curry in sod., 1986). Za številne 

aplikacije, kjer je hiter odziv nujen, so genetska logična vezja prepočasna, zato se 

raziskovalci usmerjajo tudi v izdelavo hitro odzivnih signalnih poti. V naravi potekajo 

prenosi signalov večinoma na proteinskem nivoju preko proteinskih interakcij, post-
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translacijskih modifikacij, sprememb proteinskih stabilnosti ter njihovi lokalizaciji. 

Usmeritev v ustvarjanje novih signalnih poti, ki temeljijo na hitrih post-translacijskih 

modifikacijah, bi lahko vodila do novih spoznanj pri zdravljenju ali hitri diagnozi bolezni 

in biotehnoloških napredkov (Fink in sod., 2018). 

 

V diplomski nalogi bomo opisali ter testirali na obvitih vijačnicah (ang. coiled coils, v 

nadaljevanju CC) in proteolizi osnovanih konstruktih temelječ sistem za logično 

procesiranje signala, ki omogoča hiter odziv na izbran dražljaj. S ciljem zagotoviti jasnost 

bomo v pregledu literature opisali posamezne komponente sistema, na koncu pa tudi 

celoten sistem. Naša hipoteza je, da bomo z načrtovano potjo v sesalskih celicah prek post-

translacijskih modifikacij hitreje dosegli signal kot s transkripcijo. 

1.1  PREGLED LITERATURE             

1.1.1 Obvite vijačnice 

Osnovne oblike sekundarne zgradbe proteinov so α-vijačnice ter β-ploskve. CC so 

oligomeri dveh ali več α-vijačnic, ki se združujejo zaradi šibkih interakcij med 

aminokislinskimi ostanki. V celicah so CC odgovorne za izvajanje številnih bioloških 

funkcij, njihovo zlaganje pa razumemo veliko bolje, kot zlaganje večine drugih proteinov 

(Lupas, 2005). V naravi se pojavljajo zelo pogosto ter v različnih vlogah - kot sestavni deli 

nekaterih antimikrobnih peptidov (Huang, 2010), kot transmembranski proteini (White, 

1999) ter kot DNK-vezavne domene (Pabo in Sauer, 1984). 

 

 

Slika 1: Prikaz heptade ter združitve CC (Ljubetič in sod., 2017). 

 

Sekundarna struktura α-vijačnice je stabilizirana z vodikovimi vezmi med kisikom iz 

karbonilne skupine ter amino skupino, ki se nahaja tri ali štiri peptidne vezi nižje v 

proteinski sekvenci. Na en zavoj se pojavi 3,6  aminokislinskih ostankov. CC se združijo 

tako, da s tem skrijejo hidrofobne aminokislinske ostanke. Majhno neujemanje v 

ponavljanju teh ostankov privede do levosučnega superzvitja. Tako pri CC v enem zavoju 

zaradi superzvitja nastane 3,5 aminokislinskih ostankov. Pojavi se značilen na vsakih 

sedem aminokislinskih ostankov ponavljajoč se vzorec, sestavljen iz hidrofobnih in 

polarnih aminokislinskih ostankov, zato takšno ponovitev imenujemo heptada. Omenjenih 

sedem aminokislinskih ostankov označujemo z abcdgef (Mason in Arndt, 2004; Lupas, 

1996). Aminokislinska ostanka na poziciji a in d sta hidrofobna in s tem stabilizirata 
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dimerizacijo prek hidrofobnih in van der Waalsovih interakcij. Ostanka e in g sta nabita 

aminokislinska ostanka in s tem ojačata dimerizacijo prek elektrostatičnih oziroma ionskih 

interakcij. Aminokisline na pozicijah b, c in f pa so hidrofilne narave in posledično je CC v 

polarni raztopini topen (O'Shea in sod., 1993). V snopu CC so lahko α-vijačnice usmerjene 

paralelno, kjer so pri vseh α-vijačnicah C in N terminalni konci usmerjeni v isto smer, ali 

pa antiparalelno, kjer so C in N konci usmerjeni vsaksebi v nasprotni smeri (Lupas, 1996). 

Z izbiro aminokislin, ki bodo sestavljale izbrano heptado, lahko vplivamo tudi na 

specifično tvorjenje komplementarnih CC heterodimerov (Gradišar in Jerala, 2010). Na 

oba izmed CC dimerov lahko pripnemo polovico željenega razpolovljenega proteina. 

Komplementarni vijačnici bosta tako razcepljena proteina pripeljali v funkcionalno enoto 

(Shekhawat in sod., 2009). Slednje so Shekhawat in sod. leta 2009 uporabili v raziskavi, 

kjer so kot reporter uporabili razpolovljeno luciferazo ter za dodaten nadzor nad parjenjem 

komplementarnih vijačnic inhibitorno α-vijačnico. Na eno izmed prvotnih dveh vijačnic, ki 

se bosta kasneje združili, so s povezovalnim peptidom pripeli vijačnico, ki sterično ovira 

predčasno parjenje komplementarnih vijačnic. S povezovalnim peptidom, ki vsebuje 

cepitveno mesto za željeno proteazo, so zagotovili, da se parjenje komplementarnih 

vijačnic ter posledično združitev cepljene luciferaze zgodi šele po proteolitični cepitvi 

povezovalnega peptida, ki drži na mestu inhibitorno α-vijačnico. Komplementarni 

vijačnici, ki imata pripeto vsaka svojo polovico luciferaznega reporterja, se tako združita 

šele po proteolitični cepitvi inhibitorne α-vijačnice (Slika 2). 

 
 

Slika 2: Prikaz parjenja komplementarnih vijačnic z razpolovljenim luciferaznim reporterjem (Shekhawat in 

sod., 2009). 

 

Ker sta aminokislinska zgradba ter strukturne lastnosti parjenja CC dobro okarakterizirani, 

jih je možno de novo ustvariti s točno željenimi lastnostmi, kot so ortogonalnost, afiniteta 

združevanja in inducibilno parjenje (Litowski in Hodges, 2002; Gradišar in Jerala, 2010; 

Fletcher in sod., 2012). Med drugim so razvili transmembranski snop 4 vijačnic, ki 

omogočajo transport Zn
2+

 ionov (Joh in sod., 2014), Ljubetič in sod. pa so leta 2017 uspeli 

narediti samo-sestavljajoče se proteinske origamije, ki se in vitro ter in vivo zložijo v 

katerokoli obliko poliedra. Ti bi lahko služili v terapevtske ali neterapevtske namene.  
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1.1.2 Signalizacija s proteolizo  

Prva opisana, izolirana in poimenovana proteaza je pepsin, ki ga je Theodor Schwann 

izoliral iz sokov prebavnega sistema ter pri tem opazil njeno sposobnost razkrajanja 

jajčnega albumina (Mueller, 1836, cit. po Paschkowsky in sod., 2018). Pri proteolizi pride 

do hidrolize ene ali večih peptidnih vezi. Proteolizo lahko vršijo katalizatorji oziroma 

encimi, lahko pa se dogaja spontano ob visokem ali nizkem pH-ju.  

