Magda Drewniak-Switalska
Zaktad Chemii Bioorganicznej
Wydziat Chemiczny
Politechnika Wroctawska

Promotor: dr hab. inz. tukasz Berlicki, prof. PWr

Streszczenie rozprawy doktorskiej

Projektowanie, synteza i charakterystyka trzeciorzedowych struktur
foldamerow peptydowych

Czasteczki syntetycznych foldamerdw sg niezwykle uzyteczne w celu okreslenia ogdlnych
zasad opisujgcych zwijanie wiekszych biopolimeréw. Ze wzgledu na szereg réznorodnych funkcji
petnionych w organizmach zywych, wsrdd bioczgsteczek najbardziej istotne wydajg sie by¢ biatka. Ich
stabilnos¢ konformacyjna w gtdwnej mierze zalezy od $rodowiska w jakim sie znajdujg — rodzaju
rozpuszczalnika, pH roztworu czy obecnosci dodatkowych jondw. Foldamery peptydowe wykazujg
podobne cechy konformacyjne co naturalne biatka, ale w tych czasteczkach mozliwe jest
wprowadzenie dodatkowych, nienaturalnych reszt aminokwasowych, ktére majg za zadanie

stabilizowac strukture tréjwymiarows.

Najwiecej badan nad foldamerami peptydowymi dotyczy struktur drugorzedowych,
a informacji na temat struktur wyzszego rzedu jest zdecydowanie mniej. Nie jest to zaskakujace,
poniewaz projektujgc struktury drugorzedowe istotne jest odpowiednie utozenie wyfacznie szkieletu
gtéwnego, natomiast w przypadku struktur trzeciorzedowych wymagan jest zdecydowanie wiecej.
Przede wszystkim szkielet gtéwny jednej czasteczki musi przyja¢ konformacje co najmniej dwdch
struktur drugorzedowych, a tarficuchy boczne powinny by¢ wybrane w taki sposdb, zeby byto mozliwe
tworzenie miedzy nimi oddziatywan stabilizujgcych. Zaletg foldameréw peptydowych, w poréwnaniu
do naturalnych biatek, jest mozliwos¢ wprowadzenia do sekwencji usztywnionych reszt
aminokwasowych, ograniczajgcych elastycznos¢ szkieletu gtéwnego, co moze ufatwi¢ projektowanie

struktur wyzszego rzedu.

Celem niniejszej pracy doktorskiej byto opracowanie racjonalnej metodologii konstruowania
rozbudowanych struktur trzeciorzedowych foldameréw peptydowych, z ukierunkowaniem sposobu
zwijania sie czgsteczki poprzez wprowadzenie usztywnionych reszt f-aminokwasowych. W zaleznosci
od docelowej struktury trzeciorzedowej wykorzystano dwa podejscia do projektowania sekwencji.
Podejscie bottom-up opierajgce sie na projektowaniu de novo oraz top-down polegajgce na

wprowadzaniu modyfikacji do sekwencji mini-biatka o zdefiniowanej strukturze trzeciorzedowej.



Cel pracy podzielono na cztery cele szczegétowe:

Peptydy o strukturze helisa-petla-helisa.
Foldamery peptydowe zawierajgce trzy fragmenty helikalne.

Peptydy o strukturze klatki tryptofanowe;j.

e

Peptydy o strukturze mini-biatka MvaT.

Peptydy o strukturze helisa-petla-helisa zostaly zaprojektowane z wykorzystaniem
metodologii bottom-up opierajagc sie na danych literaturowych dotyczacych 9/12/9/10-helisy
foldamerowej. Otrzymano serie 8 sekwencji peptydowych, ktdrych stabilizacja konformacyjna
opierata sie na oddziatywaniach tworzonych miedzy grupami na faicuchach bocznych reszty lizyny
(lub argininy) oraz kwasu glutaminowego. Jest to jeden z nielicznych przyktadéw foldamerdw
peptydowych projektowanych de novo o strukturze trzeciorzedowej stabilizowanej wyltgcznie

oddziatywaniami jonowymi.

Rozszerzajac strukture helisa-petla-helisa, zostaty podjete préby zaprojektowania peptyddéw
zawierajgcych trzy struktury 9/12/9/10-helisy potgczonych dwoma tgcznikami. Kluczowe dla
stabilnosci tych struktur byto wprowadzenie do sekwencji helis, aromatycznych reszt
aminokwasowych tworzgcych hydrofobowy rdzen czasteczki. W wyniku projektowania opartego na
intuicji chemicznej otrzymano serie 7 peptydéw, jednak kontrolowanie ich konformacji okazato sie
niezwykle trudne, gdyz niewielka zmiana w hydrofobowym rdzeniu badZ siatki oddziatywan
wodorowych, powodowata zmiane stabilnosci. W zwigzku z tym, zaprojektowana zostata druga seria,
5 peptyddw, z wykorzystaniem pakietu Rosetta. Zgodnie z oczekiwaniami, struktury o bardziej
rozbudowanym hydrofobowym rdzeni wykazywaty najwyzsza stabilnos¢. Dla jednego z peptydow

mozliwe byto wyznaczenie temperatury topnienia (T = 47,9 °C).

Kolejnym realizowanym celem byto wprowadzanie reszt trans-(1S,2S)-ACPC do sekwencji
a-helisy mini-biatka klatki tryptofanowej. Przeprowadzono skan B-aminokwasowy fragmentu
helikalnego (9 peptyddéw), dzieki ktdremu mozliwe byto zidentyfikowanie reszt istotnych dla
stabilnosci konformacyjnej peptydu. Po wytypowaniu odpowiednich pozycji, zaproponowano
sekwencje z podstawionymi dwiema lub trzema resztami trans-ACPC. Otrzymane peptydy

wykazywaty stabilno$¢ poréwnywalng lub wyzszg w stosunku do wyjsciowego mini-biatka.

Ostatnig czescig badan byto opracowanie analogéw strukturalnych mini-biatka MvaT, ktore
we fragmentach helikalnych miaty wprowadzone reszty trans-(1S,2S)-ACPC, z zastosowaniem
motywu aaBaaaB. Opierajgc sie na podejsciu top-down i uzywajgc ponownie pakietu Rosetta,
zaprojektowane zostaty dwie serie po 5 peptyddw, ze zmieniong sekwencjg fragmentu helikalnego
oraz struktury hydrofobowego rdzenia. W obu seriach zidentyfikowano czasteczki, dla ktérych

udowodniono tworzenie struktury trzeciorzedowej poprzez analize widm CD i pomiary DSC.



