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Spis skrótów  

AEP endopeptydaza asparaginowa (ang. asparaginyl endopeptidase) 

Aib kwas 2‑aminoizomasłowy (ang. 2‑aminoisobutyric acid) 

ASN α‑synukleina (ang. α‑synuclein) 

ATP adenozynotrójfosforan (ang. adenosine triphosphate) 

BAL dimerkaprol (ang. British anti‑Lewisite) 

BPL ligaza białkowa biotyny (ang. biotin protein ligase) 

BRCA1  białko związane z predyspozycją do raka piersi (ang. breast cancer 

1 protein) 

Butelaza AY wariant butelazy z dwoma mutacjami punktowymi, polegającymi na 

zamianie Val237 na Ala oraz Thr238 na Tyr  

CHO 

 

linia komórkowa jajnika chomika chińskiego (ang. Chinese hamster 

ovary cell line) 

CrAsH‑EDT2 

 

fluorescencyjny znacznik bisarsenowy na bazie  

5(6)‑karboksyfluoresceiny, wiążący motyw czterocysteinowy 

(ang. carboxyfluorescein arsenical helix binder) 

DNA kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid) 

E. coli bakterie Escherichia coli  

EC numer klasy Komisji Enzymatycznej (ang. Enzyme Commission 

number) 

EDT etan‑1,2‑ditiol (ang. ethane‑1,2‑dithiol) 

EPL ligacja białek z wykorzystaniem produkcji białkowej 

(ang. expressed protein ligation) 

FAD dinukleotyd flawinoadeninowy (ang. flavin adenine dinucleotide) 

FAM amidyt fluoresceiny (ang. fluorescein amidite) 

FlAsH‑EDT2 

 

fluorescencyjny znacznik bisarsenowy na bazie fluoresceiny 

rozpoznający motyw czterocysteinowy (ang. fluorescein arsenical 

helix binder) 

FRET rezonansowe zjawisko przeniesienia energii Förstera na drodze innej 

niż promieniowanie (ang. Förster resonance energy transfer) 

GFP białko zielonej fluorescencji (ang. green fluorescent protein) 

GST S‑transferaza glutationowa (ang. glutathione S‑transferase) 

12:12922



 

13 
 
 

HePTP fosfataza tyrozynowa specyficzna dla hematopoezy 

(ang. hematopoietic protein tyrosine phosphatase) 

IMPACT system oczyszczania białka z użyciem inteiny z etykietą 

powinowactwa do chityny (ang. intein mediated purification with an 

affinity chitin‑binding tag) 

IUBMB 

 

Międzynarodowa Unia Biochemii i Biologii Molekularnej 

(ang. International Union of Biochemistry and Molecular Biology) 

kcat stała szybkości katalitycznej (ang. catalytic constant) 

Km stała Michaelisa (ang. Michaelis constant) 

LAD‑1 region odpowiedzialny za aktywność ligazy‑1 (ang. ligase‑activity 

determinant‑1) 

LMCT zjawisko przeniesienia ładunku od liganda do jonu metalu 

(ang. ligand‑metal charge transfer) 

MBP białko wiążące maltozę (ang. maltose‑binding protein) 

MetAla metyloalanina (ang. 2‑methylalanine) 

mRNA matrycowy kwas rybonukleinowy (ang. messenger ribonucleic 

acid) 

MT metalotioneina (ang. metallothionein)  

NCL natywna ligacja chemiczna (ang. native chemical ligation) 

NorVal norwalina (ang. norvaline) 

OaAEP1 endopeptydaza asparaginowa 1 z Oldenlandia affinis 

(ang. Oldenlandia affinis asparaginyl endopeptidase 1) 

OaAEP1_C247A wariant OaAEP1 z mutacją punktową, polegającą na zamianie 

Cys247 na Ala 

p53 

 

czynnik transkrypcyjny o właściwościach supresora 

nowotworowego o masie ~53 kDa (ang. tumor protein p53) 

pKa 

 

ujemny logarytm dziesiętny stałej dysocjacji kwasowej Ka 

(ang. negative base 10 log of the acid dissociation constant Ka) 

pre‑mRNA pierwotny transkrypt matrycowego kwasu rybonukleinowego 

(ang. precursor messenger ribonucleic acid) 

PTM modyfikacje potranslacyjne (ang. post‑translational modifications) 

ReAsH‑EDT2 

 

fluorescencyjny znacznik bisarsenowy na bazie rezorufiny wiążący 

motyw czterocysteinowy (ang. resorufin arsenical helix binder) 

RNA kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid) 
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rRNA rybosomalny kwas rybonukleinowy (ang. ribosomal ribonucleic 

acid) 

SaSrtA sortaza A z bakterii Staphylococcus aureus  

SeNPs nanocząstki selenu (ang. selenium nanoparticles) 

SmtA metalotioneina A z cyjanobakterii Synechococcus elongatus  

Sp1 czynnik transkrypcyjny Sp1 (ang. specificity protein 1) 

SPPS synteza peptydów na nośniku stałym (ang. solid‑phase peptide 

synthesis) 

Srt sortaza (ang. sortase) 

SUMO małe białko modyfikujące podobne do ubikwityny (ang. small 

ubiquitin‑like modifier) 

TC motyw czterocysteinowy (ang. tetracysteine motif) 

TFIIIA czynnik transkrypcyjny IIIA (ang. transcription factor IIIA) 

tRNA transportujący kwas rybonukleinowy (ang. transfer ribonucleic 

acid) 

Ub ubikwityna (ang. ubiquitin) 

WT typ dziki (ang. wild type) 
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STRESZCZENIE 

Niniejsza rozprawa doktorska skupia się na wykorzystaniu ligacji enzymatycznej do tworzenia 

wiązania peptydowego w celu selektywnej i funkcjonalnej semisyntezy i modyfikacji białek. 

Składają się na nią trzy projekty badawcze o charakterze interdyscyplinarnym i wspólnym celu 

— rozwoju selektywnych, wydajnych i łagodnych metod do otrzymywania białek i ich 

koniugatów. W pierwszym z nich zaprezentowano pełne, chemoenzymatyczne otrzymanie 

metalotioneiny na przykładzie cyjanobakteryjnego białka SmtA przy użyciu ulepszonego 

wariantu endopeptydazy asparaginowej — OaAEP1_C247A. Opracowana strategia łączyła ze 

sobą syntezę fragmentów peptydowych na nośniku stałym z enzymatyczną ligacją, prowadząc do 

otrzymania białka o wysokiej czystości i dobrej wydajności. Produkt końcowy wykazywał 

identyczne właściwości strukturalne, spektroskopowe i funkcjonalne jak rekombinowany 

odpowiednik, w tym zdolność do specyficznego wiązania jonów metali bloku d (Zn²⁺, Cd²⁺) oraz 

właściwe fałdowanie. Wyniki te stanowią dowód skuteczności metody chemoenzymatycznej jako 

alternatywy dla rekombinacyjnej produkcji białek o wymagających sekwencjach, zwłaszcza 

bogatych w reszty cysteinowe. Druga część pracy dotyczyła opracowania uniwersalnego 

narzędzia — dwufunkcyjnej sondy SrtCrAsH‑EDT₂, umożliwiającej jednoczesne znakowanie 

fluorescencyjne białek oraz wprowadzenie modyfikacji potranslacyjnych, takich jak 

ubikwitynacja czy sumoilacja. Strategia ta opiera się na połączeniu enzymatycznej ligacji 

z udziałem sortazy A oraz specyficznego wiązania sondy bisarsenowej z motywem 

czterocysteinowym w strukturze białka. Reakcje przebiegały sekwencyjnie w trybie „one‑pot” 

bez konieczności izolacji produktów pośrednich, co znacznie upraszczało i przyspieszało cały 

proces. Opracowane podejście cechuje się wysoką specyficznością i odwracalnością, co zostało 

potwierdzone w eksperymentach z modelowymi białkami GST‑TC12 i HePTP‑4C. Rozwiązanie 

to otwiera nowe możliwości w badaniach nad dynamiką, lokalizacją i funkcją modyfikacji 

potranslacyjnych, a także może znaleźć zastosowanie w diagnostyce molekularnej i obrazowaniu 

komórkowym. W trzecim projekcie opracowano nowy wariant butelazy 1, butelazę AY, który 

cechuje się znacznie wyższą stabilnością, mniejszą podatnością na agregację oraz uproszczoną 

procedurą produkcji i aktywacji w porównaniu do typu dzikiego. Butelaza AY wykazuje wysoką 

aktywność katalityczną oraz szeroką tolerancję względem substratów zawierających zarówno 

naturalne, jak i nienaturalne reszty aminokwasowe. Umożliwia ona efektywną cyklizację 

peptydów oraz fluorescencyjne znakowanie białek. Dzięki tym właściwościom stanowi 

wartościowe narzędzie do modyfikacji biomolekuł, zwłaszcza w warunkach wymagających 

wysokiej specyficzności i łagodnych warunków reakcji. W rezultacie opracowane strategie 
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oferują elastyczne, wydajne i selektywne narzędzia do produkcji i modyfikacji białek, szczególnie 

takich, których synteza klasycznymi metodami jest utrudniona lub niemożliwa. Uzyskane wyniki 

mogą znaleźć szerokie zastosowanie w biologii strukturalnej, diagnostyce, obrazowaniu 

molekularnym i inżynierii biomolekuł. 
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ABSTRACT 

This doctoral dissertation focuses on the use of enzymatic ligation to produce peptide bonds for 

the selective and functional semisynthesis and modification of proteins. It includes three 

interdisciplinary research projects united by a common goal: the development of selective, 

efficient, and mild methods for producing proteins and their conjugates. In the first project, 

a complete chemoenzymatic synthesis of metallothionein was demonstrated using the 

cyanobacterial protein SmtA by employing an engineered asparaginyl endopeptidase variant — 

OaAEP1_C247A. The developed strategy combined solid‑phase peptide synthesis with 

enzyme‑mediated ligation, leading to the production of a protein in high purity and yield. The final 

product displayed structural, spectroscopic, and functional properties identical to those of its 

recombinant counterpart, including the ability to specifically bind d‑block metal ions (Zn²⁺, Cd²⁺) 

and proper native folding. These results provide evidence that the chemoenzymatic method is a 

viable alternative to recombinant expression for proteins with challenging, cysteine‑rich 

sequences. The second project introduced a universal bifunctional probe, SrtCrAsH‑EDT₂, 

enabling concurrent fluorescent labeling and installation of post‑translational modifications 

(e.g., ubiquitination or sumoylation). This strategy is based on the combination of sortase 

A‑catalyzed ligation with the specific binding of a biarsenical probe to tetracysteine tag within the 

protein backbone. Sequential one‑pot reactions obviate the need for intermediate isolation, thus 

significantly simplifying and expediting the workflow. The approach exhibits high specificity and 

reversibility, as demonstrated in model experiments with GST‑TC12 and HePTP‑4C. This tool 

opens new avenues for probing the dynamics, localization, and function of post‑translational 

modifications and holds promise for molecular diagnostics and live‑cell imaging. In the third 

project, we engineered a novel butelase 1 variant, butelase AY, which exhibits markedly improved 

stability, a reduced aggregation propensity, and a simplified expression and activation protocol 

compared with the wild type enzyme. Butelase AY displays high catalytic efficiency and tolerates 

substrates containing both natural and non‑natural amino acid residues, enabling effective peptide 

cyclization and fluorescent labeling of proteins. These attributes make it a powerful reagent for 

biomolecular modification under conditions requiring high specificity and mild reaction 

parameters. Consequently, these strategies furnish flexible, efficient, and selective platforms for 

the production and modification of proteins, especially for targets whose synthesis by conventional 

methods is challenging or unfeasible. The outcomes of this work have broad applicability across 

structural biology, molecular diagnostics, cellular imaging, and biomolecular engineering. 
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I WSTĘP 

1. Białka jako kluczowe makrocząsteczki biologiczne 

Białka stanowią jedną z najbardziej funkcjonalnie zróżnicowanych grup makrocząsteczek 

biologicznych i uczestniczą w niemal każdym procesie zachodzącym w komórce.2 Są one 

odpowiedzialne za katalizę reakcji chemicznych (np. anhydraza węglanowa),2 transport 

i magazynowanie cząsteczek (np. hemoglobina transportująca ditlen),3 zapewnianie strukturalnej 

integralności komórek i tkanek (np. kolagen),4 udział w odpowiedzi immunologicznej  

(np. przeciwciała),5 koordynację oraz wykonywanie ruchów komórkowych i mięśniowych 

(np. aktyna i miozyna),6 przewodzenie sygnałów nerwowych (np. kanały jonowe)7 oraz regulację 

wzrostu, różnicowania i ekspresji genów (np. czynniki transkrypcyjne).8 Ze względu na szerokie 

spektrum wspomnianych funkcji, białka stają się jednym z centralnych tematów badań we 

współczesnej biotechnologii. Kluczowe jest zatem dogłębne poznanie i zrozumienie ich struktury, 

mechanizmów działania oraz możliwości pozyskiwania i modyfikacji.9‑12 Istotnym kierunkiem 

badań pozostaje rozwój inżynierii białkowej, ukierunkowanej na celowe wprowadzanie nowych 

funkcji białek.  