 

Proteoliza je poleg fosforilacije ena izmed hitrih post-translacijskih modifikacij, preko 

katerih se celice odzivajo na signale. Mnogi celični procesi, predvsem tisti, ki zahtevajo 

hiter odziv, so regulirani s proteolizo.. Med procese v celicah, ki so regulirani z mestno 

specifično proteolizo, spadajo tudi Notch signalizacija (Kidd in sod., 1998), aktivacija 

komplementa pri prirojenem imunskem odzivu (Sim in Tsiftsoglou, 2004) ter pretvorba 

neaktivnih hormonov v njihove aktivne oblike (Hsueh, 1984).  

1.1.2.1    Na proteolizi temelječi umetni sistemi 

Večina sintetičnih logičnih vezij v sesalskih celicah temelji na počasnejši transkripciji ter 

translaciji, obstajajo pa tudi takšna, ki temeljijo na regulaciji s proteolizo. Kot primer lahko 

podamo v celice vnešen sistem, ki ob okužbi s HIV povroči translokacijo specifičnih 

transkripcijskih faktorjev (Majerle in sod., 2015). Shekhawat in sod. so leta 2009 izdelali 

logično vezje znotraj sesalskih celic, ki zmore predelovati enostavne logične operacije in 

temelji na proteolizi. Gao in sodelavci so leta 2018 objavili sistem CHOMP, ki temelji na 

proteolizi ter omogoča hiter odziv in izvajanje Boolean funkcij. Fink in sod. pa so leta 

2018 objavili hitro odzivni sistem v sesalskih celicah, ki je sposoben izvajanja Boolean 

logičnih funkcij ter signalnih kaskad. 

1.1.2.2    Mestno specifične proteaze iz rastlinskih virusov 

Z namenom ustvariti sistem, ki temelji na proteolitičnih cepitvah ter hkrati ne interferira z 

naravnim celičnim sistemom, je potrebno poiskati ortogonalne proteaze. Virus tobačnih 

razjed (ang. tobacco etch virus, v nadaljevanju TEV) izrazi svoj genom kot en velik 

poliprotein z velikostjo 350 kDa. Proteaza TEV (TEVp) je ena izmed treh proteaz TEV, ki 

cepi omenjeni poliprotein na funkcionalne enote (UniProt: TEV polyprotein, 2019). V 

biotehnoloških postopkih je postala zelo priljubljena zaradi relativno dolgega in zelo 

specifičnega cepitvenega mesta z aminokislinskim zaporedjem: ENLYFQ-S/G, kjer znak – 

označuje cepitveno mesto (Carrington in Dougherty, 1988). Predvsem zaradi tega pa tudi 

zaradi relativne neobčutljivosti na proteinazne inhibitorje jo pogosto uporabljajo za 

odstranjevanje afinitetnih označevalcev iz fuzijskih proteinov (Parks in sod., 1994). Ena 

izmed pomanjkljivosti izbrane proteaze pa je, da je podvržena avtolizi oziroma 

samorazgradnji, kar pa so rešili z zamenjavo aminokisline na mestu, kjer se proteaza 

razgradi, ter s tem izboljšali njeno delovanje (Kapust in sod., 2001). Druga proteaza je 



Jovanovski  M. Načrtovanje hitro odzivnih poti za sesalske celice. 

   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 

5 

 

izolirana iz virusa šarke (ang. plum pox virus, v nadaljevanju PPV). Proteaza PPV (PPVp), 

prav tako kot pri TEV, sodeluje pri cepitvi poliproteina v funkcionalne enote. PPV se v 

biotehnologiji uporablja tudi kot ekspresijski vektor pri rastlinah (García in sod., 2006), 

njegovo proteazo pa prav tako kot pri TEV uporabljajo za odstranjevanje afinitetnih 

označevalcev (Zheng in sod., 2007). Drugi dve proteazi sta iz virusa mozaika soje (ang. 

soybean mosaic virus, v nadaljevanju SbMV) ter iz virusa mozaika sončnice (ang. 

sunflower mild mosaic virus, v nadaljevanju SuMMV). Fink in sod. so leta 2018 objavili 

raziskavo, v kateri so ugotovili, da so 4 proteaze  virusov iz družine Potyviridae 

ortogonalne ter netoksične za človeških embrionalnih celicah iz ledvic (HEK) 293T. 

 

Wehr in sod. so leta 2006 objavili študijo, v kateri so opisali novo tehniko za preučevanje 

proteinskih interakcij v sesalskih celicah. TEVp so razcepili na dva neaktivna fragmenta 

ter na vsak fragment priklopili domeno, ki bo povzročila dimerizacijo kompleksa. Po 

združitvi obeh neaktivnih delov proteaza ponovno pridobi svojo aktivnost ter proteolitično 

aktivira reporter. V sistematskem iskanju najboljše razcepljene variante TEVp so 

upoštevali aktivna mesta proteaze ter se jim pri cepitvi izogibali. Ugotovili so, da v 

primerjavi s katalitično aktivnostjo cele TEVp prikažeta najvišjo aktivnost varianti N-

TEV(1–118)/C-TEV (119–242) in N-TEV(1–70)/C-TEV(61–242), kjer N-TEV predstavlja 

N-terminalni konec razcepljene proteaze, C-TEV predstavlja C-terminalni konec 

razcepljene proteaze, številke pa predstavljajo mesta v aminokislinskem zaporedju (Slika 

3).  

 
 Slika 3: Aktivnost dveh razcepljenih variant TEVp (spodnji dve) v primerjavi z nerazcepljeno TEVp 

(zgoraj), rumeno označena so aminokisline v katalitičnem aktivnem mestu (Wehr in sod., 2006). 

