Peptydowe mimetyki hydrolaz

Pawet Morawiak

Streszczenie

Racjonalne projektowanie sztucznych enzymdw, ktére mogg katalizowac reakcje z
wydajnoscig i cechami poréwnywalng do natywnych enzyméw jest niezwykle trudnym
zadaniem. Wiedza z zakresu juz poznanych mechanizméw reakcji oraz przyktadow
natywnych enzyméw moze stanowi¢ cenng podstawe dla takich projektéw, w ktérych
mozliwe jest odtworzenie miejsca aktywnego enzymu lub wprowadzenie niebiatkowego
kofaktora. Jest to mozliwe gdyz ogdine mechanizmy katalizy enzyméw danej klasy s3
bardzo zblizone wzgledem siebie. W literaturze istnieje niewiele przyktadéw udanego
odtworzenia katalitycznie aktywnego mimetyku hydrolazy na niewielkim rusztowaniu
peptydowym. Niemniej trudnym wyzwaniem pozostaje stworzenie mimetyku hydrolazy
cysteinowej, m.in. ze wzgledu na bardzo reaktywng naturg reszty cysteiny, ktora odgrywa
kluczowa role w funkcji tych enzymow.

W niniejszej pracy zaprojektowano, zsyntezowano i przebadano mimetyki hydrolaz:
metalohydrolaz oraz hydrolaz cysteinowych. Peptydy i minibiatka na ktorych oparto
projektowanie nie przekraczaty 50 reszt aminokwasowych i zostaty zsyntezowane przy
uzyciu metody SPPS, oczyszczone i przebadane pod wzgledem strukturalnym (badania
CD) oraz aktywnosci katalitycznej (badania spektroskopii fluorescencyjnej) wobec
substratéw estrowych.

Prace uszeregowano pod wzgledem skomplikowania i wielkosci minibiatkowego
mimetyku enzymu. Na poczatku zbadano usytuowanie kluczowych reszt (cysteinowe;j i
histydynowej) na foldamerowych, helikalnych peptydach zawierajgcych reszty kwasu 2-
amino-1-cyklopentanokarboksylowego. Nastgpnie opracowano krétki, foldamerowy,
analog palca cynkowego, ktéry byt w stanie fatdowa¢ posiadajac w sekwencji wytacznie 3
reszty koordynujace cynk. Miejsce wigzania cynku potencjalnie stanowito analog
metaloenzymu. Podobne podejscie zastosowano w przypadku pracy z zastosowaniem
domeny biatka MvaT.! W tym matym — 43 aminokwasowym minibiatku, posiadajgcym
dobrze zdefiniowana strukture trzeciorzedowq, zmutowano hydrofobowe reszty rdzenia,
odpowiedzialne za fatdowanie. Zastgpiono je czteroma resztami zdolnymi do koordynacji
jonu cynku, odzyskujgc tym samym wyjéciowa strukture trzeciorzedowa pod wptywem
wigzania jonu " metalu. Zsyntezowano analogi posiadajagce wytacznie 3 ligandy
koordynujace, jednak nie wykazywaty one aktywnosci katalitycznej.

Domena minibiatka MvaT postuzyta réwniez do stworzenia mimetyku hydrolazy
cysteinowej: spoéréd 11 przyktadéw wbudowywania centrum aktywnego o odpowiedniej
geometrii, wybrano jedno, ktére optymalizowano réznymi podejsciami. Optymalizacje
katalizy przeprowadzono poprzez stabilizowanie produktéw posrednich specyficznymi
grupami bocznymi reszt, zmiane globalnego momentu dipolowego niwelujgc natadowane
reszty minibiatka oraz zwigkszenie powinowactwa wobec substratu dzieki dodatkowi
hydrofobowych reszt w drugiej strefie koordynacyjnej. Otrzymano ponad 1000-krotne



przyspieszenie reakcji hydrolizy wzgledem niekatalizowanej reakcji o profilu hydrolizy
enzymatycznej. '

Positkujac sie¢ metodami projektowania in silico zsyntezowano takze 21 minibiatek
zawierajace rozne liczby reszt kwasu 2-amino-1-cyklopentokarboksylowego. Analiza
strukturalna metoda CD oraz DSC, pozwolita na wybranie 3 przyktadéw przejawiajacych
czeSciowe sfatdowanie. Na ich podstawie, zaproponowano kilka analogéw hydrolazy
cysteinowej, wbudowujac przede wszystkim reszty cysteiny i histydyny. Tak stworzone
mimetyki, wykazywaty szybsza katalize wzgledem wyjsciowych rusztowan.