1.1. Biosynteza białek 

Ekspresja genów kodujących białka jest wieloetapowym procesem komórkowym, który obejmuje 

transkrypcję, dojrzewanie matrycowego kwasu rybonukleinowego (mRNA, ang. messenger 

ribonucleic acid), translację oraz modyfikacje potranslacyjne. U eukariontów rozpoczyna się 

w jądrze komórkowym, gdzie informacja genetyczna zakodowana w kwasie 

deoksyrybonukleinowym (DNA, ang. deoxyribonucleic acid) jest przepisywana na mRNA za 

pomocą polimerazy kwasu rybonukleinowego (RNA, ang. ribonucleic acid).2,13 Następnie 

pierwotny transkrypt (pre‑mRNA, ang. precursor messenger ribonucleic acid) dojrzewa poprzez 

dodanie czapeczki 5’, poliadenylacji 3’ oraz splicingu RNA, czyli usunięciu intronów i połączeniu 

egzonów w ciągłą sekwencję kodującą. Po zakończeniu tych etapów dojrzały mRNA jest 

transportowany do cytoplazmy, gdzie stanowi matrycę dla biosyntezy białka. Translacja, 

zachodząca na rybosomach, polega na odczytywaniu sekwencji nukleotydowej mRNA 

i przekształcaniu jej w łańcuch polipeptydowy, złożony z reszt aminokwasowych ułożonych 

w określonej kolejności i dostarczanych przez transportujący kwas rybonukleinowy (tRNA, 

ang. transfer ribonucleic acid). Kluczowym elementem rybosomów, oprócz białek, są cząsteczki 

rybosomalnego kwasu rybonukleinowego (rRNA, ang. ribosomal ribonucleic acid), które tworzą 

rdzeń strukturalny i katalityczny kompleksu.2,13 Ponadto nowo zsyntetyzowane białka, by osiągnąć 

funkcjonalność, często wymagają modyfikacji potranslacyjnych, obejmujących kowalencyjne 
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modyfikacje głównego łańcucha polipeptydowego lub bocznych łańcuchów reszt 

aminokwasowych. Wprowadzanie tych zmian stanowi niezbędny etap w dojrzewaniu białek, gdyż 

prowadzi do osiągnięcia przez białka właściwej struktury przestrzennej, lokalizacji oraz 

aktywności biologicznej.11,13 Modyfikacje potranslacyjne zachodzą w określonych przedziałach 

komórkowych, np. siateczce śródplazmatycznej, aparacie Golgiego, jądrze komórkowym czy 

cytoplazmie, a ich przebieg jest kontrolowany przez wyspecjalizowane enzymy.11,13 

Nieprawidłowości na tym etapie wiążą się z licznymi patologiami, w tym chorobami 

nowotworowymi, neurodegeneracyjnymi czy zaburzeniami metabolicznymi.14,15 Szczegółowa 

charakterystyka, funkcje i różnorodność modyfikacji potranslacyjnych zostały przedstawione 

w Rozdziale 4. Natomiast zrozumienie ich roli nie byłoby możliwe bez uprzedniego opracowania 

skutecznych sposobów pozyskiwania białek, którym poświęciłam podrozdział poniżej.  

1.2. Historia i wyzwania w pozyskiwaniu białek 

Na przestrzeni lat jedynym źródłem białek była ich izolacja z organizmów żywych, co wiązało się 

z licznymi ograniczeniami technicznymi. Proces ten wymagał opracowywania skutecznych metod 

rozdziału i oczyszczania, które pozwalały na uzyskanie białek w formie funkcjonalnej 

i o odpowiednim stopniu czystości. Tradycyjne techniki izolacji obejmowały wytrącanie, 

chromatografię (jonowymienną, żelową, hydrofobową czy powinowactwa), elektroforezę czy 

dializę.16,17 Jednak ograniczona dostępność i wysoki koszt surowców naturalnych, trudność 

zwiększenia produkcji na skalę przemysłową oraz problemy w uzyskaniu jednorodnego preparatu 

białkowego nieustannie motywowały naukowców do poszukiwania alternatywnych sposobów 

pozyskiwania białek.16,17,18 

Rozwój biotechnologii w XX wieku przyniósł nowe możliwości w zakresie produkcji 

rekombinowanych białek, gdyż umożliwił ich wytwarzanie w różnych systemach 

ekspresyjnych.18,19 Dzięki zastosowaniu chemicznej syntezy DNA i klonowania molekularnego 

możliwe stało się wprowadzenie plazmidu zawierającego określony fragment DNA kodujący 

wybrane białko lub jego fragment do komórki gospodarza, która następnie produkuje białko 

o zadanej sekwencji aminokwasowej.19 W 1977 roku zespół Itakury i współpracowników 

skonstruował plazmid kodujący hormon peptydowy — somatostatynę, który następnie poddał 

ekspresji w komórkach Escherichia coli (E. coli). Kolejnym istotnym osiągnięciem w tej 

dziedzinie było opracowanie metody produkcji rekombinowanej insuliny ludzkiej, 

przeprowadzone przez zespół Goeddela i współpracowników.20 Te pionierskie osiągnięcia 

otworzyły nowe możliwości terapeutyczne, w szczególności w leczeniu chorób przewlekłych, 

takich jak cukrzyca. 
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Obecnie produkcja rekombinowanych białek umożliwia wykorzystanie szeregu systemów 

ekspresyjnych, co wpływa zarówno na wydajność procesu, jak i na koszty produkcji oraz 

możliwości przeprowadzania modyfikacji potranslacyjnych. W biotechnologii najczęściej stosuje 

się systemy oparte na bakteriach, zwłaszcza na E. coli, gdyż organizm ten charakteryzuje się 

szybkim wzrostem w warunkach laboratoryjnych i niskimi kosztami hodowli. Dzięki dostępności 

rozbudowanego zestawu wektorów klonujących możliwe jest efektywne wytwarzanie białek 

heterologicznych zarówno w skali laboratoryjnej, jak i przemysłowej.18,21 Jednak pomimo 

licznych zalet, systemy bakteryjne mają ograniczone możliwości przeprowadzania pewnych 

modyfikacji potranslacyjnych, na przykład glikozylacji.21 Alternatywą są drożdżowe systemy 

ekspresyjne, np. Pichia pastoris, które łączą zalety wysokiej wydajności, szybkiego wzrostu, 

łatwiejszego oczyszczania i zdolności do przeprowadzania glikozylacji czy tworzenia mostków 

disulfidowych.22 Niemniej jednak warto wziąć pod uwagę potrzebę większej ilości plazmidu, 

dłuższy czas produkcji i bardziej złożone warunki hodowli (np. konieczność stosowania metanolu 

jako induktora).22 Typowym problemem w tym systemie jest również hydroliza heterologicznych 

białek przez endogenne systemy proteolityczne.23 Ponadto wzorce glikozylacyjne w komórkach 

drożdżowych odbiegają od tych w komórkach ssaczych, co ma potencjalny wpływ na stabilność 

i aktywność produkowanych białek.22,24,25  

Dla produkcji białek terapeutycznych, takich jak przeciwciała monoklonalne, złotym 

standardem są komórki ssacze, np. linie komórkowe jajnika chomika chińskiego (CHO, 

ang. Chinese hamster ovary), które umożliwiają prawidłowe fałdowanie białek oraz pełne 

spektrum modyfikacji potranslacyjnych, krytycznych dla uzyskania produktu o odpowiedniej 

stabilności, aktywności biologicznej oraz profilu bezpieczeństwa dla stosowania u ludzi.26,27 

Systemy te jednak wiążą się z wolniejszym wzrostem i wyższymi kosztami hodowli.27 

Alternatywą dla systemów ekspresyjnych opartych na komórkach ssaczych są systemy 

wykorzystujące komórki owadzie, np. linie komórkowe Spodoptera frugiperda. Są one 

powszechnie używane w technologiach opartych na bakulowirusach.28,29 Wykorzystanie tego typu 

systemów ekspresyjnych pozwala na produkcję białek o złożonej strukturze przestrzennej oraz 

modyfikacjach potranslacyjnych, które są zbliżone do tych występujących w komórkach 

eukariotycznych. Dodatkowymi atutami są relatywnie niskie koszty, łatwość hodowli i wyższa 

tolerancja na zmiany osmotyczne w porównaniu do komórek ssaczych, dlatego są one atrakcyjnym 

rozwiązaniem przy produkcji rekombinowanych białek na średnią skalę. Należy jednak pamiętać, 

że wzorce glikozylacyjne w komórkach owadzich różnią się od ludzkich, co może ograniczać 

zastosowanie tego systemu ekspresyjnego.29,30 

W odpowiedzi na ograniczenia komórek ssaczych i owadzich coraz większe zainteresowanie 
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budzą systemy bezkomórkowe.31–34 Oferują one szybkie i bardziej elastyczne podejście do syntezy 

białek in vitro, bazując na wyizolowanych komponentach translacyjnych (np. polimerazie RNA, 

rybosomach, czynnikach transkrypcyjnych, kofaktorach). Ułatwia to skalowanie procesów, 

umożliwia selektywne wprowadzenie nienaturalnych reszt aminokwasowych, a także syntezę 

białek błonowych i toksycznych.31–34 Jednakże produkcja w tych systemach wiąże się z wysokimi 

kosztami.32,33  

Podsumowując, duża różnorodność systemów ekspresyjnych, od bakterii i drożdży po linie 

komórek ssaczych, umożliwia obecnie rutynową produkcję rekombinowanych białek o wysokiej 

czystości. Jednak i te metody mają ograniczenia, zwłaszcza w kontekście syntezy białek o złożonej 

strukturze. Metalotioneiny, czyli białka policysteinowe wiążące jony metali, stanowią doskonały 

przykład makromolekuł, które stawiają wyzwania w rekombinowanej produkcji. Wysoka 

zawartość reszt cysteinowych przekłada się na niską stabilność oraz toksyczność dla gospodarza, 

co skutkuje słabą wydajnością produkcji.35–38 

2. Metalotioneiny 

Metalotioneiny (MT) stanowią grupę metaloprotein, których rekombinowana produkcja jest 

szczególnie wymagająca ze względu na ich dynamikę konformacyjną (słabe ustrukturyzowanie) 

i wyspecjalizowane wiązanie jonów metali. Pierwsze doniesienia dotyczące metalotionein 

pochodzą z badań Margoshesa i Vallee, którzy w 1957 roku wyizolowali je z końskich nerek.39 

Metalotioneiny to niewielkie białka (6–7 kDa) o wysokiej zawartości reszt cysteinowych 

(około 25–30% składu aminokwasowego), pozbawione aromatycznych reszt aminokwasowych 

i mostków disulfidowych.40–42 Dzięki obecności grup tiolowych tworzą wiązania koordynacyjne 

z jonami metali, np. cynkiem (Zn²⁺), kadmem (Cd²⁺) czy miedzią (Cu⁺).43 Ze względu na 

wspomniane właściwości, metalotioneiny wykazują zdolność do utrzymania homeostazy 

komórkowej jonów metali, detoksykacji metali ciężkich, a także udziału w ochronie komórek 

przed stresem oksydacyjnym.43,44 

2.1. Znaczenie biologiczne metalotionein 

Funkcjonalność biologiczna metalotionein jest ściśle związana z ich zdolnością do wiązania jonów 

metali w sposób selektywny i odwracalny. W przypadku jonów cynku (Zn²⁺) i miedzi (Cu⁺), 

metalotioneiny pełnią rolę zarówno rezerwuarów jonów, jak i białek opiekuńczych 

dostarczających je do metaloenzymów oraz innych białek wymagających tych metali do 

prawidłowej aktywności katalitycznej.43,45–47 Przykładem mogą być czynniki transkrypcyjne 

zależne od jonów cynku, np. białko specyficzności Sp1 (ang. specificity protein 1) i czynnik 

transkrypcyjny IIIA z Xenopus laevis (TFIIIA, ang. transcription factor IIIA), które, dzięki 
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obecności motywów palców cynkowych, wiążą się z sekwencjami promotorowymi DNA 

i regulują ekspresję genów.43,48,49 Dzięki zdolności do kontrolowanego uwalniania jonów metali, 

metalotioneiny biorą udział w regulacji procesów metabolicznych oraz sygnalizacyjnych na 

poziomie komórkowym.47,50,51 Metalotioneiny również odgrywają istotną rolę w detoksykacji 

jonów metali ciężkich, takich jak kadmu (Cd²⁺), ołowiu (Pb²⁺), rtęci (Hg²⁺) czy arsenu (As³⁺). 