 

Proteaze iz PPV, SbMV ter SuMMV so homologne TEVp, kar omogoča lažje načrtovanje 

cepitve omenjenih proteaz, kjer so raziskovalci na podlagi terciarne strukture TEVp ter 

njegove razcepljene oblike s pomočjo tri-dimenzionalnega modeliranja ustvarili 

razcepljene proteaze PPV, SbMV in SuMMV (Fink in sod., 2018). Metodo razcepljene 

TEVp so, med drugim, uporabili za merjenje od fosforilacije odvisnih proteinskih 

interakcij ter bežnih proteinskih interakcij, ki se zgodijo na membrani ali v citosolu (Wehr 

in sod., 2008), za preučevanje kaspaz, vključenih v apoptozo (Gray in sod., 2010) ter za 
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preučevanje receptorjev, sklopljenih z G-proteinom (Galinski in sod., 2018). Razcepljene 

proteaze se lahko uporablja tudi v logičnih vezjih (Gao in sod., 2018; Fink in sod., 2018). 

1.1.2.3    Boolove funkcije 

Boolove funkcije so funckije, katere vrednosti lahko zavzamejo le vrednosti ''resnično'' (v 

nadaljevanju 1) ali ''napačno'' (v nadaljevanju 0).  Takšne funkcije se uporabljajo predvsem 

v električnih napravah. Z ugotovitvijo, da tudi živčna vezja v živih organizmih podobno 

delujejo, saj je živec ob danem času lahko le vzdražen ali nevzdražen, brez stabilne vmesne 

faze, so se začele Boolove funckije vključevati tudi v biološke vede (Jackson, 2017).  V 

sintezni biologiji s pomočjo Boolovih funkcij v bioloških vezjih uporabljamo celice za 

izvajanje logičnih operacij tako, da opredelimo tisto fizikalno lastnost celice, katere stanje 

bo določalo vrednosti 0 ali 1. Lastnosti, ki predstavljajo zalogo Boolovih vrednosti, 

kvalitativno cenimo s primerjavo med posameznih celicah, ko se le-te v stanju 0 ali v 

stanju 1.  Logična vrata, kot so IN, NE, ALI ter njihove kombinacije, obdelajo vstopne 

signale v skladu z logično funkcijo v izstopne signale, pri čemer je pri prenosu signalov 

treba zagotoviti, da ne prihaja do nezaželenih interakcij z netarčnimi molekulami (Beal, 

2015). S pomočjo načrtovanih logičnih vrat v izbranih celicah se lahko ustvari senzorje za 

detekcijo in uničenje rakavih celic (Nissim in Bar-Ziv, 2010), lahko se jih uporabi tudi za 

monitoring okoljskih onesnažil (Wu, 2013) in tudi za ustvarjanje celičnih spominov, ki se 

prenašajo preko več generacij (Siuti, 2013). Ker s takšnimi sistemi lahko tudi zaznavamo 

ter zdravimo anomalije v celicah oziroma organizmu, predstavljajo sistemi, ki za svoje 

odzivanje uporabljajo procesiranje prek Boolovih funkcij, zanimiv pristop za zdravljenje 

bolezni v prihodnosti (Singh, 2014). 

1.1.3  Inducibilni sistemi 

Za boljše razumevanje delovanja celic ter procesov v njih poustvarjamo sisteme, ki 

oponašajo naravne procese, ter tako skušamo izvedeti več o mehanizmih znotraj celic. 

Posamezen protein je v procesu redko edini dejavnik, saj je za optimalno delovanje 

procesov nujno potrebna regulacija, ki mnogokrat poteka preko proteinskih interakcij. 

Procesi znotraj celic pa so lahko inducirani preko različnih dogodkov, kot so dimerizacija 

(Heldin, 1995), proteoliza (LeMosy in sod., 1999), fosforilacija in defosforilacija (Ardito 

in sod., 2017), redukcija disulfidne vezi (Wittenberg in Danon, 2008), acetilacija (Tang in 

sod., 2007), metilacija (Aletta in sod., 1998) in glikozilacija (Wells, 2001).  

 

Procese lahko inducira proteoliza, kot na primer pri aktivaciji kaspaz, kjer encimska 

aktivacija začetne kaspaze vodi do proteolitične aktivnosti efektorskih kaspaz in 

posledično do cepitve ključnih proteinov, kar vodi do apoptoze celice (Nuñez in sod., 

1998). 
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Inducirana dimerizacija, kjer pride do združitve dveh ločenih enot, je eden izmed načinov 

regulacije signala znotraj celičnega sistema. Poznamo več vrst inducirane dimerizacije: 

kemijsko inducibilna dimerizacija (ang. chemically induced dimerization, v nadaljevanju 

CID) (Kopytek in sod., 2000), od fosforilacije odvisna dimerizacija (Liu in sod., 2012) in 

svetlobno inducirana dimerizacija (Ballister in sod., 2014). Dimerizacija je kritičnega 

pomena, med drugim, za transmembranski prenos signala preko receptorjev (Klemm, 

1998). Tudi pri delovanju hormonov najdemo aktivacijo preko vezave liganda, kjer, na 

primer, vezava enega hormona na oba receptorja slednja združi in ju aktivira. Takšno 

regulacijo so opazili pri mehanizmih delovanja človeškega rastnega hormona (hGH) 

(Boger in Goldberg, 2001).  

1.1.3.1    Kemijsko inducibilna dimerizacija 

CID je kontrolirana dimerizacija dveh ločenih enot, kjer se ob prisotnosti manjše molekule 

združita dva ločena proteina (Kopytek in sod., 2000). Če sta dimerni domeni enaki, 

govorimo o homodimerizaciji, če sta dimerni domeni različni, pa o heterodimerizaciji. CID 

lahko uporabimo za aktivacijo ali kontrolo biološke funkcije. Prva v ta namen razvita mala 

molekula je FK1012 – dimer takrolimusa (FK506) (Fegan in sod., 2010; Diver in 

Schreiber, 1997). Takrolimus se veže na FK506 vezavni protein (ang. FK506 binding 

protein, v nadaljevanju FKBP), ki je vključen v vrsto procesov, kot so zlaganje proteinov, 

transkripcija ter aktivacija celic T (Kang in sod., 2008). Takrolimus v svoji dimerni obliki 

združi dve enoti FKBP ter tako iz njiju tvori homodimer (Fegan in sod., 2010). Problem 

homodimerizacije je, da v nekaterih primerih prihaja do neželjenih paritev. Če imamo, na 

primer, fuzijska proteina X-A in X-B prisotna v enakih količinah, kjer je X dimerizacijska 

domena ter B in A želena proteina, ki pridobita funkcijo šele po združitvi, so bodo po 

naključni paritvi parili po naslednji formuli; 50% parov bo heterodimerov (A-XX-B), 25% 

bo homodimerov A-XX-A ter 25% homodimerov B-XX-B. Heterodimerizacija omenjen 

problem reši, zato so se raziskovalci usmerili v iskanje oziroma izdelavo male molekule s 

tako kemijsko strukturo, da bi povzročila heterodimerizacijo (Belshaw in sod., 1996, cit po 

Fegan in sod., 2010). V iskanju različnih pristopov so Belshaw in sod. leta 1996 izdelali 

heterodimerni dimerizator, sestavljen iz FK506 ter ciklosporina, Rivera in sod. pa so istega 

leta opisali pristop, kjer so kot malo molekulo za indukcijo heterodimerizacije uporabili 

rapamicin (Rivera in sod., 1996). 

