Streszczenie:

Kluczowe znaczenie w zrozumieniu mechanizmu fatdowania sie biatek majg badania
doswiadczalne i teoretyczne nad peptydami i matymi modelowymi biatkami. Jednym ze sposobdéw
poznania ww. mechanizmu jest projektowanie i badanie sekwencji aminokwasowych
nieobserwowanych w przyrodzie, posiadajgcych zdolnosé szybkiej i spontanicznej samoorganizacji
w unikatowa tréjwymiarowa strukture bez tendencji do oligomeryzacji. W niniejszej pracy podjeto
probe charakterystyki konformacyjnej mini-biatka TRP-CAGE oraz jego trzech wariantéw.
Przeprowadzono analize struktury przestrzennej oraz dynamiki konformacyjnej tych mini-biatek przy
pomocy spektroskopii magnetycznego rezonansu jagdrowego (NMR). Eksperymenty wykonano w
szerokim zakresie temperatur: 278 — 313 K (ze szczegdlnym uwzglednieniem temperatur miekniecia
badanych uktadéw), a nastepnie przeprowadzono symulacje dynamiki molekularnej (MD). Wyniki
wykonanych badan pozwolity w petni scharakteryzowaé stany konformacyjne wybranych peptydéw
w réznych temperaturach oraz dla jednej z analizowanych sekwencji przeprowadzi¢ petng
charakterystyke zaréwno stanu sfatdowanego jak i niesfatdowanego (o ktérym wiedza jest wciaz
bardzo ograniczona). Z badan wynika, ze w niskich temperaturach dominujg zespoty struktur bardzo
zwartych (tzw. natywnych) charakteryzujgcych sie duzg iloscia kontaktow dalekozasiegowych,
a wzrost temperatury powoduje spadek ilosci tych oddziatywan, co prowadzi do wiekszej dynamiki
konformacyjnej uktadu i mniejszego jego ustrukturyzowania. Nalezy podkresli¢, ze nawet w wysokich
temperaturach (powyzej temperatury miekniecia) oddziatywania, ktéore byty obecne w niskich
temperaturach, nadal istniejg. Analizowane mini-biatka wydajg sie wiec by¢ przyktadem fatdowania
wg modelu downbhill, gdyz w procesie zwijania/rozwijania sie biatka w temperaturze jego miekniecia
zespot konformacji taricucha polipeptydowego nie jest mieszaning catkowicie zwinietych i catkowicie
rozwinietych konformacji (jak zaktada przyjety wczesniej dla tych peptydéw model dwustanowy),
araczej jednolitymi zestawami konformacji zawierajgcymi cechy struktury zwigzane ze stanem
natywnym biatka. Ponadto eksperymenty przeprowadzone w tej pracy wykazaty, ze problem
interpretacji danych dotyczacych stabilnosci termodynamicznej punktowych mutantéw jest bardziej
ztozony niz dotychczas sgdzono. Dotad wptyw punktowych mutacji rozpatrywany byt jedynie
w kontekscie zmian tancuchéw bocznych reszt aminokwasowych i ich ekspozycji do rozpuszczalnika
lub tworzenia sie wigzan wodorowych. Przedstawione wyniki badan wskazujg, ze nie tylko rodzaj
reszty aminokwasowej jest istotny, ale takze jej miejsce i kolejno$¢ w sekwencji aminokwasowej,
poniewaz niektére kombinacje reszt aminokwasowych mogg prowadzi¢ do znacznych rdinic

w lokalnej gietkosci/sztywnosci taricucha polipeptydowego.