Powinowactwo tych jonów do grup tiolowych MT umożliwia tworzenie trwałych kompleksów 

chelatowych, ograniczając stężenie wolnych jonów w komórce i chroniąc ją przed 

uszkodzeniami.52–56 

2.2. Wyzwania w rekombinowanej produkcji metalotionein 

Chociaż przez wiele lat metalotioneiny były izolowane z tkanek zwierzęcych, głównie z wątroby 

ssaków,39,57–59 obecnie najczęściej stosowaną metodą pozyskiwania homogenicznych preparatów 

określonych izoform MT jest produkcja rekombinowanego białka w Escherichia coli.60–63 

Jednakże rekombinowana produkcja metalotionein w układach bakteryjnych napotyka liczne 

trudności. Przede wszystkim wysoka zawartość reszt cysteinowych powoduje niską stabilność 

i toksyczność wobec komórek gospodarza, co może prowadzić do obniżenia wydajności procesu. 

Nadmiar wolnych grup tiolowych w cytoplazmie może wiązać endogenne jony metali 

i wywoływać stres oksydacyjny, co w konsekwencji hamuje wzrost bakterii lub prowadzi do ich 

śmierci.35,37,38 Kolejnym istotnym wyzwaniem jest uzyskanie prawidłowej formy holo‑białka 

(związanego z jonami metali). Apo‑metalotioneina, czyli forma bez związanych jonów metali, jest 

strukturalnie nieuporządkowana, a przez to podatna na spontaniczną denaturację i tworzenie 

mostków disulfidowych.42,64 W komórce bakteryjnej łatwo dochodzi do utraty natywnej 

konformacji, co skutkuje agregacją i odkładaniem się białka w postaci nierozpuszczalnych ciałek 

inkluzyjnych.36 Aby rekombinowana MT była funkcjonalna, często konieczne jest uzupełnienie 

pożywki bakteryjnej odpowiednimi jonami metali. Ma to na celu wymuszenie wiązania metali 

przez powstające białko i stabilizację jego struktury.37,65–67 Dodatkowo, rekombinowana 

produkcja pełnej, dwudomenowej metalotioneiny jest obciążona ryzykiem nieprawidłowego 

fałdowania domeny β.66 

W celu poprawy wydajności rekombinowanej produkcji metalotionein w E. coli stosuje się 

białka fuzyjne, polegające na wytwarzaniu MT wraz z dołączonym na N‑ lub C‑końcu 

dodatkowym białkiem modyfikującym, np. transferazą S‑glutationową (GST, ang. glutathione 

S‑transferase),37,38 lub etykietą S.68,69 Wspomniane białka działają jako „molekularne chaperony”, 

poprawiając rozpuszczalność i stabilność MT podczas syntezy w bakteryjnym systemie 

ekspresyjnym. Jednakże usunięcie etykiety fuzyjnej często wiąże się z pozostawieniem 
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dodatkowych reszt aminokwasowych na końcach wytwarzanej metalotioneiny, które ze względu 

na jej niewielki rozmiar mogą zakłócać proces metalacji oraz negatywnie wpływać na właściwości 

biochemiczne białka. Innym popularnym sposobem oczyszczania ssaczych MT jest zastosowanie 

systemu oczyszczania białka z użyciem inteiny z etykietą powinowactwa do chityny (IMPACT, 

ang. intein mediated purification with an affinity chitin‑binding tag).70,71 Usunięcie etykiety 

wymaga 48‑godzinnej inkubacji z ditiotreitolem (DTT, ang. dithiothreitol), co wydłuża czas 

oczyszczania białka. Alternatywnie, w metodzie „bez etykiety” klonuje się komplementarne DNA 

metalotioneiny, a oczyszczanie przeprowadza się przy użyciu chromatografii wykluczania oraz 

chromatografii jonowymiennej.72 Jednak to rozwiązanie wymaga znacznego nakładu czasu i wiąże 

się z utratą dużej ilości białka. 

Podsumowując, przyszłe badania nad metalotioneinami powinny koncentrować się na 

optymalizacji ich rekombinowanej produkcji, zwłaszcza na ograniczeniu agregacji, zapewnieniu 

pełnej metalacji i prawidłowego fałdowania domen, a także na minimalizacji toksyczności wobec 

komórki gospodarza. Równocześnie warto rozwijać alternatywne strategie (chemiczne bądź 

biochemiczne) pozyskiwania metalotionein, które mogłyby zwiększyć ich dostępność i poszerzyć 

zastosowanie w biotechnologii. 

2.3. Metalotioneina SmtA — struktura, właściwości i funkcje   

Metalotioneina SmtA (ang. Synechococcus metallothionein A) została opisana po raz pierwszy 

u cyjanobakterii Synechococcus elongatus PCC 7942 jako element systemu adaptacyjnego 

komórki do podwyższonego stężenia jonów cynku.73 Jest 56‑aminokwasowym białkiem, bogatym 

w reszty cysteinowe (Rysunek 1A). Należy do II klasy bakteryjnych metalotionein i stanowi jeden 

z najlepiej scharakteryzowanych przykładów tej grupy białek.73–75 Strukturalnie SmtA tworzy 

kompaktowy monomer zawierający rdzeń Zn₄Cys₉His₂, zbudowany z dziewięciu reszt 

cysteinowych i dwóch reszt histydynowych, które uczestniczą w koordynacji jonów metali 

(Rysunek 1B).74 Dzięki tej architekturze każda cząsteczka SmtA może wiązać do czterech jonów 

Zn2+, z których jeden, związany w motywie palca cynkowego Cys₂His₂, wykazuje wyjątkową 

stabilność i oporność na wymianę.74,75 Pozostałe trzy miejsca charakteryzują się większą 

labilnością i umożliwiają dynamiczne wiązanie i uwalnianie metali w odpowiedzi na zmieniające 

się warunki komórkowe.74 W przeciwieństwie do ssaczych metalotionein, które po związaniu 

jonów metali przyjmują dynamiczną konformację, SmtA ma trwałą, dobrze zdefiniowaną 

strukturę trzeciorzędową (PDB: 1JJD), co wyróżnia ją na tle innych metalotionein.44,74 
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Rysunek 1. Metalotioneina z cyjanobakterii Synechoccocus elongatus (SmtA). A) Sekwencja 
aminokwasowa SmtA (Uniprot ID: P30331). Reszty cysteinowe i histydynowe, uczestniczące 
w wiązaniu metali, zostały zaznaczone odpowiednio na żółto i niebiesko. B) Struktura krystaliczna 
SmtA (PDB: 1JJD). Szare kulki przedstawiają jony metali w klastrze Zn₄Cys₉His₂.74 

Ten zróżnicowany profil trwałości miejsc wiążących sugeruje, że SmtA odpowiada za 

sekwestrację jonów cynku w komórce, utrzymując jego poziom w zakresie fizjologicznym.73,74,76 

Co więcej, obecność motywu palca cynkowego sugeruje, że SmtA może oddziaływać z innymi 

białkami, DNA, RNA lub lipidami, kontrolując wiele procesów komórkowych.75 Ekspresja genu 

smtA jest indukowana przez jony metali, takie jak Zn2+, Cd2+, Cu+, a nawet Pb2+, co wskazuje na 

jego udział w odpowiedzi komórki na ich podwyższone stężenie.73,74 ,77 

Ze względu na właściwości chelatujące wobec jonów metali, SmtA znajduje zastosowanie 

w dziedzinie biosensorów i bioremediacji. Już w latach 90 opracowano biosensor 

elektrochemiczny oparty na SmtA, zdolny do wykrywania śladowych ilości metali ciężkich. 

Selektywność wiązania jonów metali, takich jak Zn2+, Cd2+, Cu+ i Hg2+, potwierdzono 

eksperymentalnie — biosensory z unieruchomionym SmtA wykazywały bardzo wysoką czułość, 

umożliwiając detekcję metali przy stężeniu femtomolowym78 Ponadto SmtA może być 

wykorzystana jako biosorbent w inżynierii środowiskowej, np. do oczyszczania wód 

z toksycznych metali ciężkich. W ostatnich badaniach stworzono bio‑nanoadsorbent oparty na 

nanocząstkach selenu (SeNPs, ang. selenium nanoparticles), na których powierzchni umieszczono 
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rekombinowaną SmtA. W rezultacie powstały koniugat (SmtA‑SeNPs) skutecznie wiązał jony 

kadmu i ołowiu oraz był znacznie efektywniejszy w porównaniu do samej SmtA.79 

Przytoczone przykłady potwierdzają, że SmtA posiada unikalne właściwości biologiczne 

i znaczny potencjał aplikacyjny. Jednak warto zaznaczyć, że jej rekombinowana produkcja, 

podobnie jak w przypadku innych metalotionein, wiąże się z szeregiem trudności, które omówiono 

w Podrozdziale 2.2. Dlatego poszukiwanie nowych metod biochemicznych, które pozwolą na 

efektywne pozyskiwanie nie tylko SmtA, a również innych białek, jest ważnym kierunkiem 

rozwoju inżynierii białek. W tym kontekście semisynteza białek, jako metoda łącząca syntezę 

chemiczną z produkcją biologiczną, otwiera nowe możliwości pozyskiwania białek o ściśle 

określonych właściwościach. Kolejny rozdział niniejszej pracy doktorskiej będzie poświęcony tej 

metodzie. 

3. Semisynteza białek 

3.1. Koncepcja semisyntezy białek  

Semisynteza białek to nowoczesna metoda, która opiera się na łączeniu fragmentów pochodzących 

z chemicznej syntezy i/lub biologicznej produkcji. Fragmenty peptydowe o małej masie 

cząsteczkowej są syntezowane chemicznie, co umożliwia wprowadzenie różnorodnych 

modyfikacji, w tym nienaturalnych reszt aminokwasowych, znaczników fluorescencyjnych, 

izotopów, nośników farmakologicznych, nanocząstek czy modyfikacji potranslacyjnych.80–85 

Drugim kluczowym elementem semisyntezy jest produkcja większych fragmentów białek 

(np. całych domen) w biologicznych systemach ekspresyjnych, takich jak bakteryjne, owadzie czy 

ssacze.80,86–90 Ostatecznym etapem semisyntezy jest chemoselektywna ligacja, pozwalająca na 

trwałe połączenie fragmentów syntetycznych i/lub biologicznych z wytworzeniem wiązania 

peptydowego, np. przy użyciu natywnej ligacji chemicznej (NCL, ang. native chemical ligation), 

ligacji białek z wykorzystaniem produkcji białkowej (EPL, ang. expressed protein ligation) czy 

ligacji enzymatycznej.80,90,91 

3.2. Zastosowanie i osiągnięcia w obszarze semisyntezy 

Początki semisyntezy białek sięgają lat 80 XX wieku, kiedy techniki chemicznej syntezy 

peptydów zaczęto łączyć z biologicznymi metodami produkcji białek. Kamieniem milowym była 

praca zespołu Dawsona i współpracowników w 1994 roku, w której po raz pierwszy zastosowano 

natywną ligację chemiczną do uzyskania interleukiny‑8 poprzez połączenie dwóch fragmentów 

peptydowych.92 W kolejnych latach technika ta została skutecznie zastosowana w badaniach nad 

modyfikacjami histonów.90,93,94 Histony to białka chromatynowe, które odgrywają kluczową rolę 

w regulacji ekspresji genów w komórkach eukariotycznych. Dzięki wdrożeniu semisyntezy 
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możliwe stało się wprowadzanie selektywnych modyfikacji potranslacyjnych, takich jak 

acetylacja, metylacja czy fosforylacja. Pozwoliło to badaczom na dokładną analizę ich wpływu na 

strukturę i funkcję chromatyny. Z biegiem lat semisynteza białek ewoluowała i zyskała na 

znaczeniu w wielu dziedzinach biotechnologii. Intensywny rozwój chemicznych 

i enzymatycznych metod, określane jako semisynteza chemoenzymatyczna, umożliwił instalację 

nienaturalnych reszt aminokwasowych. Dzięki temu możliwa stała się analiza roli poszczególnych 

reszt aminokwasowych w strukturze i funkcjach białek oraz projektowanie ich bioinżynieryjnych 

wariantów o nowych właściwościach.81,95–98 Ważnym osiągnięciem była także możliwość 

znakowania fluorescencyjnego białek w celu śledzenia ich dynamiki i lokalizacji.82,83,99–101 Postęp 

odnotowano także w obszarze modyfikacji izotopowych. Utorowało to prowadzenie 

zaawansowanych analiz spektroskopowych, dostarczając szczegółowych informacji o strukturze 

przestrzennej oraz dynamice molekularnej.102–107 Połączenie możliwości modyfikacji 

strukturalnej, wizualizacji procesów biologicznych oraz dokładnych analiz spektroskopowych 

obecnie pozwala nie tylko na obserwację zachowania białek w czasie rzeczywistym, ale również 

na analizę mechanizmów ich działania.  