1.1.3.2    Z rapamicinom inducirana dimerizacija 

Rapamicin spada v skupino poliketidov, bolj natančno makrolidov, ki vsebujejo laktonski 

obroč (Findlay in Radics, 1980). Zaradi svoje asimetrične strukture se nanj lahko vežeta 

dve različni proteinski domeni (Slika 3). Surendra Nath Sehgal je spojino izoliral iz 

organizma Streptomyces hygrosopius (Vézina in sod., 1975). Sprva so opazili, da ima 

učinkovina zelo dobre protiglivne učinke, šele kasneje pa so potrdili tudi imunosupresivne 
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učinke. Zanimanje za rapamicin je naraslo šele leta 1987 po odkritju imunosupresanta 

FK506. Po ugotovitvi, da ima rapamicin zelo podobno strukturo kot FK506, so raziskave 

rapamicinovih imunosupresantnih učinkov še poglobili (Tanaka in sod., 1987, cit. po 

Banaszynski in sod., 2005). Rapamicin se veže na FKBP z visoko afiniteto (Kd = 0,2 nM) 

(Bierer in sod., 1990), prav tako pa se hkrati veže tudi na 100-aminokislin dolgo domeno, 

ki jo naslavljamo z več imeni tarča za rapamicin pri sesalcih (mTOR) oziroma FKBP-

rapamicin vezavna domena (FRB) (Stan in sod., 1994).  

 

 
Slika 4: Struktura rapamicina z označenima vezavnima domenama ter shemo vezave FKBP ter FRB 

(Banaszynski in sod., 2005). 

 

Rapamicin se uporablja kot imunosupresant pri organskih presaditvah ter kot specifičen 

inhibitor mTOR. mTOR je kinaza, ki tvori katalitično podenoto dveh kompleksov, ki sta 

vpletena v  številne različne celične procese: mTOR kompleks 1 ter mTOR kompleks 2 

(ang. mTOR complex 1 ter mTOR complex 2, v nadaljevanju mTORC1 in mTORC2). 

mTORC1 regulira ravnotežje med anabolnimi ter katabolnimi procesi v primeru hranjenja 

oziroma stradanja preko kontroliranja homeostaze glukoze; mTORC1 ter mTORC 2 sta 

vpletena v razvoj možganov; mTORC1 je povezan z razvojem raka ter staranja, vpleten pa 

je tudi v regulacijo celičnega cikla. V povzetku, mTOR signalizacija ima pomembno vlogo 

pri  odzivanju organizma na okoljske pogoje preko regulacije metabolizma (Saxton in 

Sabatini, 2017).  

 

Pogosto pa se rapamicin uporablja tudi zaradi svoje sposobnosti indukcije dimerizacije. 

Želene proteine lahko oblikujemo kot fuzijske proteine s FKBP in FRB, jih nato 

dimeriziramo z dodatkom rapamicina ter opazujemo interakcije fuzijskih proteinov ali pa 

induciramo regulacijo izražanja genov (Muthuswamy in sod., 1999; Bohdanowicz in Fairn, 

2011).  Težava pri uporabi rapamicina v sesalskih celicah kot dimerizatorja je ta, da je 

FKBP vezavna domena tudi naravno prisotna v sesalskih celicah. Zaradi tega prihaja do 

neželjene kompeticije za vezavo in posledično zmanjšane učinkovitosti umetno 

vzpostavljenega sistema (Liang in sod., 2011). Ker se rapamicin veže na endogeno 



Jovanovski  M. Načrtovanje hitro odzivnih poti za sesalske celice. 

   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 

9 

 

biomolekulo znotraj celice, ima tudi stranske učinke. Upočasnjuje celično rast preko 

inhibicije sinteze proteinov, inhibira aktivacijo kinaze p70 S6 preko  interlevkina 2 (IL-2), 

kar preprečuje celicam T vstop v S fazo ter s tem njihovo proliferacijo  (Khandelwal in 

Varma, 2007; Kuo in sod., 1992). Take stranske učinke so želeli zmanjšati z novimi 

sintetičnimi analogi - rapalogi. Vendar pa se je izkazalo, da večina rapalogov, za ceno 

zmanjšane toksičnosti, pridobi na nestabilnosti ter višji ceni (Stakunas in sod., 2003).  

1.1.3.3    Z abscizinsko kislino (ABA) inducirana dimerizacija 

Da bi premostili težave, ki nastanejo pri uporabi rapamicina ter njemu podobnih molekul, 

so se leta 2011 Liang in sod. osredotočili na drugo malo molekulo – abscizinsko kislino, ki 

v rastlinah deluje kot hormon, udeležen pri posredovanju stresnega odziva ter rasti rastlin 

(Finkelstein, 2013). Družina proteinov, imenovana PYR/PYL/RCAR, igra ključno vlogo 

pri posredovanju celičnega odziva, ki ga tvori ABA (Ma in sod., 2009). PYR/PYL/RCAR 

proteini se vežejo na ABA in s tem omogočijo, da se kompleksu pridružijo  proteinske 

fosfataze 2C (ang. protein phosphatases 2C, v nadaljevanju PP2Cs), kamor spadajo ABI1, 

ABI2 in HAB1 (Leung in sod.,1994; Ma in sod., 2009; Meyer in sod., 1994; Miyazono in 

sod., 2009). 

 

ABA je zaradi svoje vseprisotnosti v rastlinah, ki predstavljajo tudi del naše prehrane, 

poceni in ni toksična za sesalske celice (Federal Register, 2008). Kljub temu, da je ABA 

znan kot rastlinski hormon pa je v zadnjem času postalo jasno, da ABA nastaja tudi v 

nekaterih sesalskih celicah (Bruzzone in sod., 2007; Bruzzone in sod., 2008; Le Page-

Degivry in sod., 1986), zato bo potrebno raziskati kakšen vpliv bi lahko imela ABA na 

druge procese.  

