STRESZCZENIE

Pomimo rosngcego zainteresowania zielong chemig i kataliza enzymatyczna, szerokie
zastosowanie biokatalizatorow w przemysle wecigz .jest ograniczone. Wynika to gléwnie
z waskiego spektrum katalizowanych przez nie reakcji oraz ich wysokiej wrazliwosci na
czynniki zewnetrzne, takie jak pH czy temperatura. Nowoczesne metody projektowania i
inzynierii bialek pozwalaja jednak na tworzenie wysoce wydajnych Kkatalizatorow
dedykowanych konkretnym reakcjom, zdolnych do pracy w lagodnych warunkach.

W tym kontekscie szczegolnie obiecujaca grupe zwiazkow stanowig minibiatka. Sa to
polipeptydy o masie czgsteczkowej ponizej 10 kDa, charakteryzujace si¢ dobrze zdefiniowana
1 wysoce stabilng strukturg trzeciorzedows. Dzieki podatnosci na projektowanie de novo,
umozliwiajg one uzyskanie topologii niewystgpujacych w naturze. Te cechy czynig je
doskonatymi rusztowaniami do wprowadzania funkcjonalnych reszt aminokwasowych.

W niniejszej pracy zbadano dwie strategie projektowania aktywnych katalitycznie
minibialek zdolnych do promowania reakcji aldolowej pomiedzy
4-nitrobenzaldehydem a fenyloacetaldehydem.

W pierwszym etapie badan reszty katalityczne — lizyna oraz tyrozyna — zostaly
wprowadzone do naturalnego minibiatka MvaT. Przeanalizowano 15 réznych kombinacji ich
ulozenia, zeby wybra¢ najbardziej efektywng architektur¢ centrum aktywnego. Najlepszy
wariant zostal nastepnie zoptymalizowany iteracyjnie, osiggajac 1700-krotne przyspieszenie
reakcji.

Rownolegle prowadzono prace nad projektowaniem minibialek de novo, do ktérych helis
wprowadzono cykliczny B-aminokwas (frans-ACPC), ktéry usztywnia strukture i promuje jej
zwijanie. Konstrukcja zupetnie nowych struktur pozwolila na znaczne zwiekszenie zestawu
dostgpnych rusztowan. Sekwencje wygenerowano przy uzyciu oprogramowania Rosetta.
Peptydy syntetyzowano na podlozu stalym, a analize strukturalng oparto na metodach
dichroizmu kolowego i réznicowej fluorymetrii skaningowej (nanoDSF), a dla wybranych
zwigzkéw wykonano pomiary 2D NMR. W rezultacie otrzymano dwie klasy wysoce
stabilnych minibialek o odmiennych topologiach: HHEEE (helisa-helisa-B-kartka) oraz
HEEEH (helisa-B-kartka-helisa). W wyniku racjonalnie dobranych mutacji najbardziej
obiecujacych wariantéw otrzymano minibiatka zdolne do 3000-krotnego przyspieszenia
reakcji, a efektem badan strukturalnych jest czesciowo rozwigzana struktura jednego
z nieaktywnych rusztowan.

Przeprowadzone badania nie tylko poglebiajg zrozumienie zaleznosci migdzy struktura

a aktywnoscia minibialek w reakcjach wykraczajacych poza modelowe zestawy substratow, ale



réwniez stanowia kolejny krok w kierunku opracowania efektywnej metodologii projektowania

katalizatorow o wyjatkowych wlasciwosciach.