Semisynteza również wspiera rozwój nowoczesnych terapii poprzez tworzenie koniugatów 

białko‑lek. Umożliwia to selektywne dostarczenie farmaceutyku przy minimalizacji efektów 

ubocznych.108–112 Technika znajduje również zastosowanie w projektowaniu białek o ulepszonych 

właściwościach.113,114 Co więcej, semisynteza jest wykorzystywana do analizy mechanizmów 

patologicznych, szczególnie w kontekście chorób neurodegeneracyjnych. Tworzenie 

zmodyfikowanych białek, takich jak α‑synukleina, tau lub priony, zawierających określone 

modyfikacje potranslacyjne, pozwala badać ich rolę w patogenezie chorób.115–122 Takie podejście 

aktualnie umożliwia szczegółowe badanie mechanizmów agregacji białkowych oraz 

nieprawidłowości w degradacji komórkowej, co stanowi podstawę do opracowywania nowych 

strategii terapeutycznych.  

Podsumowując, rozwój semisyntezy białek przyczynił się do znaczących postępów 

w badaniach biologicznych. Dzięki semisyntezie można kontrolować aktywność, stabilność 

i funkcje białek, a także badać wpływ naturalnych i sztucznych modyfikacji na ich działanie. 

Kolejne rozdziały niniejszej pracy szczegółowo omawiają rodzaje modyfikacji białkowych 

(Rozdział 4) oraz dostępne metody ich wprowadzania (Rozdział 5). 

4. Modyfikacje białkowe — rodzaje i znaczenie biologiczne 

Modyfikacje białek obejmują zarówno naturalnie występujące modyfikacje potranslacyjne (PTM, 

ang. post‑translational modification), zachodzące po zakończeniu syntezy i fałdowania 
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cząsteczki, jak i celowe, inżynieryjne modyfikacje chemiczne wprowadzane przez człowieka. Oba 

typy modyfikacji mogą znacząco zmieniać właściwości białek, regulując ich aktywność, 

stabilność, lokalizację oraz interakcje z innymi cząsteczkami.11,123–127 Obejmują kowalencyjną 

modyfikację nukleofilowych reszt aminokwasowych przez elektrofilowy fragment drugiego 

substratu (np. ubikwitynację czy sumoilację), a także rozpad łańcucha peptydowego 

(np. proteolizę).11 W ostatnich dekadach intensywnie badano różnorodność PTM oraz ich rolę 

w utrzymaniu homeostazy komórkowej i mechanizmach chorobowych. Przyczyniło się to do 

znacznych postępów w biologii strukturalnej, epigenetyce i terapiach celowanych.11,124,128 

4.1. Ubikwitynacja i sumoilacja 

Ubikwitynacja oraz sumoilacja należą do kluczowych modyfikacji potranslacyjnych, które pełnią 

ważną rolę w regulacji funkcji białek w komórkach eukariotycznych. Wpływają one na 

przekazywanie sygnałów oraz regulację odpowiedzi na bodźce wewnątrz‑ 

i zewnątrzkomórkowe.126 

Ubikwitynacja to proces polegający na przyłączaniu cząsteczki ubikwityny (Ub, 

ang. ubiquitin), białka o długości 76 reszt aminokwasowych, do reszt lizynowych białka 

docelowego za pośrednictwem kaskady enzymatycznej E1‑E2‑E3, gdzie E1 jest enzymem 

aktywującym, E2 — enzymem koniugującym i E3 — ligazą ubikwitynową.126,129,130 Proces ten 

odkryli Aaron Ciechanover, Avram Hershko i Irwin Rose, za co w 2004 roku otrzymali nagrodę 

Nobla w dziedzinie chemii.131,132 Ubikwitynacja odgrywa kluczową rolę w procesie degradacji 

białek poprzez szlak ubikwityna‑proteasom, który zapewnia homeostazę białkową w komórkach 

oraz umożliwia usuwanie uszkodzonych, nieprawidłowo sfałdowanych lub nadmiarowych 

białek.129,130 Białka oznaczone specyficznym łańcuchem poliubikwitynowym kierowane są do 

degradacji w proteasomie, co stanowi jeden z głównych mechanizmów regulacji poziomu białek 

w komórce. Zaburzenia w procesie ubikwitynacji są związane z licznymi patologiami, w tym 

chorobami neurodegeneracyjnymi, takimi jak choroba Parkinsona czy Alzheimera, gdzie 

akumulacja nieprawidłowych białek prowadzi do śmierci neuronów.129,130 Oprócz degradacji 

ubikwitynacja pełni także inne funkcje biologiczne, m.in. w regulacji transdukcji sygnałów czy 

endocytozie białek błonowych.133 Modyfikacja ta może przybierać różne formy: 

monoubikwitynacja lub poliubikwitynacja z różnymi wzorami łączenia łańcuchów, co wpływa na 

specyficzność i funkcję sygnału. Na przykład, monoubikwitynacja zazwyczaj determinuje 

sortowanie białek i pełni funkcje sygnałowe niezwiązane z degradacją.134 Z kolei 

poliubikwitynacja, zwłaszcza łańcuchami wiązanymi przez resztę Lys48, stanowi główny sygnał 

kierujący substraty do degradacji w proteasomie 26S,135,136 a łańcuchami typu Lys63 uczestniczy 
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w regulacji procesów sygnalizacyjnych, naprawie DNA i transporcie białek, nie powodując ich 

degradacji.137 

Sumoilacja jest przyłączaniem do reszt lizynowych białka docelowego małego białka 

podobnego do ubikwityny — SUMO (ang. small ubiquitin‑like modifier). Reakcja ta przebiega 

przy udziale enzymów aktywujących, koniugujących i ligaz.138,139 Białka SUMO są obecne 

w całym królestwie eukariontów, a genom człowieka koduje cztery izoformy:  

SUMO‑1–SUMO‑5.140,141 Z nich SUMO‑1–SUMO‑3 wykazują szeroką ekspresję, podczas gdy 

SUMO‑4 występuje głównie w nerkach, węzłach chłonnych i śledzionie, a SUMO‑5 — w płucach 

i śledzionie.128,140,141 Nazwa tego białka modyfikującego wywodzi się ze stosunkowo niewielkiej 

masy cząsteczkowej (około 10 kDa) i podobieństwa trójwymiarowej struktury do ubikwityny. 

Jednakże sekwencja aminokwasowa jest zgodna z ubikwityną w mniej niż 20%, a rozkład ładunku 

elektrycznego na powierzchni biomolekuły jest odmienny.138 Przekłada się to na różnice 

w interakcjach z innymi białkami, co określa specyficzne funkcje biologiczne. Sumoilacja może 

hamować czynniki transkrypcyjne, wpływać na lokalizację białek, hamować lub aktywować 

enzymy oraz kierować białka do degradacji lub chronić je nią.138 Sumoilacja pełni kluczową rolę 

w odpowiedzi komórki na stres, naprawie DNA oraz regulacji transportu jądrowego. Na przykład, 

białka uczestniczące w naprawie DNA, takie jak białko p53 (czynnik transkrypcyjny 

o właściwościach supresora nowotworowego o masie ~53 kDa (ang. tumor protein p53)) czy 

białko związane z predyspozycją do raka piersi BRCA1 (ang. breast cancer 1 protein), podlegają 

sumoilacji, co wpływa na ich stabilność i funkcje w odpowiedzi na uszkodzenia DNA.142,143 

Ponadto sumoilacja histonów i czynników transkrypcyjnych odgrywa istotną rolę w regulacji 

ekspresji genów poprzez modulację dostępności chromatyny oraz aktywności kompleksów 

transkrypcyjnych.144 Interesującym aspektem sumoilacji jest jej wzrost w odpowiedzi na stres 

komórkowy (np. oksydacyjny, cieplny lub związany z hipoksją), co stabilizuje białka i wspiera 

proces ich adaptacji do niekorzystnych warunków środowiskowych.145 

Zarówno ubikwitynacja, jak i sumoilacja są kluczowymi procesami regulacyjnymi, 

zapewniającymi prawidłowe funkcjonowanie komórek oraz odpowiedź na bodźce środowiskowe. 

Ich zaburzenia prowadzą do licznych chorób, w tym nowotworowych, neurodegeneracyjnych czy 

autoimmunologicznych.14,15,140,146,147 W konsekwencji czyni to je ważnym tematem badań 

w biologii molekularnej. 

4.2. Inne rodzaje modyfikacji białkowych   

Oprócz ubikwitynacji i sumoilacji warto również wspomnieć o innych istotnych modyfikacjach, 

wpływających na liczne aspekty funkcji białek. Obecnie zidentyfikowano ponad 650 różnych 
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typów PTM.128 Natomiast poniżej opisuję wybrane modyfikacje odgrywające kluczową rolę 

w regulacji funkcji, lokalizacji i stabilności białek (Rysunek 2):11,126 

 Fosforylacja — dodanie grupy fosforanowej do reszt aminokwasowych, np. serynowych, 

treoninowych, tyrozynowych, histydynowych czy kwasu asparaginowego. Odgrywa to ważną rolę 

w regulacji aktywności enzymów i szlaków sygnałowych. Przykładem jest rola kinaz 

tyrozynowych w szlakach sygnałowych nowotworowych, których nadmierna aktywacja prowadzi 

do niekontrolowanego wzrostu i proliferacji komórek nowotworowych.148  

 Glikozylacja — proces polegający na przyłączaniu łańcuchów cukrowych do reszt 

asparaginowych (N‑glikozylacja), serynowych lub treoninowych (O‑glikozylacja). Glikozylacja 

odgrywa kluczową rolę w stabilności białek oraz ich funkcjach w układzie odpornościowym, co 

zostało udokumentowane na przykładzie glikozylowanych receptorów błonowych 

uczestniczących w odpowiedzi zapalnej.149 Zrozumienie i kontrola wzorców glikozylacji białek 

stały się podstawą nowoczesnych terapii biotechnologicznych. Dla przykładu modyfikacje 

N‑glikozylacyjne zastosowano w opracowaniu darbepoetyny alfa (hiperglikozylowanego analogu 

erytropoetyny), co spowodowało trzykrotny wzrost czasu półtrwania w surowicy oraz zwiększenie 

aktywności.150 

 Metylacja — dodanie grup metylowych do reszt lizynowych lub argininowych, co wpływa 

na interakcje białek z DNA i regulację ekspresji genów. Szczególnie istotna jest metylacja 

histonów, gdzie metylacja Lys4 w histonie H3 aktywuje transkrypcję, natomiast metylacja Lys27 

powoduje jej wyciszanie.151,152 

 Acetylacja — modyfikacja polegająca na dołączeniu grupy acetylowej do grup 

aminowych białek, np. ε‑aminowej grupy reszt lizynowych histonów. Bierze udział w regulacji 

chromatyny i ekspresji genów. Proces ten stanowi podstawę działania inhibitorów deacetylaz 

histonowych, które są stosowane w terapii przeciwnowotworowej.153 

 Palmitylacja — kowalencyjne przyłączanie kwasu palmitynowego do reszt cysteinowych 

białek, co wpływa na ich lokalizację w błonach komórkowych oraz funkcjonalność. Przykładem 

jest palmitylacja rodziny białek Ras, która jest niezbędna do ich aktywacji i udziału w sygnalizacji 

proliferacyjnej. Proces ten jest przedmiotem badań, ponieważ zaburzenia cyklu 

palmitylacji/depalmitylacji tej rodziny białek sprzyjają transformacji nowotworowej i stanowią cel 

terapeutyczny.154,155 

 S‑nitrozylacja — proces, który polega na przyłączaniu grupy nitrozylowej do reszt 

cysteinowych białek, prowadzący do powstania S‑nitrozotioli. Modyfikacja ta wpływa na 

aktywność enzymów, uczestniczy w odpowiedzi na stres oksydacyjny i reguluje szlaki 

apoptotyczne. Przykładem jest hamowanie aktywności kaspazy‑3 i kaspazy‑9 poprzez 
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S‑nitrozylację w mitochondriach pod wpływem stresu komórkowego.156 Ze względu na działanie 

ochronne i modulację szlaków sygnalizacyjnych manipulacja S‑nitrozylacją białek stała się 

strategią terapeutyczną w chorobach neurodegeneracyjnych oraz w kardioprotekcji.157 

 Hydroksylacja — enzymatyczne przyłączanie grup hydroksylowych do reszt 

prolinowych i lizynowych, szczególnie w kolagenie, co zapewnia jego stabilność strukturalną. 