1.1.3.4    Sistem za inducibilno transkripcijo  

CRISPR/Cas9 je sistem, ki ga imajo bakterije in arheje za odpornost proti okužbam z 

bakteriofagi ter za zaščito pred neželjenimi prenosi plazmidov. Sistem usmerja enojna 

vodilna RNA (ang. single-guide RNA, v nadaljevanju sgRNA, ki išče komplementarno 

regijo na tuji DNA ali RNA ter tja pripelje Cas9 endonukleazo. Cas9 tarčno DNA ali RNA 

razcepi ter s tem onemogoči množenje ali vključitev virusne DNA ali RNA znotraj 

organizma (Jiang in Doudna, 2017). Zaradi visoke natančnosti sistema ga raziskovalci 

uporabljajo za preurejanje genomov, epigenetske modifikacije in tudi za regulacijo 

transkripcije (Doudna in Charpentier, 2014; Gao in sod., 2016).  

 

Za aktivacijo transkripcije v endogenih ali sintetičnih genetskih vezjih lahko uporabljamo 

modificiran CRISPR/Cas9 sistem. Namesto aktivnega Cas9 proteina se uporabi z mutacijo 

v katalitični domeni modificiran dCas9 brez katalitične aktivnosti (ang. dead-Cas9, v 

nadaljevanju dCas9) ter sgRNA z zaporedjem, ki je komplementarno zaporedju na 
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promotorski regiji, na dCas9 pa je vezan tri-delni VPR aktivator (Gao in sod., 2016). VPR  

je transkripcijski aktivator, sestavljen iz VP64, p65 ter Rta domen. Z vezavo VPR 

aktivatorja na C-terminalni del dCas9 dobimo dCas9:VPR kompleks, ki ga s sgRNA 

pripeljemo na željeno mesto in s tem aktiviramo transkripcijo željenega gena (Chavez in 

sod., 2015). S takšnim sistemom dosežemo konstitutivno izražanje željenega gena. Za bolj 

natančno regulacijo transkripcije, ki pride v poštev tudi pri načrtovanju genetskih logičnih 

vezij, se sistem še dodatno prilagodi.  Za indukcijo z malimi molekulami, so Gao in sod. 

leta 2016 opisali nov sistem. Uporabili so več dimerizacijskih domen, med drugim tudi 

ABI ter PYL, ki se združita ob prisotnosti ABA. ABI so vezali na dCas9, PYL pa na VPR 

aktivator. Tako se ob prisotnosti ABA VPR aktivator združi z dCas9, ki ga je sgRNA 

pripeljala na željeno promotorsko mesto, s čimer se začnejo transkripcijski procesi.  

1.1.4     Pomembnost hitrega odziva v celicah  

Ena izmed značilnosti, ki loči žive organizme od neživih, je odzivnost na spremembe v 

okolju. Zmožnost zaznave sprememb v okolju in znotraj svoje entitete ter tvorjenje 

primernih odzivov na zaznano nam omogoča preživetje. Celice se odzivajo na okoljske 

pogoje, na signale znotraj celice ter medcelično komunikacijo. Če se celice prenehajo 

odzivati na signale, organizem ne bo deloval učinkovito ali pa bo prenehal delovati. 

Signale ponavadi zaznajo proteinski receptorji, ki jih nato prevedejo ter predajo naprej, kar 

potem sproži primeren celičen odziv (Fink in sod., 2018). Ker se spremembe dogajajo 

hitro, je pomembno, da je tudi odziv hiter. Ker je pri vdoru patogena potreben takojšen 

odziv, mora biti tudi izliv molekul, ki pomagajo uravnati primeren odziv, takojšen (Stanley 

in Lacy, 2010). Kot primer nujno potrebnega hitrega odziva lahko navedemo odziv 

organizma na vdor gramnegativnih bakterij, kot sta denimo Salmonella typhimurium in 

Shigella flexneri. Pri takem vdoru se aktivira kaspaza-11, ki proteolitično cepi pro-

gazdermin ter ga tako aktivira. V aktivni obliki gazdermin inducira piroptozo celice ter 

aktivira kaspazo-1, ki je ključna pri izločanju citokina IL-1β – enega glavnih mediatorjev 

vnetnega odziva (Kayagaki, 2015). Hiter odziv v celici je tako ključnega pomena ne le za 

obstoj same celice, ampak tudi celotnega organizma.  

2 MATERIALI IN METODE       

2.1      TRANSFORMACIJA E. Coli seva DH5α IN NACEPLJANJE NA LB PLOŠČE 

Celice seva DH5α so reprogramirane za doseganje večje kompetence. Karakterizirane so s 

tremi mutacijami – recA1 in endA1, ki omogočata insercijo plazmida v celice, ter z 

lacZM15, ki omogoča modro-beli test (Thermofisher, 2019). Kompetentne celice smo 

hranili v alikvotih po 60 µl v zmrzovalniku na -80°C. Celice smo 20 minut odtajevali na 

ledu. Plazmid, ki smo ga želeli transformirati v celice, smo redčili do koncentracije 30 

ng/µl. Odtajanim celicam smo dodali 30 ng plazmida ter jih pustili na ledu 20 minut. Nato 
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smo celice obdelali s toplotnim šokom – za 2 minuti smo jih izpostavili temperaturi 42 °C, 

ter nato znova dali za 2 minuti na led. Celicam smo dodali po 1 mL tekočega LB gojišča 

ter jih pustili 1 uro na 37 °C ob hkratnem stresanju s 500 obrati na minuto (RPM). Nato 

smo celice 3 minute centrifugirali na 7000 RPM. Supernatant smo odlili, pelet celic pa smo 

z vorteksom resuspendirali v  preostanku supernatanta. S sterilno tehniko smo ob plamenu 

resuspendirane celice prenesli na LB ploščo z dodatkom antibiotika, pri čemer je izbor 

antibiotika odvisen od plazmida – ampicilin ali kanamicin. Nacepljene plošče smo nato 

inkubirali na 37 °C za 16 ur ali 3 dni na sobni temperaturi. 

2.2     PRECEPLJANJE PLOŠČ IN IZOLACIJA PLAZMIDOV 

V primerih uspešne transformacija smo na LB ploščah lahko opazili kolonije. Le-te smo 

precepili v 10mL tekočega LB gojišča z dodatkom 15 µL ustreznega antibiotika 

koncentracije 50mg/mL. Izbor antibiotika je odvisen od vstavljenega vektorja. Precepljali 

smo jih tako, da smo se ob ognju s sterilnim pipetnim nastavkom dotaknili kolonije, in nato 

pipetni nastavek odvrgli v tekoče LB gojišče. Stekleničke s tekočim gojiščem smo 

inkubirali 16 ur na 37 °C ob stalnem stresanju. Plazmidno DNK smo iz tekočega gojišča 

izolirali s pomočjo kita GeneJet Plasmid MiniPrep Kit po navodilih proizvajalca. Po koncu 

izolacije smo izmerili koncentracijo DNK s spektrofotometrom NanoDrop™. 

