STRESZCZENIE

Niniejsza rozprawa doktorska skupia sie na wykorzystaniu ligacji enzymatycznej do tworzenia
wigzania peptydowego w celu selektywnej i funkcjonalnej semisyntezy i modyfikacji biatek.
Skiadaja si¢ na nig trzy projekty badawcze o charakterze interdyscyplinarnym i wspélnym celu
— rozwoju selektywnych, wydajnych i lagodnych metod do otrzymywania bialek i ich
koniugatéw. W pierwszym z nich zaprezentowano peine, chemoenzymatyczne otrzymanie
metalotioneiny na przykladzie cyjanobakteryjnego biatka SmtA przy uzyciu ulepszonego
wariantu endopeptydazy asparaginowej — OaAEP1_C247A. Opracowana strategia laczyta ze
soba syntezg fragmentéw peptydowych na noséniku stalym z enzymatyczng ligacja, prowadzac do
otrzymania biatka o wysokiej czystosci i dobrej wydajnosci. Produkt koficowy wykazywal
identyczne wlasciwosci strukturalne, spektroskopowe i funkcjonalne jak rekombinowany
odpowiednik, w tym zdolnos¢ do specyficznego wigzania jonéw metali bloku d (Zn?*, Cd?*) oraz
wiasciwe fatdowanie. Wyniki te stanowia dowéd skutecznogci metody chemoenzymatycznej jako
alternatywy dla rekombinacyjnej produkcji biatek o wymagajacych sekwencjach, zwlaszcza
bogatych w reszty cysteinowe. Druga czeéé pracy dotyczyla opracowania uniwersalnego
narzedzia — dwufunkcyjnej sondy SrtCrAsH-EDT, umozliwiajacej jednoczesne znakowanie
fluorescencyjne bialek oraz wprowadzenie modyfikacji potranslacyjnych, takich jak
ubikwitynacja czy sumoilacja. Strategia ta opiera si¢ na polgczeniu enzymatycznej ligacji
zudzialem sortazy A oraz specyficznego wigzania sondy bisarsenowej z motywem
czterocysteinowym w strukturze biatka. Reakcje przebiegaly sekwencyjnie w trybie ,,one-pot”
bez koniecznosci izolacji produktéw posrednich, co znacznie upraszczalo i przyspieszato caly
proces. Opracowane podejscie cechuje si¢c wysoka specyficznoscia i odwracalnoscia, co zostato
potwierdzone w eksperymentach z modelowymi biatkami GST-TC12 i HePTP-4C. Rozwigzanie
to otwiera nowe mozliwosci w badaniach nad dynamika, lokalizacjg i funkcjg modyfikacji
potranslacyjnych, a takze moze znalezé zastosowanie w diagnostyce molekulamej i obrazowaniu
komérkowym. W trzecim projekcie opracowano nowy wariant butelazy 1, butelaze AY, ktéry
cechuje si¢ znacznie wyzsza stabilnoscia, mniejszg podatnoscia na agregacje oraz uproszczona
procedurg produkcji i aktywacji w poréwnaniu do typu dzikiego. Butelaza AY wykazuje wysokg
aktywno$¢ katalityczng oraz szeroka tolerancj¢ wzgledem substratéw zawierajacych zardwno
naturalne, jak i nienaturalne reszty aminokwasowe. Umozliwia ona efektywna cyklizacje
peptydow oraz fluorescencyjne znakowanie biatek. Dzigki tym wlasciwosciom stanowi
wartoSciowe narzgdzie do modyfikacji biomolekul, zwlaszcza w warunkach wymagajacych
wysokiej specyficznosci i lagodnych warunkéw reakcji. W rezultacie opracowane strategie
oferujg elastyczne, wydajne i selektywne narzedzia do produkcji i modyfikacji bialek, szczeg6lnie



takich, ktérych synteza klasycznymi metodami jest utrudniona lub niemozliwa. Uzyskane wyniki
moga znalezé szerokie zastosowanie w biologii strukturalnej, diagnostyce, obrazowaniu
molekularnym i inzynierii biomolekut.