Zaburzenia hydroksylacji są przyczyną chorób tkanki łącznej, np. w zespole Ehlersa‑Danlosa.158 

 

Rysunek 2. Schemat wybranych modyfikacji potranslacyjnych białek. Obok każdego fragmentu 
modelu białka przedstawiono charakterystyczny symbol modyfikacji: fosforylacja (P), 
glikozylacja (niebieskie kwadraty symbolizują N‑acetyloglukozaminy, a zielone kółka — reszty 
monosacharydowe tworzące łańcuch glikanu), metylacja (Met), acetylacja (Ac), palmitylacja 
(C16), S‑nitrozylacja (NO), hydroksylacja (OH), ubikwitynacja (Ub) i sumoilacja (SUMO).11,126 

Przez długi czas odkrywanie i analiza funkcji modyfikacji potranslacyjnych białek były 

ograniczane przez brak efektywnych narzędzi syntetycznych i analitycznych. Dopiero 

przełomowe technologie w drugiej połowie XX wieku w obszarze proteomiki, takie jak rozwój 

spektrometrii mas o wysokiej rozdzielczości, zaawansowane metody chromatograficzne 
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i narzędzia bioinformatyczne, umożliwiły szczegółową analizę PTM.11,13,16,159 W rezultacie 

doprowadziło to do poszerzenia wiedzy o mechanizmach regulujących procesy komórkowe 

i patologiczne. Dalszy rozwój tej dziedziny wymagał opracowania strategii tworzenia wiązania 

peptydowego, które dostosowywały właściwości białek do specyficznych potrzeb 

badawczych.11,80,160–163 

5. Metody modyfikacji i semisyntezy białek 

W odpowiedzi na rosnące zapotrzebowanie na białka o kontrolowanych właściwościach 

i funkcjach opracowano szereg metod ich modyfikacji.80,90,163–165 Poniżej przedstawiono przegląd 

najważniejszych strategii modyfikacji białek z uwzględnieniem ich mechanizmów działania, zalet, 

ograniczeń oraz zastosowań praktycznych.  

5.1. Rozszerzony kod genetyczny 

Rozszerzony kod genetyczny opiera się na inżynierii syntetaz aminoacylowych i tRNA, które 

umożliwiają wbudowanie nienaturalnych reszt aminokwasowych w określone miejsca sekwencji 

białka podczas translacji. Kluczowe jest wykorzystanie ortogonalnych par syntetaz‑tRNA, które 

nie konkurują z naturalnym systemem translacyjnym gospodarza, co zapewnia wysoką 

specyficzność i wydajność procesu.160 Umożliwia to wprowadzenie reszt aminokwasowych, 

zawierających bioortogonalne grupy funkcyjne, np. azydkowe czy ketonowe, które można 

następnie selektywnie sprzęgać z sondami fluorescencyjnymi, lekami, izotopami 

promieniotwórczymi lub innymi cząsteczkami.81,166 Technologia ta znajduje zastosowanie 

m.in. w badaniach interakcji białkowych, analizie aktywności enzymatycznej, a także 

w projektowaniu bardziej stabilnych białek terapeutycznych i koniugatów białko‑lek. Jednak 

należy zauważyć, że mimo znaczących możliwości to podejście genetyczne posiada również 

pewne ograniczenia. Jest ono kosztowne i czasochłonne, a skuteczność zależy od typu komórek 

i warunków hodowli.81,166 Alternatywne strategie zostały omówione w kolejnych podrozdziałach. 

5.2. Chemiczna modyfikacja białek 

5.2.1. Standardowe metody chemiczne 

Standardowe metody chemiczne opierają się na reaktywności grup funkcyjnych, takich jak grupy 

aminowe, tiolowe, hydroksylowe czy karboksylowe, reszt aminokwasowych białek. W tym 

procesie wykorzystuje się szereg odczynników chemicznych, np. sukcynimidy, 

N‑hydroksysukcynimidy, jodoacetamidy, maleimidy czy izotiocyjaniany.167,168 Chociaż te 

reagenty umożliwiają skuteczną modyfikację białek, ich zastosowanie często wiąże się z brakiem 

selektywności i modyfikacją wielu miejsc w cząsteczce białka, co z kolei wpływa niekorzystnie 
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na jego strukturę, aktywność lub stabilność.125,167,169 Z tego względu coraz większe znaczenie 

zyskują regioselektywne metody, które umożliwiają wprowadzenie pożądanej zmiany 

w określonym fragmencie białka.12,165,169–171 

5.2.2. Natywna ligacja chemiczna 

Natywna ligacja chemiczna (NCL, ang. native chemical ligation) jest jednym z najważniejszych 

i najbardziej wszechstronnych narzędzi w semisyntezie białek, umożliwiając precyzyjne łączenie 

fragmentów peptydowych, co prowadzi do powstania wiązań peptydowych. Opiera się na 

kondensacji peptydu zawierającego aktywowany tioester na C‑końcu z drugim peptydem 

zawierającym wolną grupę tiolową reszty cysteinowej na N‑końcu. Proces ten przebiega 

dwuetapowo: początkowo zachodzi transtioestryfikacja prowadząca do powstania produktu 

pośredniego z wiązaniem tioestrowym, a następnie dochodzi do przegrupowania S→N, które 

skutkuje powstaniem stabilnego wiązania peptydowego.91,92,172 NCL jest powszechnie 

wykorzystywana do wprowadzania do białek nienaturalnych reszt aminokwasowych oraz sond 

fluorescencyjnych,81,91,173 a także znajduje zastosowanie w otrzymywaniu białek terapeutycznych 

o zmodyfikowanych właściwościach.174–177 Technika ta umożliwia również badanie 

mechanizmów biologicznych poprzez wbudowywanie modyfikacji potranslacyjnych, takich jak 

acetylacji czy metylacji, do struktury histonów.178–180 Ponadto NCL odgrywa istotną rolę 

w semisyntezie białek zaangażowanych w choroby neurodegeneracyjne.118 

Zaletami NCL jest jej selektywność i możliwość przeprowadzenia reakcji w łagodnych 

warunkach (roztwory wodne, pH 6,5–8,0, temperatura pokojowa lub lekko podwyższona), co 

sprzyja zachowaniu struktury i aktywności biologicznej cząsteczek.91,92,181 Dodatkowo, metoda 

jest kompatybilna z fragmentami zarówno syntetycznymi, jak i biologicznymi.91 Pomimo licznych 

zalet, to podejście nie jest pozbawione ograniczeń. Jednym z głównych wyzwań jest konieczność 

obecności reszty cysteinowej w miejscu ligacji, co nie zawsze jest możliwe bez ingerencji 

w sekwencję białka. W takich przypadkach wdrażane są strategie pomocnicze, takie jak 

wprowadzenie analogów reszt cysteinowych lub zastosowanie dodatkowych etapów 

desulfurylacji.91,182 Również synteza tioestrów peptydowych jest procesem skomplikowanym i ma 

ograniczoną wydajność w przypadku dużych, słabo rozpuszczalnych substratów 

peptydowych.91,181,183 Dodatkowym wyzwaniem jest długi czas reakcji oraz konieczność 

optymalizacji warunków reakcji, aby zminimalizować powstawanie niepożądanych produktów 

ubocznych, które mogą obniżać czystość końcowego produktu.91,181,184 To sprawia, że NCL nie 

jest efektywna dla wszystkich rodzajów białek, dlatego ciągła optymalizacja istniejących procedur 

jest konieczna dla poszerzenia zakresu zastosowań metody. Jednym z rozszerzeń jest EPL — 
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półsyntetyczna wersja natywnej ligacji chemicznej, w której jeden lub oba substraty są 

rekombinowanymi białkami.90,91 Ta technologia znacząco rozszerzyła zakres wielkości i typów 

białek poddawanych semisyntezie.87,90,91,185–187 

5.2.3. Znaczniki fluorescencyjne w modyfikacji białek 

Kolejną powszechnie stosowaną strategią modyfikacji białek jest wprowadzenie znaczników 

fluorescencyjnych do analizy struktury, funkcji, lokalizacji, a także oddziaływań białek z innymi 

cząsteczkami.188 W zależności od celu eksperymentalnego wybór odpowiedniego systemu 

znakowania może obejmować zarówno większe znaczniki białkowe, takie jak białko zielonej 

fluorescencji (GFP, ang. green fluorescent protein), do obrazowania białek w żywych 

komórkach,189 jak i mniejsze etykiety białkowe, takie jak etykieta SNAP.190 Umożliwiają one 

trwałe i selektywne znakowanie kowalencyjne w warunkach fizjologicznych. Cechują się wysoką 

stabilnością i dobrze poznaną biochemią, jednak ich stosowanie wiąże się z istotnymi 

ograniczeniami. Przede wszystkim ich rozmiar (ok. 20–30 kDa) może zaburzać strukturę 

przestrzenną docelowego białka, wpływać na jego lokalizację komórkową, interakcje molekularne 

oraz dynamikę fałdowania.188,191 Ponadto obecność dużego znacznika może ograniczać 

dostępność epitopów lub domen funkcjonalnych białka, co ma szczególne znaczenie w badaniach 

wymagających zachowania jego natywnych właściwości biologicznych.188,192 

Alternatywę dla takich systemów stanowią mniejsze znaczniki fluorescencyjne, które 

charakteryzują się większą kompatybilnością z biomolekułami oraz mniejszym wpływem na 

strukturę i aktywność badanych białek. Jednym z najlepiej poznanych i szeroko 

wykorzystywanych tego typu rozwiązań jest motyw czterocysteinowy (TC, ang. tetracysteine 

motif) — krótka sekwencja aminokwasowa, umożliwiająca selektywne znakowanie z użyciem 

sond bisarsenowych. Ze względu na niewielki rozmiar, selektywność oraz możliwość stosowania 

in vivo, etykieta czterocysteinowa zyskała dużą popularność w biotechnologii.193 

5.2.3.1. Motyw czterocysteinowy jako narzędzie do fluorescencyjnego znakowania białek  

5.2.3.1.1. Charakterystyka motywu czterocysteinowego 

Motyw czterocysteinowy to krótka sekwencja aminokwasowa stosowana jako etykieta do 

selektywnego, fluorescencyjnego znakowania białek w badaniach biologicznych. Sekwencja TC 

przyjmuje postać ‑CCXYCC‑, gdzie X i Y oznaczają dowolne reszty aminokwasowe. W praktyce, 

ze względu na większą stabilność kompleksu, częściej stosuje się wariant ‑CCPGCC‑, zawierający 

reszty aminokwasowe, łamiące strukturę helikalną: prolinę (P) i glicynę (G) 193–194. Cztery reszty 

cysteinowe rozmieszczone są w sposób umożliwiający utworzenie dwóch par grup tiolowych 

w ułożeniu wicynalnym. Oddziałują one specyficznie z bisarsenowymi sondami 
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fluorescencyjnymi, opartymi np. na fluoresceinie (FlAsH‑EDT2, ang. fluorescein biarsenical helix 

binder), rezorufinie (ReAsH‑EDT2, ang. resorufin biarsenical helix binder) czy 

5(6)‑karboksyfluoresceinie (CrAsH‑EDT2, ang. carboxyfluorescein biarsenical helix binder) 

(Rysunek 3A).193–197 Etan‑1,2‑ditiol (EDT, ang. ethane‑1,2‑dithiol) to molekuła stabilizująca atom 

arsenu i dysocjująca w momencie wiązania się do motywu TC. Bisarsenowe sondy 

fluorescencyjne charakteryzują się niską intensywnością fluorescencji w stanie niezwiązanym, co 

wynika z wygaszania energii wewnętrznej poprzez bezpromieniste przejścia związane ze 

swobodną rotacją wiązań węgiel–arsen (C–As). Natomiast po związaniu się z motywem TC 

tworzą stabilne kompleksy o wysokiej wydajności kwantowej fluorescencji, co skutkuje znacznym 

wzrostem intensywności fluorescencji w pomiarach.193,194,198 Na przykład, w przypadku sondy 

opartej na fluoresceinie (FlAsH‑EDT2) intensywność fluorescencji wzrasta ponad 50 000 razy 

w wyniku połączenia się z TC o sekwencji ‑CCRECC‑. Prowadzi to do utworzenia układu 

cyklicznego o korzystnej entropii asocjacji i wysokiej trwałości termodynamicznej, a sam 

kompleks charakteryzuje się wysoką wydajnością kwantową (Φ≈0,49) i dobrą fotostabilnością 

(Rysunek 3B).193,194,198 Interesującą alternatywą jest CrAsH‑EDT2, sonda o zmniejszonych 

właściwościach hydrofobowych w porównaniu do FlAsH‑EDT2. Zawiera grupę karboksylową 

w pozycji 5 bądź 6 (lub jest mieszaniną izomerów), dlatego nie przenika przez błony komórkowe 

i może być stosowana do znakowania białek zlokalizowanych na powierzchni komórek.196,197 

Ponadto obecność grupy karboksylowej czyni sondę CrAsH‑EDT2 atrakcyjnym prekursorem do 

tworzenia złożonych dwufunkcyjnych sond do różnorodnych zastosowań.  
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Rysunek 3. Bisarsenowe sondy fluorescencyjne, umożliwiające selektywne znakowanie białek 
zawierających motyw czterocysteinowy. A) Struktury chemiczne sond bisarsenowych połączone 
z dwiema cząsteczkami etan‑1,2‑ditiolu (EDT). B) Reakcja znakowania białka zawierającego 
motyw czterocysteinowy, ‑Cys‑Cys‑Xaa‑Yaa‑Cys‑Cys‑ (gdzie Xaa i Yaa są dowolnymi resztami 
aminokwasowymi; w praktyce najczęściej stosuje się zoptymalizowany wariant z proliną i glicyną 
ze względu na wysoką stabilność kompleksu z sondą), za pomocą sondy bisarsenowej opartej na 
5(6)‑karboksyfluoresceinie, CrAsH‑EDT2. Czerwone strzałki wskazują swobodną rotację wokół 
wiązań węgiel–arsen (C–As) sondy, co odpowiada za wygaszanie fluorescencji w stanie 
niezwiązanym. Po związaniu się z motywem czterocysteinowym następuje wymiana ligandów 
EDT na reszty cysteinowe, co prowadzi do utworzenia kompleksu CrAsH‑TC. Zielony kolor 
symbolizuje znaczący wzrost intensywności fluorescencji.193–197 