2.3    CELIČNA KULTURA 

Uporabili smo celice HEK293T, ki so trajna celična linija človeških zarodnih ledvičnih 

celic z vsebnostjo antigena T SV40. Slednji omogoča episomsko replikacijo plazmidov, ki 

vsebujejo mesto začetka replikacije SV40 (LGC Standards – ATCC, 2019). Celično 

kulturo  je zagotovil delovni mentor Arne Praznik, zaposlen na Kemijskem inštitutu.  

2.4    NACEPLJANJE PLOŠČE ZA TRANSFEKCIJO IN TRANSFEKCIJA 

Celice HEK293T smo gojili v gojišču Dulbecco's Modified Eagle's medium (DMEM) z 

dodatkom 10% fetalnega govejega seruma (FBS) na 37°C pri 5% CO2. Delo s celicami je 

potekalo v laminarju. Za nasaditev celic na ploščo z 96 luknjami smo najprej iz gojitvene 

flaškeodsesali gojišče ter dodali 6 mL fosfatnega pufra s soljo (ang. phosphate-buffered 

saline, v nadaljevanju PBS). Nato smo odlepili celice od podlage z 2 mL tripsina in jih 

prestavili v sterilno falkonko. Z dodatkom DMEM-a (+10% FBS) smo ustavili 

tripsinizacijo ter centrifugirali 5 minut na 1200 RPM. Supernatant smo zavrgli,  

resuspendirali pelet celic v 6 mL gojišča ter določili število ter viabilnost celic s pomočjo 

avtomatskega števca celic Countess™ Automatic Cell Counter. Za štetje celic smo v 

laminarju v epico odpipetirali 10 µL celic ter dodali 10 µL barvila tripan modro. Na števno 

komoro smo nanesli 10 µL mešanice ter jo vstavili v aparat. Ugotovili smo  nad 90% 

viabilnost celic. V vsako luknjico smo nacepili 2 * 10
4
 celic,  skupni volumen gojišča ter 
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celic v vsaki luknjici pa je znašal 100 µL. Po nanosu smo ploščo s celicami pustili v 

inkubatorju 24 ur, da so se celice pritrdile na podlago. 

 

Za poskus smo izvedli prehodno transfekcijo s pomočjo transfekcijskega reagenta 

polietilenimina (PEI), zmešanega z DNK, ki smo jo želeli vnesti v celice. PEI smo 

predhodno redčili s 150mM NaCl. Transfekcijo smo izvedli po načrtu v preglednici 1. 

Preglednica 1: Načrt transfekcije (masa komponent v ng) 

  

pMIN-fLuc dCas9:FKBP FRB:VPR sgRNA 

 

  

pMIN-fLuc dCas9:ABI PYL-VPR sgRNA 

 nLuc-AP4-

TEVs-P3mS 

AP4mS-PPVs-

P3-cLuc FKBP-cPPV FRB-nPPV ABI-cTEV 

PYL-

nTEV pcDNA 

5 5 80 80 5 5 20 

5 5 80 80 5 5 20 

5 5 80 80 5 5 20 

5 5 80 80 5 5 20 

5 5 50 50 3 3 84 

5 5 50 50 3 3 84 

5 5 50 50 3 3 84 

5 5 50 50 3 3 94 

  

40 25 25 25 85 

  

40 25 25 25 85 

  

40 25 25 25 85 

  

40 25 25 25 85 

Redčitve plazmidov smo pripravljali v 150 mM NaCl. Končni volumen redčitev je bil 44 

µL, redčitvam pa smo nato dodali 44 µL mešanice PEI in NaCl. Pred opravljanjem 

transfekcije smo počakali 30 minut. Za transfekcijo smo v laminarju v vsako luknjico 

dodali 20 µL ustrezne mešanice po transfekcijskem načrtu (preglednica 1). Transfekcijsko 

mešanico smo čimbolj enakomerno pokapali po celicah ter po koncu nanašanja rahlo 

pomešali ploščo.  

2.5    STIMULACIJA CELIC IN MERJENJE BIOLUMINESCENCE 

Plošči smo 2,5 uri pred stimulacijo z induktorji (ABA, rapamicin ali ABA + rapamicin) 

dodali 3,44 mg luciferina, raztopljenega v MQ do koncentracije 54 nM, ter 60 mM ATP. V 

vsako luknjico je bilo dodanih 10 µL induktorske mešanice po načrtu iz preglednice 1. Za 

indukcijo je bil dodan rapamicin tako, da je bila dosežena končna koncentracija v luknjici 

1,5 µM ali ABA v končni koncentraciji 50 µM ali pa oba skupaj, skladno z načrtom 

transfekcije.   
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Luminescenco smo merili z aparatom IVIS® Lumina Series III proizvajalca Perkin Elmer. 

Meritve smo pred stimulacijo najprej izvajali vsake 4 minute, po stimulaciji pa vsaki 2 

minuti. 1 uro in 4 minute smo slike zajemali z opisano frekvenco, nato pa še 2 uri in 10 

minut na vsakih 10 minut.  

2.6     OBDELAVA PODATKOV 

Za potrebe kvantificiranja rezultatov smo slike, pridobljene z napravo IVIS® Lumina 

Series III (Perkin Elmer), iz katerih je bila razvidna jakost bioluminescence, s programsko 

opremo Living Image® 4.5.2 (Perkin Elmer) pretvorili v številke. Preostalo obdelavo 

podatkov smo izvedli v Excelu.  

3 REZULTATI 

3.1      NAČRTOVANJE HITRO ODZIVNEGA SISTEMA 

Konstrukte za izvajanje logične operacije IN so razvili na Oddelku za sintezno biologijo in 

imunologijo na Kemijskem inštitutu. 

 

Da smo zagotovili inducibilnost sistema, smo izbrani proteazi iz TEV (TEVp) ter PPV 

(PPVp) imeli v razpolovljeni obliki, kjer je bila TEVp cepljena med 118. In 119. 

aminokislino v zaporedju, PPVp prav tako. Vsaka polovica izbranih proteaz pa je 

oblikovana kot fuzijski protein. Na eno polovico TEVp je pripeta ABI domena,  ter na 

drugo PYL, kar omogoča aktivacijo TEVp z ABA. PPVp pa je inducibilna z rapamicinom 

– tako je na eno polovico vezana FRB domena ter na drugo FKBP domena. Proteazi 

postaneta aktivni ob prisotnosti potrebnih malih molekul (rapamicin ter ABA). 

