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Jednym z wyzwan wspodfczesnej chemii jest otrzymanie katalizatoréw reakcji o wiasciwosciach zblizonych do
natywnych enzymow, ale katalizujgcych reakcje nie zachodzgce w naturze. Poszukiwanymi wtasciwosciami sg
wysoka efektywnos¢ w warunkach normalnego cisnienia, temperatury, czy pH oraz wysoka specyficznosc¢
reakcji, w tym stereospecyficznos¢. Rosnace zainteresowanie projektowaniem enzyméw de novo jest réwniez
wynikiem coraz lepiej ugruntowanej wiedzy dotyczgcej katalizy enzymatycznej oraz dostepnosci do wielu
narzedzi projektowania in silico. Wiekszos¢ z dotychczasowych prac nad sztucznymi enzymami obejmuje jednak
katalizatory otrzymane za pomocg ukierunkowanej ewolucji lub immunizacji stanem przejsSciowym reakcji
(katalityczne przeciwciata) — czyli bedace strukturalnie rozbudowanymi katalizatorami biatkowymi, wrazliwymi
na warunki pracy. Duzo mniej doniesien dotyczy préb racjonalnego projektowania enzymow, w tym z uzyciem
mniejszych niz biatka rusztowan, np. foldameréw peptydowych — przyjmujacych stabilne konformacje przy
syntetycznie dostepnej dtugosci sekwencji. Warto zauwazyé, ze mogg by¢ one doskonatymi punktami wyjscia
do wprowadzenia okreslonych funkcji, poniewaz ich, z zatozenia, zdefiniowana struktura pozwala na

rozmieszczenie grup funkcyjnych w okreslonej geometrii.

Celem niniejszej pracy jest opracowanie racjonalnej metody otrzymania katalizatoréw z wykorzystaniem
foldameréw peptydowych na przyktadzie mimetykow aldolazy kl. I. Wybér modelowego enzymu byt gtownie
podyktowany dobrze poznanym mechanizmem katalizy reakcji aldolazowej, chociaz warto zauwazy¢, ze reakcja

tworzenia lub zrywania wigzania wegiel-wegiel jest uzyteczna z punktu widzenia chemii syntetycznej.

Realizacja celu obejmowata: projektowanie in silico sekwencji peptydowych, ich synteze na podtozu statym, a
nastepnie analize konformacyjng z uzyciem CD (w niektorych przypadkach tez 2D NMR) oraz badania

aktywnosci aldolazowej z uzyciem fluorogennego susbtratu — metodolu.

Prace podzielono na dwie czesci. W pierwszej konstruowano mimetyki aldolazy z uzyciem usztywnionych
rusztowan a,B-peptydowych zbudowych z helis 9/10/9/12. Skonstruowano trzy rdine struktury
trzeciorzedowe: helisa-petla-helisa, helisa-zwrot-helisa oraz strukture nie spotykang w literaturze dotyczacej
foldamerdéw strukture zbudowang z trzech helis, a nastepnie odtworzono na nich miejsce aktywne znajdujgce
sie natywnie w aldolazach: Lys/Glu/Lys oraz Lys/Tyr/Lys poprzez podmiane odpowiednich pozycji a-
aminokwasowych w wyjsciowych sekwencjach. Jeden z otrzymanych peptydéw wykazywat sie tysigckrotnym
przyspieszeniem reakcji aldolazowej w pH 8. Analiza zaleznosSci SAR potwierdza, ze w tym przypadku kataliza
jest wynikiem wtasciwej geometrii miejsca aktywnego, a nie jest rezultatem osigganym poprzez eksponowanie

na rusztowaniu l-rzedowych grup aminowych.



W drugiej czesci pracy projektowanie sztucznych aldolaz oparto na a-peptydowej strukturze C-koncowej
domeny biatka MvaT, ktéra przyjmuje stabilng strukture zawierajaca dwie a-helisy oraz trzy B-harmonijki i ze
wzgledu na swojg dtugos¢ — 43 aminokwasy — jest dostepna syntetycznie. Reszty katalityczne zostaty
wprowadzane stopniowo ostatecznie uzyskujgc miejsce aktywne sktadajgce sie z Lys/Tyr/Tyr/Phe. Ze wzgledu
na znany mechanizm reakcji aldolazowej przeprowadzono optymalizacje uzyskanego miejsca aktywnego
poprzez rozmieszczenie wokét miejsca aktywnego odpowiednio natadowanych aminokwaséw, majgcych
utatwi¢ transfer protonu pomiedzy resztami katalitycznymi, ktéry zostat rozpoznany jako etap reakcji o
najwiekszej barierze energetycznej. Dwa ze zoptymalizowanych peptydéw wykazywaty sie wysoka
efektywnoscig. Osiggajg one przyspieszenia reakcji ok. 5000. Warto zauwazy¢, ze dotychczas nie ma w
literaturze prac, gdzie zastosowano podobng racjonalng optymalizacje sztucznych enzyméw poprzez

uwzglednienie drugiej sfery koordynacji miejsca aktywnego.