Motyw TC może być wprowadzany do różnych miejsc w strukturze białka, np. do 

N‑ i C‑końców, pętli czy obszarów międzydomenowych, co znacząco poszerza zakres zastosowań 

opisywanej strategii.193–195,198 Modyfikacje sekwencji TC wpływają zarówno na trwałość 
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kompleksu, jak i jego właściwości fotofizyczne, w tym wydajność kwantową, co ma istotne 

znaczenie przy obrazowaniu w żywych komórkach. Pierwotna wersja TC miała postać 

‑CCRECC‑,193 natomiast została zoptymalizowana do krótszej i bardziej efektywnej sekwencji 

‑CCPGCC‑.194 Włączenie do jej struktury reszt proliny (P) i glicyny (G) skutkowało niemal 

20‑krotnym wzrostem stabilności kompleksu z sondą bisarsenową. Wynikało to z obecności 

proliny, która zapewniała odpowiednią geometrię motywu, ograniczając rotację łańcuchów 

bocznych i umożliwiając precyzyjne ustawienie grup tiolowych w przestrzeni.194 Optymalizacja 

sekwencji, np. poprzez otoczenie motywu dodatkowymi resztami aminokwasowymi, takimi jak 

FLNCCPGCCMEP czy HRWCCPGCCKTF, umożliwia dodatkowe zwiększenie stabilności 

i intensywności sygnału fluorescencyjnego i obecnie używana jest najczęściej.199 

5.2.3.1.2. Zastosowanie motywu czterocysteinowego 

Zastosowanie motywu TC w połączeniu z sondami bisarsenowymi umożliwia szczegółowe 

badania lokalizacji, dynamiki, interakcji oraz zmian konformacyjnych białek przy minimalnej 

ingerencji w ich funkcję.193,196,198,199 Szczególną zaletą układu FlAsH‑TC jest jego zdolność do 

obrazowania białek błonowych oraz elementów szlaków sygnalizacyjnych, co pozwala na analizę 

aktywności enzymatycznej oraz interakcji białkowych.195,198 Zastosowania praktyczne TC 

obejmują również analizę oddziaływań białko‑białko, monitorowanie procesów starzenia się 

i degradacji białek, techniki fotosieciowania, miejscowej inaktywacji białek za pomocą światła, 

a akże prowadzenie obrazowania wielospektralnego przy użyciu sond o różnych widmach 

emisji.196,198,200–203 Pozwala to na szczegółową analizę struktury i funkcji białek w warunkach 

zbliżonych do fizjologicznych, w tym także za pomocą metod mikroskopii elektronowej.201,204 

Fluorescencja kompleksów FlAsH‑TC oraz ReAsH‑TC jest również wrażliwa na lokalne zmiany 

środowiska, np. zmiany pH, stres oksydacyjny lub stan redoks. Dzięki temu możliwa jest detekcja 

zmian konformacyjnych białek, takich jak dimeryzacja czy przegrupowania strukturalne, co czyni 

tę technologię szczególnie przydatną w analizie regulacji aktywności białek oraz procesów 

sygnalizacyjnych.198,205–209 

Kluczową zaletą motywu TC jest jego niewielki rozmiar, poniżej 1 kDa, co minimalizuje 

ryzyko zakłóceń natywnej struktury i funkcji białek, w odróżnieniu od większych metek 

stosowanych do znakowania fluorescencyjnego. Dodatkowo, sondy bisarsenowe mogą być 

chemicznie modyfikowane w celu dostosowania ich właściwości fotofizycznych.198,206 Na 

przykład, fluorowane analogi FlAsH‑EDT2, takie jak F2FlAsH‑EDT2 czy F4FlAsH‑EDT2, 

charakteryzują się zwiększoną fotostabilnością, przesuniętymi zakresami emisji (522–544 nm) 

oraz mniejszą zależnością fluorescencji od pH, co zwiększa ich użyteczność w środowiskach 
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kwasowych, np. w lizosomach. Sondy te można również wykorzystywać do konstrukcji układów 

opartych na mechanizmie przeniesienia energii rezonansu Förstera (FRET, ang. Förster resonance 

energy transfer), co istotnie zwiększa dokładność analiz.196,206 

Pomimo wielu zalet stosowanie sond bisarsenowych jest związane z pewnymi 

ograniczeniami, przede wszystkim wynikającymi z toksyczności arsenu.193,194 Wysokie stężenia 

mogą wywoływać efekty uboczne, takie jak uszkodzenia białek czy zmiany metabolizmu 

komórkowego.194 Jednakże możliwe jest ograniczenie toksyczności poprzez stosowanie niskich 

stężeń sond (standardowo mniej niż 1 µM), krótkiego czasu inkubacji, dokładnego płukania oraz 

dodanie konkurencyjnych ditioli w postaci np. etan‑1,2‑ditiolu i dimerkaprolu (BAL, ang. British 

anti‑Lewisite).196,198,199,210,211 Dzięki takim procedurom możliwe jest wydajne i selektywne 

znakowanie białek in vivo, przy minimalizowaniu zakłóceń ich funkcji i lokalizacji.196,211 

W odpowiedzi na ograniczenia związane ze stosowaniem sond bisarsenowych, jak i innych 

chemicznych metod modyfikacji białek, współczesna inżynieria białek koncentruje się nie tylko 

na ich optymalizacji, a również na opracowaniu alternatywnych strategii ligacji. W ostatnich latach 

popularność zyskała enzymatyczna modyfikacja białek, umożliwiająca wydajne, selektywne 

i łagodne tworzenie wiązań peptydowych.80,212–215 Kolejny podrozdział szczegółowo omawia 

rodzaje enzymów, mechanizm ich działania oraz przykłady zastosowań. 

5.3. Enzymatyczna modyfikacja białek 

Enzymatyczne metody modyfikacji białek stanowią obecnie jedną z kluczowych strategii 

inżynierii białek. Zyskały one szczególne znaczenie jako selektywna i wydajna alternatywa dla 

klasycznych metod chemicznych.80,212–215 Wyróżniają się one wysoką specyficznością substratową 

oraz zdolnością do działania w warunkach fizjologicznych, co ogranicza ryzyko denaturacji lub 

degradacji modyfikowanego białka.80,164,216 Umożliwia to modyfikację biologicznie aktywnych 

białek bez utraty ich funkcjonalności. Takie właściwości sprawiają, że enzymatyczne podejście 

jest atrakcyjne w kontekście zastosowań biologicznych, m.in. w projektowaniu białek 

terapeutycznych i biosensorów.213,217–221 

5.3.1. Klasy enzymów i ich wykorzystanie w tworzeniu wiązania peptydowego 

Zgodnie z klasyfikacją Międzynarodowej Unii Biochemii i Biologii Molekularnej (IUBMB, 

ang. International Union of Biochemistry and Molecular Biology), enzymy w zależności od 

rodzaju katalizowanej reakcji dzielą się na sześć głównych klas: od EC 1 do EC 6 (ang. Enzyme 

Commission numbers 1–6).222 Te klasy zostały opisane poniżej z uwzględnieniem przykładów ich 

zastosowań w modyfikacji białek: 
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1) Oksydoreduktazy (EC 1) — katalizują reakcje redoks, czyli przenoszenie elektronów 

między donorami i akceptorami, które są kluczowe dla utrzymania strukturalnej stabilności białek, 

np. poprzez tworzenie mostków disulfidowych.2 Działają one często przy udziale kofaktorów 

(np. dinukleotydu flawinoadeninowego (FAD, ang. flavin adenine dinucleotide)) i pełnią 

kluczową rolę w metabolizmie komórkowym. W inżynierii białek ten typ modyfikacji jest 

wykorzystywany m.in. do tworzenia nowych funkcjonalnych form białek, poprawy ich stabilności 

lub wprowadzania specyficznych grup funkcyjnych w celu dalszego sprzęgania.223–226 

2) Transferazy (EC 2) — katalizują przenoszenie grup funkcyjnych, takich jak grupa 

fosforanowa czy acetylowa, z jednego substratu na inny.2 W kontekście modyfikacji białek 

transferazy zmieniają właściwości fizykochemiczne białka w celu regulacji aktywności 

enzymatycznej, interakcji białkowych oraz procesów sygnalizacyjnych w komórce. Przykładowo, 

rola kinaz jako enzymów tej klasy polega na katalizowaniu fosforylacji, czyli przenoszeniu grupy 

fosforanowej z adenozynotrójfosforanu (ATP, ang. adenosine triphosphate) na reszty serynowe, 

treoninowe czy tyrozynowe białka. Proces ten prowadzi do zmiany aktywności enzymów, 

a w konsekwencji przekazywania sygnałów komórkowych.2,227 Analogicznie, acetylotransferazy 

biorą udział w modyfikacjach histonów, wpływając na strukturę chromatyny,151 

a glikozylotransferazy zwiększają stabilność termiczną, rozpuszczalność i modulują 

immunogenność białek terapeutycznych.228,229 

3) Hydrolazy (EC 3) — katalizują reakcje rozszczepienia wiązań kowalencyjnych 

(np. peptydowych czy estrowych) z udziałem cząsteczki wody jako nukleofila.2 Na szczególną 

uwagę zasługuje sortaza A , która pełni funkcję transpeptydazy i jest powszechnie stosowana do 

koniugacji, funkcjonalizacji, immobilizacji i projektowania białek.217 Również OaAEP1 

(ang. Oldenlandia affinis asparaginyl endopeptidase 1) i butelaza 1 jako endopeptydazy 

umożliwiają cyklizację peptydów oraz biorą udział w tworzeniu nowych, funkcjonalnych form 

białek o zwiększonej stabilności i potencjale terapeutycznym.218 

4) Liazy (EC 4) — katalizują reakcje eliminacji lub addycji grup chemicznych bez udziału 

wody czy ATP.2 Liazy obecnie nie są stosowane do specyficznej modyfikacji białek, natomiast 

głównie w produkcji związków o znaczeniu terapeutycznym i przemysłowym.230,231 

5) Izomerazy (EC 5) — katalizują zmiany konformacyjne w cząsteczkach, przekształcając 

je w izomery, które różnią się strukturą przestrzenną, ale mają tę samą formułę chemiczną.2 

Izomerazy odgrywają ważną rolę w przemianach przestrzennych i funkcjonalnych białek, które są 

niezbędne dla ich aktywności biologicznej i interakcji z innymi cząsteczkami. Przykładem są 

izomerazy disulfidowe stosowane w produkcji rozpuszczalnych i funkcjonalnych białek 

rekombinowanych w systemach bakteryjnych.232 
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6) Ligazy (EC 6) — katalizują tworzenie nowych wiązań kowalencyjnych poprzez reakcje 

kondensacji przy równoczesnym uwolnieniu cząsteczki wody lub energii w postaci ATP.2 Na 

przykład, biotynylacja białek przy użyciu ligazy białkowej biotyny (BPL, ang. biotin protein 

ligase) umożliwia analizę ich interakcji i lokalizacji subkomórkowej.233 

Wśród enzymów szczególne znaczenie w inżynierii białek odgrywają hydrolazy, zwłaszcza 

sortazy oraz endopeptydazy asparaginowe, które umożliwiają regioselektywne modyfikacje 

poprzez tworzenie nowych wiązań peptydowych. Rozwinięcie tematyki wykorzystania tych 

enzymów stanowi temat dalszych podrozdziałów niniejszej pracy. 