 

Naslednja komponenta sistema so CC, ki se odzivajo na proteolizo. Tudi te so načrtovane 

kot fuzijski protein. En par CC ima na eno izmed α-vijačnic pripet N konec razpolovljene 

luciferaze, pridobljene iz kresničke (ang. firefly luciferase, v nadaljevanju fLuc), ki je 

cepljena med 490. ter 491. aminokislino, interakcija z avtoinhibitorno α-vijačnico pa je 

ojačana s povezovalnim peptidom, na katerem se nahaja cepitveno mesto za proteazo TEV 

(TEVs). Po cepitvi tega dela lahko avtoinhibitorno vijačnico zamenja druga, funkcionalna 

vijačnica. Drug par CC ima na eno izmed α-vijačnic pripet C konec razpolovljene fLuc. 

Tudi pri tem paru je interakcija z avtoinhibitorno α-vijačnico ojačana s povezovalnim 

peptidom, na katerem se nahaja cepitveno mesto za proteazo PPV (PPVs). Vijačnici, ki 

imata na vrhu pripeti polovici fLuc, sta komplementarni. Le po aktivaciji obeh proteaz ter 

cepitvi obeh cepitvenih mest se komplementarni vijačnici združita in s tem pripeljeta 

skupaj obe polovici luciferaze, ki je v taki obliki lahko aktivna. Uporabili smo konstrukte, 

ki ob stimulaciji z ABA in hkrati rapamicinom, dajo signal v obliki luminescence. V 
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primeru ostalih vstopnih signalov, izhodnega signala ne pričakujemo.  Sistem je prikazan 

na sliki 5.  

 
Slika 5: Shema delovanja hitro odzivnega sistema (Fink in sod., 2018). 

3.2    KINETIKA SISTEMA 

Zanimalo nas je ali preko našega sistema prej pridemo do signala kot preko transkripcije. 

Za ta namen smo ustvarili kontrolo, ki izraža luciferazo preko transkripcije. Na celice smo 

predhodno dodali še luciferin, substrat za fLuc. Transkripcijo smo aktivirali na način, ki 

bazira na sistemu CRISPR-dCas9, kjer je dCas9 v fuziji s proteinom ABI in VPR aktivator 

v fuziji s PYL proteinom tako, da je bila transkripcija inducirana z dodatkom ABA. Iz 

grafa 1 je razvidno, da vrednosti luciferazne aktivnosti pred stimulacijo niso bile enake 

oziroma je pri celicah, ki so bile transfecirane s hitro odzivnim sistemom, prihajalo do 

puščanja signala. Omenjenega puščanja pri celicah, ki so bile transfecirane s 

transkripcijskim sistemom, ni bilo. Pred stimulacijo celic z induktorjema smo čakali, da se 

vrednosti celic izenačijo, saj so celice, ki smo jim kasneje dodali rapamicin ter ABA, imele 

veliko nižje vrednosti luciferazne aktivnosti kot ostale (Slika 6). Po 28 minutah od začetka 

merjenja smo celice stimulirali z mešanico rapamicina in ABA. Do 70. minute smo imeli 

ploščo s celicami v napravi za slikanje IVIS® Lumina Series III, ki je opremljena z grelno 

ploščo, vendar ne z dotokom CO2. Med kasnejšimi časovnimi intervali smo ploščo s 

celicami dajali v inkubator. Kot kontrole so nam služile nestimulirane celice ter celice 

stimulirane le z rapamicinom ali le z ABA. Pričakovali smo, da se bodo pri uspešno 

izvedeni funkciji IN dvignile vrednosti luciferazne aktivnosti le pri celicah, stimuliranih z 

rapamicinom ter abscizinsko kislino. Po stimulaciji smo opazili padec luciferazne 

aktivnosti, vendar smo po 10 minutah zaznali višanje luminescence samo pri celicah, ki so 

bile stimulirane z rapamicinom in ABA, pri ostalih pa je vrednost še naprej padala. 

Luminescenca je svoj vrh dosegla pri 2 urah, nato pa začela padati. Luminescenca 

kontrolnega sistema, ki je izražal luciferazo preko transkripcije, je začela naraščati 30 

minut po stimulaciji.  
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Slika 6: Graf kinetike hitro odzivnega sistema. Meritve do 70. minute izvedene na grelni plošči pri 37°C brez 

dotoka CO2, od 70. minute dalje se je ploščo med meritvami dajalo v inkubator na 37°C, 5% CO2 ter stalen 

dotok O2.  

4 DISKUSIJA 

Hipotezo, da je odzivni sistem, ki temelji na post-translacijskih modifikacijah, hitrejši v 

primerjavi s transkripcijo, lahko potrdimo, vendar z dodatnim komentarjem 

nepričakovanih rezultatov. Med stimulacijo je bil pri vseh celicah,  transfeciranih s hitro 

odzivnim sistemom, prisoten visok signal. Običajno se signal zvišal ob dodatku substrata – 

luciferina, vendar smo iz tega razloga tokrat luciferin dodali približno tri ure pred samo 

stimulacijo. Možno je, da ima sistem sam nekaj puščanja signala, vendar to ne more biti 

edini razlog. Kot je razvidno iz Slike 6, so vrednosti pri celicah, kjer ne pričakujemo 

signala, pri času 100 minut že ustaljene in nižje. V primeru puščanja bi ta padec lahko 

povezali s tem, da je zmanjkalo luciferina, vendar po vrednostih celic, stimuliranih z ABA 

in rapamicinom, vidimo zadostno prisotnost luciferina za izvajanje bioluminesecntne 

reakcije. Feeney in sod. so leta 2016 objavili raziskavo, katere rezultati so pokazali, da 

luciferin povzroča motnje v cirkadianem ritmu celic U2OS pri koncentracijah >1mM. 

Luciferin je bil v našem primeru dodan na celice v nižjih koncentracijah, vendar bi bilo po 

mnenju avtorjev potrebno za vsako celično linijo posebej določiti optimalno koncentracijo, 
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da se izogne možnim negativnim učinkom luficerina. Nekaj puščanja lahko pripišemo 

visoki afiniteti razpolovljenih luciferaz k ponovni združitvi (Fink in sod., 2018). Čeprav 

imamo na funkcionalno vijačnico s povezovalnim peptidom združeno avtoinhibitorno 

vijačnico, ta ne more popolnoma preprečiti združevanja obeh polovic luciferaze, saj na 

avtoinhibitorni vijačnici ni ničesar, kar bi sterično oviralo združitev luciferaz. Kjub temu 

pa nismo pričakovali puščanja v takšni meri. 

