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1. VSEBINSKI OPIS PROJEKTA

Proteini, kodirani z linearnim zaporedjem amino kislin, so najbolj vsestranski in kompleksni pametni
nanomateriali. Proteini opravljajo nesteto funkcij od komunikacije do strukturne vloge ter katalize.

Nacrtovanje proteinskega zvitja z novo, v naravi nepoznano obliko in funkcijo, je izjemno zahtevno.
Nedavno smo zasnovali pionirsko strategijo nacrtovanja novih tipov proteinskega zvitja, ki temelji na
razumsko zasnovanem zaporednem verizno povezanem nizu peptidnih modulov, ki tvorijo obvite
vijanice. Rekombinantna de novo zasnovana polipeptidna veriga se sama sestavi v nanometrsko
tetraedrsko kletko. To predstavlja nov tip proteinskega zvitja, pri cemer je celovita ureditev doloéena
s topologijo in ne s kompaktnim hidrofobnim jedrom kot v naravnih proteinih. Predlagani projekt bo
razsiritev in nadgradnja koncepta nacrtovanja topoloskih proteinskih zvitij.

Prvi nacrtovani tetraeder smo pridobili v bakterijah, kar dokazuje potencialno tehnolosko platformo
za industrijsko proizvodnjo. Protein tetraedra se je tvoril v obliki netopnih agregatov in fuzija proteina
tetraedra z delom YFP v in vivo pogojih v bakterijah ni omogocila fluorescence, kar dokazuje, da se
protein v in vivo pogojih ni zvil v pravilno obliko. Pravilno zvit protein je nastal pri po¢asnem
ponovnem zvitju pri nizkih koncentracijah, kar je podobno sestavljanju nanostruktur DNA. Zahteva po
in vitro postopku ponovnega zvijanja proteina mo¢no omejuje obseg potencialne uporabnosti tako in
situ bioloskih aplikacij, ki omejujejo uporabo topoloskih polipeptidnih nanostruktur, kot tudi in vitro
aplikacij. To velja tudi za veliko vecino nanostruktur DNA, medtem ko je in vivo samosestavljanje
nanostruktur RNA Se predmet intenzivnega raziskovanja. Produkcija pravilno zvitega topolosko
nacrtovanega proteina in vivo bo zato predstavljala zelo pomemben napredek. Z njim nameravamo
odgovoriti na vprasanje, ali se ta vrsta struktur v naravi ni razvila zaradi nezmozZnosti, da se v
fizioloSkih pogojih pravilno zvije. Poleg prednosti za uporabo v tehnologiji, bo in vivo zvitje omogocilo
interakcije nacrtovanih polipeptidnih poliedrov z znotrajceli¢nimi elementi, nac¢rtovanje molekularnih
naprav, medicinske aplikacije, in vivo katalizo in Stevilne druge uporabe.

Predlagamo nacrtovanje polipeptidnih zaporedij, ki bodo omogocili in vivo zvitje preko nacrtovane
poti zvijanja, ki jo bomo regulirali z izborom tipov in zaporedij modulov, ki tvorijo obvite vijacnice.
Razlog za doslej dosezeno tvorbo agregatov proteinov in vivo je morda v nizki topnosti zaradi
povrsinsko izpostavljenih hidrofobnih skupin, visoke koncentracije proteinov med biosintezo znotraj
celic, ki proizvajajo protein, kot tudi obstoj kineticnih ovir pri zvitju v procesu ponovnega zvijanja za
doseganje konformacije z najnizjo globalno energijo. Ti koraki v razvoju bodo vzpostavili temelje na
podrocju in omogocili nacrtovanje novih molekularnih naprav.
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2. FAZE PROJEKTA IN NJIHOVA REALIZACIJA

Projekt je razdeljen v dva sklopa:
Sklop 1: Naértovanje poti zvitja DNA nanostruktur
Sklop 2: Nacértovanje in vivo zvitja topoloskih proteinov

Mejniki:
- po 1 letu: Uspesno nacrtovana samosestavljajo¢a DNA kvadratna piramida
- po 2 letih: Zvitje nacrtovanega polipeptidnega tetraedra in vivo v bakterijah

- po 3 letih: Zvitje nacrtovane polipeptidne nanostrukture in vivo v sesalskih celicah
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