5.3.2. Sortazy 

5.3.2.1. Charakterystyka i mechanizm działania sortaz  

Sortazy (Srt, ang. sortases) — są to enzymy należące do klasy hydrolaz i podklasy proteaz 

cysteinowych (EC 3.4.22).234 Katalizują one hydrolizę wiązań peptydowych, przeprowadzając 

reakcje transpeptydacji nazywane „sortowaniem”.235 W przyrodzie odgrywają kluczową rolę 

w procesach przyłączania białek do ściany komórkowej bakterii Gram‑dodatnich, co jest istotne 

dla ich przeżycia i wirulencji.236,237 Sortazy można podzielić na sześć klas (A–F), które różnią się 

pod względem struktury, specyficzności substratowej oraz funkcji biologicznych.238,239 Sortazy 

klasy A, do której należy sortaza A ze Staphylococcus aureus (SaSrtA), są najlepiej poznaną grupą 

pod względem mechanizmu działania. Katalizują reakcje ligacji peptydowej substratu białkowego, 

rozpoznając C‑końcowy motyw aminokwasowy ‑LPXTG, gdzie X oznacza dowolną resztę 

aminokwasową.238,239 Preferencje dotyczące reszty aminokwasowej motywu ‑LPXTG w pozycji 

X mogą się różnić w zależności od typu sortazy i gatunku bakterii.237–239 Mechanizm reakcji 

polega na cięciu wiązania pomiędzy resztami treoninowymi (T) i glicynowymi (G) tego motywu, 

w wyniku czego powstaje tioestrowy produkt pośredni. Następnie reaguje on z grupą aminową 

reszty glicyny, znajdującej się na N‑końcu białka kotwiczącego (zazwyczaj składnika błony lub 

ściany komórkowej). Prowadzi to do utworzenia stabilnego wiązania peptydowego pomiędzy 

dwoma fragmentami białek.237,238,240 Pojedyncza reszta glicyny może skutecznie pełnić rolę 

nukleofila, natomiast wykazano, że zastosowanie większej liczby reszt glicynowych znacząco 

zwiększa wydajność i szybkość procesu.241 
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Rysunek 4. Mechanizm działania sortazy ze Staphylococcus aureus (SaSrtA). Sortaza A to 
bakteryjna proteaza cysteinowa, która przeprowadza reakcję transpeptydacji. Rozpoznaje 
C‑końcowy motyw aminokwasowy ‑LPXTG (gdzie X oznacza dowolną resztę aminokwasową) 
pierwszego substratu i rozszczepia wiązanie peptydowe między resztami treoninowymi (T) 
i glicynowymi (G). Powstały kompleks następnie reaguje z drugim substratem, zawierającym 
N‑końcowy motyw oligoglicynowy (G)n, czego efektem jest utworzenie nowego wiązania 
peptydowego.237,238,240,241 

Sortazy klasy B wykazują specyficzność wobec innych sekwencji sygnałowych 

(np. C‑końcowej sekwencji ‑NPQTN) i biorą udział w procesach związanych z metabolizmem 

żelaza w bakteriach Gram‑dodatnich poprzez kotwiczenie hemoprotein do ściany komórkowej, 

umożliwiając wychwyt hemu w warunkach jego ograniczonej dostępności podczas infekcji.238,242 

U Streptococcus pyogenes sortaza klasy B może również pełnić funkcję polimerazy pilinowej.243 

Sortazy klasy C funkcjonują jako polimerazy pilin, natomiast sortazy klas D i E uczestniczą 

w kotwiczeniu białek powierzchniowych związanych z adhezją, sporulacją i kolonizacją bakterii 

Gram‑dodatnich.238 Najmniej poznane są sortazy klasy F, występujące u Streptomyces coelicolor 

oraz innych bakterii z typu Actinobacteria. Ich funkcja biologiczna pozostaje nieznana i wymaga 

dalszych badań.238 

5.3.2.2. Zastosowanie sortazy A w inżynierii białek 

Dzięki swojej wysokiej specyficzności substratowej i selektywności SaSrtA znalazła szerokie 

zastosowanie w inżynierii białek. Enzym ten katalizuje tworzenie wiązań peptydowych poprzez 

łączenie fragmentów białek i peptydów o zróżnicowanych właściwościach funkcjonalnych, co 

umożliwia syntezę biohybrydowych struktur białkowych.217,221,235,244–246 Znakowanie białek 
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odbywa się poprzez przyłączanie znaczników, takich jak sondy fluorescencyjne,235,247,248 

biotyna,248,249 ubikwityna,250–252 nanocząstki,253–255 grupy funkcyjne,256 polimery257 czy 

izotopy.258–260 Znakowanie przy użyciu SaSrtA okazało się skuteczne zarówno na N‑, jak i na 

C‑końcu białek.261–265 Również wykazano, że możliwa jest modyfikacja reszty lizynowej we 

wnętrzu białka z utworzeniem wiązania izopeptydowego.248 Tego rodzaju regioselektywne 

modyfikacje odgrywają ważną rolę w badaniach nad dynamiką białek oraz analizie ich interakcji 

zarówno in vitro, jak i in vivo.261 Ligacja enzymatyczna umożliwiła również wytwarzanie 

stabilnych, funkcjonalnych i biozgodnych wariantów białek, co przekłada się na poprawę 

stabilności, zwiększenie skuteczności terapeutycznej oraz wydłużenie czasu półtrwania 

w organizmie.217,261 Ponadto SaSrtA znajduje zastosowanie w koniugacji białek z lekami 

i lipidami,110,244,266,267 oraz pozwala tworzyć koniugaty o nowych funkcjonalnościach, 

np. odpornych na działanie deubikwitynaz.251 Dodatkowo, SaSrtA katalizuje cyklizację peptydów 

i białek, zwiększając ich odporność na degradację proteolityczną.268–270 

Enzym jest również wykorzystywany do trwałej i selektywnej immobilizacji białek na 

powierzchniach biomateriałów, takich jak mikrosfery polistyrenowe,257,271 hydrożele272,273 czy 

szkło,274,275 co może stanowić istotny element konstrukcji biosensorów i systemów do analizy 

oddziaływań molekularnych, struktury i dynamiki białek. Ponadto SaSrtA umożliwia 

konstruowanie białek wielodomenowych. Użycie seryjnych ligacji pozwala na tworzenie 

złożonych struktur z zachowaniem kontroli nad architekturą cząsteczki.276–278 Technologia ta 

znajduje zastosowanie w tworzeniu białek fuzyjnych, które zachowują aktywność funkcjonalną 

poszczególnych domen.278 Najnowsze przeglądy literaturowe wskazują na rosnące możliwości 

inżynierii SrtA i jej wariantów, podkreślając wszechstronność reakcji transpeptydacji 

w modyfikacjach białek.217,250  

5.3.2.3. Zalety i wady stosowania sortazy A do modyfikacji białek 

Kluczowymi zaletami sortazy A w porównaniu do tradycyjnych metod chemicznych są wysoka 

specyficzność i selektywność, co umożliwia wprowadzanie modyfikacji do wybranych elementów 

struktury białek.217,235,250,279 Reakcje są prowadzone w łagodnych warunkach (neutralne pH, 

temperatura pokojowa lub 37°C), kompatybilnych z cząsteczkami biologicznymi, unikając użycia 

agresywnych odczynników chemicznych. W konsekwencji minimalizuje to ryzyko degradacji 

białek i pozwala na zachowanie ich pełnej aktywności biologicznej.235,263,279 

Pomimo licznych zalet, sortaza A posiada pewne ograniczenia, które mogą wpływać na jej 

zastosowanie w bardziej złożonych systemach biologicznych. Jednym z głównych wyzwań jest 

konieczność obecności specyficznej sekwencji rozpoznawczej, co zawęża zakres białek 

42:10000



 

43 
 
 

poddawanych modyfikacji lub wymaga wprowadzenia tego motywu za pomocą metod inżynierii 

genetycznej.238 W białkach o złożonej strukturze dostępność C‑końcowego motywu 

rozpoznawczego ‑LPXTG może być ograniczona, co prowadzi do obniżenia wydajności 

reakcji.99,263,265 Również dla dużych białek i kompleksów białkowych efektywność ligacji może 

być niższa. Wymaga to optymalizacji odpowiednich parametrów eksperymentalnych, takich jak 

temperatury, czasu i stężenia reagentów.265,280,281 Wówczas należy pamiętać, że wydłużony czas 

reakcji oraz potrzeba stosowania wyższych stężeń enzymu czy substratów może generować 

wyższe koszty, zwłaszcza przy próbach zwiększenia skali procesu.281,282 

W ramach optymalizacji zaleca się zastosowanie elastycznych łączników, zawierających 

powtórzenia sekwencji Gly₄Ser, co poprawia dostępność N‑końcowego motywu 

rozpoznawczego.241,263 Ze względu na odwracalność reakcji transpeptydacji zazwyczaj stosuje się 

nadmiar nukleofila glicynowego w celu przesunięcia równowagi w stronę tworzenia produktu.270 

Alternatywnie wykorzystuje się metody sekwestracji lub neutralizacji produktu ubocznego reakcji 

(np. peptydu GGH) poprzez dodanie dwuwartościowych jonów metali (np. Ni²⁺), które przesuwają 

równowagę reakcji w stronę tworzenia produktu i zwiększają wydajność ligacji.280 W warunkach 

in vitro stosuje się również usuwanie produktów ubocznych przez filtrację lub immobilizację 

SaSrtA i/lub substratów na nośnikach stałych, co dodatkowo ułatwia odzysk i ponowne 

wykorzystanie enzymu.283,284 Korzysta się także z mutantów SaSrtA, wykazujących zwiększoną 

aktywność katalityczną, co pozwala prowadzić reakcje przy niższych stężeniach substratów 

i krótszym czasie. Są to np. pentamutant (SrtA5M) i heptamutant (SrtA7M), zoptymalizowane na 

drodze ukierunkowanej ewolucji.217,241,263,281,285 Warto również wspomnieć, że jednym 

z początkowych ograniczeń stosowania SaSrtA była jej zależność od jonów Ca2+, co wówczas nie 

jest wymogiem w przypadku innej sortazy klasy E ze Streptomyces avermitilis.286 Jednakże 

ograniczenie to obecnie można skutecznie obejść, stosując ulepszone mutanty sortazy A, 

działające niezależnie od tych jonów.285 

Podsumowując, pomimo wspomnianych ograniczeń odpowiednia optymalizacja 

parametrów reakcji, jak i właściwości enzymu, pozwala na zwiększenie wydajności ligacji przy 

użyciu SaSrtA. Starannie zaplanowane eksperymenty umożliwiają pełne wykorzystanie 

potencjału tego enzymu do selektywnej, wydajnej i specyficznej modyfikacji białek.217,250 

5.3.3. Rodzina enzymów endopeptydaz asparaginowych 

Endopeptydazy asparaginowe (AEP, ang. asparaginyl endopeptidases) (EC 3.4.22.34)287 to 

enzymy proteolityczne należące do klasy hydrolaz i podklasy proteaz cysteinowych. Rozpoznają 

i selektywnie rozszczepiają wiązania peptydowe zlokalizowane za resztami asparaginowymi (N) 
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lub kwasu asparaginowego (D) w łańcuchach polipeptydowych.288 Enzymy te są także nazywane 

„legumainami”289,290 i występują powszechnie u roślin i zwierząt.291,292 W komórkach roślinnych 

AEP znajdują się w wakuolach, natomiast w komórkach zwierzęcych — głównie w lizosomach 

lub endosomach.293–295 AEP są syntezowane w retikulum endoplazmatycznym w postaci 

zymogenu (nieaktywnej formy enzymu), a ich aktywacja zachodzi w środowisku kwasowym 

poprzez odcięcie prodomeny zasłaniającej miejsce aktywne.218,293 

Początkowo AEP identyfikowano jako enzymy zaangażowane w dojrzewanie białek 

zapasowych w nasionach, takich jak albuminy 2S czy globuliny 11S, oraz w regulację apoptozy 

i adaptacyjnej odpowiedzi na stres u roślin.296–298 U ssaków AEP są zaangażowane w procesy 

degradacji białek i prezentacji antygenów.295,299,300 Odkrycie, że niektóre izoformy roślinnych 

AEP, takie jak butelaza 1 z Clitoria ternatea czy OaAEP1 z Oldenlandia affinis, preferencyjnie 

wykazują aktywność ligazową względem proteolitycznej, było kamieniem milowym w badaniach 

nad AEP. Otworzyło to nowe możliwości ich zastosowania w inżynierii białek. Enzymy te potrafią 

katalizować cyklizację peptydów i ligację fragmentów białek, zachowując wysoką specyficzność 

i aktywność nawet w łagodnych warunkach reakcyjnych (pH 5,5–7, temperatura poniżej 

45°C).288,301,302 

5.3.3.1. Mechanizm działania enzymów z rodziny endopeptydaz asparaginowych 

Enzymy z rodziny AEP działają poprzez rozpoznawanie specyficznych sekwencji 

aminokwasowych w peptydach i białkach. Typowy motyw C‑końcowy ma postać ‑AXY, gdzie 

A oznacza resztę asparaginową lub kwasu asparaginowego; X to dowolna reszta z wyjątkiem 

prolinowej; Y to również dowolna reszta aminokwasowa, jednak niektóre izoformy AEP wykazują 

preferencje wobec dużych, hydrofobowych reszt aminokwasowych, np. walinowej, leucynowej, 

fenyloalaninowej, izoleucynowej, metioninowej czy tryptofanowej.218,288,304 Do najlepiej 

poznanych motywów rozpoznawczych należą ‑NHV (preferowany przez butelazę 1), ‑NGL 