 

Verjetno tiči razlog za nepričakovane rezultate tudi v načinu merjenja, saj smo uporabljali 

napravo, ki je primarno namenjena merjenju bioluminescence in vivo. Kljub temu, da ima 

naprava grelno ploščo za mikrotitersko ploščo in tako vzdržuje stalno temperaturo na 

spodnjem delu plošče, atmosferska temperatura v merilni komori ni tako natančno 

regulirana kot v inkubatorju. Prav tako ne vzdržuje rednega dotoka O2 ter 5% CO2 v 

okolju, kar lahko celicam povzroči stres ter posledično nepričakovane rezultate. Vsi možni 

razlogi za takšne rezultate nam niso znani, prav tako pa jih nismo našli v objavljeni 

literaturi. Sistem merjenja, bi lahko izboljšali tako, da bi zasnovali tudi kontrolo 

transfekcije. Če bi imeli primerno kontrolo, bi lahko dobljene luciferazne vrednosti 

normalizirali na vrednosti kontrole transfekcije in tako izločili variacijo, ki se zgodi zaradi 

različne uspešnosti transfekcije med vzorci. 

 

Drugi nepričakovan rezultat je hiter signal pri celicah, ki smo jim z ABA inducirali 

transkripcijo fLuc. Kot je razvidno iz Slike 6, se je pri našem poskusu aktivna fLuc izrazila 

že 30 minut po stimulaciji. Vendar tako hiter signal ni nemogoč iz vidika teoretičnih 

predpostavk o hitrosti znotrajceličnih procesov, vključenih v nastajanje aktivnega proteina 

(Shamir in sod., 2016). Razvidno je, da signal, ki je nastal preko transkripcije, za dvig 

vrednosti aktivnosti fLuc potrebuje več časa kot hitro odzivni sistem. Vrednosti, ki jih 

dosežemo s hitro odzivnim sistemom, so tudi po dveh urah še vedno višje od tistih, ki jih 

doseže transkripcijski sistem. 

 

V diplomskem delu smo prikazali le Boolovo funkcijo IN.  Z dodatkom cepitvenih 

mest na drugih položajih lahko izvedemo tudi številne druge funkcije, kar nakazuje na 

visoko zmogljivost ter zmožnost prilagajanja in prenosa sistema za več možnih aplikacij. 

Cepljen reporter fLuc bi lahko zamenjali s cepljeno proteazo, ki bi lahko naprej regulirala 

dogajanje v celici. Takšna logična vezja bi bila zlasti uporabna pri postopkih, kjer je 

potrebna večja hitrost kot pri transkripciji. Prav tako bi se delovanje sistema lahko razširilo 

z uporabo več ortogonalnih proteaz, ki bi omogočale bolj zapletene funkcije. Tako je 

sistem prenosljiv med aplikacijami in daje uporabniku svobodo prilagoditve sistema 

potrebam raziskave. Možnih aplikacij za uporabo na proteolizi ter ortogonalnih CC 

temelječega sistema je več. V našem primeru smo sistem inducirali z ABA ter 

rapamicinom, lahko pa se sistem načrtuje tako, da se odziva na kakšen drug izvencelični 

signal kot recimo svetloba, ultrazvočni signal ali mehanski signal. Za bolj napredne 

sisteme bi se lahko uporabila kombinacija vstopnih signalov, saj bi s tem onemogočili 
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naključno oziroma neželjeno aktivacijo. Lahko pa se sistem načrtuje tudi tako, da se odziva 

na znotrajcelične procese. Takšen sistem bi načrtovali tako, da interagira s komponentami, 

ki so naravno prisotne v celicah. Na tak način bi lahko vplivali na delovanje 

transkripcijskih faktorjev v celicah, izločanje hormonov ter ostalih proteinov ali peptidov, 

izliv citokinov in še mnogo drugih procesov. Hitro odzivni sistem bi lahko uporabili v 

diagnostične, terapevtske ali biotehnološke namene. Ob zamenjavi cepitvenega mesta, ki 

ga prepoznava PPVp, s cepitvenim mestom, ki ga prepoznava proteaza virusa HIV, imamo 

lahko celice, ki nam ob prisotnosti HIV oziroma njegove proteaze, v zelo kratkem času 

dajo signal in služijo v diagnostične namene. Druga možna aplikacija pa je v terapevtske 

namene, kjer bi ustvarili sistem, ki se odziva na vstopni signal s tem, da ojača ali pospeši 

celični odziv. Kot primer takšnega procesa lahko podamo tudi izločanje hormonov ali 

nevrotransmiterjev. Tako bi na CC in proteolizi osnovanih konstruktih temelječ sistem za 

logično procesiranje signala  lahko v prihodnosti implementirali v celice umetnega 

pankreasa ter omogočili pravočasno izločanje inzulina pri pacientih s sladkorno boleznijo 

tipa 1. Možnosti za potencialno uporabo hitro odzivnega sistema so mnogoštevilne, saj je 

sistem zaradi svoje modularnosti izjemno prilagodljiv glede na željeno aplikacijo. Prednost 

omenjenega sistema pa je to, da lahko zasnujemo varnostno stikalo. To bi bilo pri terapijah 

zelo zaželjeno, saj bi lahko en signal aktiviral sistem, drug signal pa ga inhibiral v primeru, 

da terapija ne deluje blagodejno. Sistem pa ni uporaben le iz vidika znanosti - kot so 

prikazali raziskovalci iz Slovenije tekom tekmovanja iGEM 2016, ga lahko uporabljajo 

tudi umetniki za risanje po celicah (iGEM Slovenia, 2016).  

5 ZAKLJUČEK 

V diplomskem delu smo prikazali, da na CC in proteolizi osnovanih konstruktih temelječ 

sistem za logično procesiranje signala deluje hitreje kot regulacija izražanja genov, zato je 

uporaben v številnih aplikacijah, s katerimi bi lahko v prihodnosti zdravili ali bolj 

učinkovito zaznavali bolezni. Odpira pa tudi vrata nadaljnim raziskavam, za katere je nujen 

hitro odzivni sitem ter hkrati predstavlja inovacijo na področju sintezne biologije. Ker je 

sistem zaradi svoje modularnosti prenosljiv med aplikacijami, omogoča implementacijo v 

raziskovalno delo iz različnih znanstvenih področij. Hitro odzivni sistem pa lahko 

uporabimo tudi kot možno povezavo med znanostjo in umetnostjo, saj celice, ki se 

odzivajo na svetlobo ali mehanske sile, predstavljajo živo platno minljivo umetnost. 
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