(rozpoznawany przez OaAEP1), ‑NAL (rozpoznawany przez AEP z rośliny Momordica 

cochinchinen).218 Zamiana C‑końcowej sekwencji ‑NGL na ‑NGV zwiększa stabilność produktu 

końcowego, ponieważ zmniejsza to jego podatność na ponowną hydrolizę.218,288,304 Wykazano, że 

dwupeptydowe sekwencje rozpoznawcze, takie jak GL‑ i GV‑, umieszczone na N‑końcu 

substratów peptydowych, stanowią najbardziej wydajne nukleofile.218,288,303,305 

Proces ligacji przy udziale AEP przebiega dwuetapowo: w pierwszym etapie dochodzi do 

ataku nukleofilowego reszty cysteinowej na grupę karbonylową wiązania peptydowego w obrębie 

reszt asparaginowych lub kwasu asparaginowego, prowadząc do powstania pośredniego 

tioestrowego kompleksu acyloenzym‑substrat. W drugim etapie grupa aminowa N‑końca 
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akceptora (drugiego peptydu lub tej samej cząsteczki w przypadku cyklizacji) atakuje 

elektrofilowy atom węgla w pośrednim kompleksie tioestrowym, co skutkuje powstaniem nowego 

wiązania peptydowego i odtworzeniem centrum katalitycznego enzymu.218,288 Badania 

z wykorzystaniem wody znakowanej izotopowo (H₂¹⁸O) potwierdziły dominację aktywności 

ligazowej nad proteolityczną.301 Cechą wyróżniającą enzymy AEP jest ich zdolność do działania 

w łagodnych warunkach fizjologicznych (w zakresie pH 5,5–7), co minimalizuje ryzyko 

denaturacji substratów białkowych i pozwala zachować ich aktywność biologiczną.288,301 Dla 

porównania, większość proteaz aspartylowych, np. pepsyna A, wykazuje optymalną aktywność 

w środowisku kwasowym (pH 2–4)306, natomiast proteazy serynowe, w tym trypsyna 

i chymotrypsyna, działają optymalnie w zakresie zasadowym (pH 7,5–9).307,308  
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Rysunek 5. Mechanizm działania OaAEP1 i butelazy 1. A) Enzym OaAEP1 (endopeptydaza 
asparaginowa z Oldenlandia affinis) rozpoznaje motyw trójpeptydowy ‑NGL na C‑końcu 
pierwszego substratu i rozszczepia wiązanie peptydowe pomiędzy resztami asparaginy (N) 
i glicyny (G), tworząc przejściowy kompleks tioestrowy. Następnie reaguje z N‑końcowym 
motywem GL‑ drugiego substratu, prowadząc do utworzenia nowego wiązania peptydowego. B) 
Butelaza 1 (pochodząca z Clitoria ternatea) katalizuje podobną reakcję, natomiast preferuje 
motyw ‑NHV, rozszczepiając wiązanie pomiędzy asparaginą (N) a histydyną (H). Produkt 
pośredni reaguje z drugim substratem, zawierającym sekwencję GI na N‑końcu, co prowadzi do 
powstania nowego wiązania peptydowego.305,309 
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5.3.3.2. Ulepszona endopeptydaza asparaginowa OaAEP1_C247A 

Jednym z kluczowych udoskonaleń enzymu OaAEP1 było wprowadzenie mutacji punktowej 

C247A, polegającej na zastąpieniu reszty cysteinowej alaninową w pozycji 247. Ta modyfikacja 

strukturalna została po raz pierwszy zaprojektowana i opisana przez zespół Yanga 

i współpracowników w 2017 roku jako strategia zwiększająca efektywność katalityczną.305 Reszta 

C247 zidentyfikowana została jako kluczowa dla kontroli dostępu do centrum aktywnego 

OaAEP1. Jej zamiana na alaninę ograniczyła dostęp cząsteczek wody do centrum aktywnego, 

a w konsekwencji zmniejszyła niepożądaną aktywność hydrolityczną typu dzikiego (WT, 

ang. wild type).288,305 Badania kinetyczne wykazały, że wariant OaAEP1_C247A cechuje się aż 

160‑krotnie wyższą wartością parametru kcat/Km w porównaniu do WT (kcat/Km dla OaAEP1 

wynosi 215 M−1×s−1, a dla OaAEP1_С247A — 34 209 M−1×s−1),305 gdzie kcat jest stałą szybkości 

katalitycznej (ang. catalytic constant), Km jest stałą Michaelisa (ang. Michaelis constant), a kcat/Km 

stanowi ich stosunek i łączy w sobie szybkość katalizy oraz powinowactwo enzymu do substratu, 

dając całościową ocenę wydajności działania enzymu.2 Ponadto zmodyfikowany enzym wykazuje 

zmniejszoną skłonność do rozpoznawania produktu reakcji ligacji jako nowego substratu, co 

przekłada się na lepszą kontrolę nad przebiegiem reakcji oraz większą odporność produktu 

końcowego na ponowną hydrolizę.288 Stworzenie mutanta OaAEP1_C247A dowodzi, że 

inżynieria białek potrafi znacząco zwiększyć aktywność i funkcjonalność enzymów, poszerzając 

ich zastosowanie w biotechnologii.  

5.3.3.3. Butelaza 1 

Butelaza 1, będąca enzymem z rodziny endopeptydaz asparaginowych, została po raz pierwszy 

wyizolowana i scharakteryzowana w 2014 roku z rośliny Clitoria ternatea przez zespół Nguyena 

i współpracowników.309 Okazała się pierwszym, naturalnie występującym enzymem tej klasy, 

którego dominującą funkcją jest aktywność ligazowa, a nie proteolityczna. Enzym ten 

charakteryzuje się wyjątkowo wysoką aktywnością katalityczną — osiągającą nawet  

542 000 M⁻¹×s⁻¹, co czyni go najszybszą znaną ligazą peptydową.309 Butelaza 1 wykazuje szeroką 

tolerancję wobec reszt aminokwasowych w N‑końcowej pozycji motywu rozpoznawczego 

(z wyjątkiem reszty prolinowej), przy czym sekwencją preferowaną jest motyw ‑NHV.309,310  

5.3.3.4. Zastosowanie OaAEP1_C247A i butelazy 1 w inżynierii białek  

Enzymy OaAEP1_C247A i butelaza 1 należą do selektywnych i efektywnych narzędzi do 

tworzenia wiązania peptydowego w inżynierii białek i peptydów. Dzięki swojej szerokiej 

tolerancji substratowej i wysokiej efektywności katalitycznej butelaza 1 umożliwia szybką 

cyklizację, m.in. inhibitorów proteaz, enzymów przemysłowych oraz peptydów o właściwościach 
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przeciwdrobnoustrojowych i przeciwnadciśnieniowych.309,311,312 Pozwala to na poprawę ich 

stabilności, zwiększenie aktywności biologicznej i wydłużenie czasu półtrwania w środowisku 

biologicznym. Ponadto cykliczne peptydy, dzięki swojej unikalnej strukturze i odporności na 

degradację enzymatyczną, są coraz częściej wykorzystywane jako stabilne i atrakcyjne 

rusztowania do projektowania nowoczesnych leków peptydowych.288,302,309 Zdolność do 

regioselektywnej koniugacji, umożliwiająca budowanie złożonych koniugatów białkowych, 

stanowi kolejny istotny aspekt wykorzystania obu enzymów. Na przykład, butelaza 1 w połączeniu 

z sortazą A została zastosowana do ortogonalnego, podwójnego, fluorescencyjnego znakowania 

przeciwciał w jednoetapowej reakcji.313 Podobnie, OaAEP1_C247A umożliwia specyficzne 

modyfikacje N‑ i C‑końców białek, m.in. sprzęganie fluoroforów (fluoresceiny czy 

czterometylorodaminy), wprowadzenie modyfikacji potranslacyjnych (biotynylacji czy 

ubikwitynacji), a także polimerów, nienaturalnych reszt aminokwasowych i innych grup 

funkcyjnych.216,218,288,314 Tak szerokie spektrum możliwych modyfikacji jest przydatne przy 

konstruowaniu koniugatów białkowych stosowanych w obrazowaniu i terapiach celowanych. 

Dzięki zdolności do działania w łagodnych warunkach OaAEP1_C247A i butelaza 1 znajdują 

również zastosowanie w modyfikacjach białek in vivo. Przykładowo, butelaza 1 została 

z powodzeniem wdrożona do modyfikacji białek w żywych komórkach Arabidopsis thaliana, 

gdzie częściowo przywróciła proces dojrzewania białek zapasowych w roślinach pozbawionych 

endogennych AEP.315 Podobnie, OaAEP1_C247A skutecznie cyklizowała białka bezpośrednio 

w żywych komórkach E. coli, eliminując czasochłonne i kosztowne etapy oczyszczania enzymu 

i substratu.316  

5.3.3.5. Zalety i wady endopeptydaz asparaginowych jako narzędzia inżynierii białek  

Zastosowanie OaAEP1_C247A i butelazy 1 znacząco poszerza możliwości modyfikacji białek 

zarówno in vitro, jak i in vivo. Działają one w łagodnych warunkach, co pozwala na zachowanie 

aktywności biologicznej biomolekuł i minimalizację ryzyka ich denaturacji. Dzięki wysokiej 

specyficzności i wydajności katalitycznej enzymy te są szeroko stosowane zarówno do 

modyfikacji krótkich peptydów, jak i większych białek.304,316,317 Duża elastyczność substratowa 

umożliwia zastosowanie w różnych procesach biotechnologicznych, w tym w projektowaniu 

białek hybrydowych oraz syntezie białek terapeutycznych.318–320 Ponadto, ze względu na krótki, 

trójpeptydowy motyw rozpoznawczy, OaAEP1_C247A i butelaza 1 dają większą dowolność 

w projektowaniu białek niż klasyczna SaSrtA, która wymaga obecności dłuższej sekwencji.217,316  

Aczkolwiek wydajność reakcji z udziałem tych enzymów może być ograniczona 

w przypadku białek o złożonej strukturze, gdzie dostęp do motywu rozpoznawczego przez enzym 
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jest utrudniony. Tego rodzaju ograniczenia są szczególnie istotne w przypadku dużych białek lub 

złożonych kompleksów białkowych.218 Ponadto jednym z wyzwań związanych z rekombinowaną 

produkcją OaAEP1 i butelazy 1 w E. coli, jest optymalizacja warunków nadekspresji, 

umożliwiających prawidłowe fałdowanie i dojrzewanie enzymu. Zymogenowa forma enzymów 

obejmuje dwa (OaAEP1) i trzy (butelaza 1) mostki disulfidowe oraz prodomeny, które wymagają 

właściwego usunięcia w trakcie aktywacji enzymu.218,305,309,312 Próby uzyskania aktywnego białka 

metodą rekombinowanej nadekspresji często skutkują niską wydajnością lub produkcją enzymu 

pozbawionego aktywności katalitycznej. Wynika to z nieoptymalnych warunków redoks, 

niezbędnych do prawidłowego tworzenia mostków disulfidowych, oraz braku odpowiednich 

mechanizmów dojrzewania białka w prokariotycznych systemach ekspresyjnych. OaAEP1 

i butelaza 1, podobnie jak wiele innych enzymów roślinnych, wykazują tendencję do tworzenia 

ciałek inkluzyjnych lub agregacji podczas nadprodukcji w E. coli.302,305,309,311,312,315,321 Dlatego 

badania nad optymalizacją procesu produkcji i poprawą stabilności AEP, mogą poszerzyć ich 

zastosowanie do selektywnego tworzenia wiązań peptydowych.  

Podsumowując, selektywna i funkcjonalna semisynteza i modyfikacja białek mają istotne 

znaczenie zarówno dla pogłębiania wiedzy o mechanizmach funkcjonowania organizmów, jak 

i dla projektowania białek o nowych lub ulepszonych funkcjach. Dzięki takim strategiom możliwe 

staje się dostosowanie właściwości białek, takich jak stabilność, aktywność, lokalizacja 

komórkowa czy zdolność do tworzenia specyficznych interakcji, do wymagań konkretnych 

procesów biologicznych. Modyfikowane białka znajdują zastosowanie w terapiach chorób, 

diagnostyce molekularnej, tworzeniu nowoczesnych biosensorów, a także w inżynierii 

biomateriałów i nanotechnologii. W niniejszym rozdziale przedstawiono różnorodne podejścia 

modyfikacji białek: od rozszerzenia kodu genetycznego, przez chemiczne metody (np. natywną 

ligację chemiczną), aż po strategię opartą na znacznikach fluorescencyjnych, podkreślając ich 

zalety i ograniczenia. Wśród nich wyróżniają się enzymatyczne techniki oparte na sortazie, ligazie 

OaAEP1_C247A i butelazie. Cechują się specyficznością, wysoką wydajnością, kompatybilnością 

z różnorodnymi molekułami biologicznymi oraz łagodnymi warunkami reakcji, co czyni ich 

implementację w protokołach semisyntezy i znakowania białek wysoce pożądaną. 

Zidentyfikowane niedoskonałości w obecnym stanie wiedzy oraz ograniczenia aktualnie 

stosowanych strategii wyznaczają kierunki dalszych badań, których realizacja jest niezbędna dla 

skutecznego wdrożenia enzymatycznych metod modyfikacji białek do praktyki 

biotechnologicznej.  
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II CELE PRACY 

Do podjęcia tematyki badań nad rozwojem i wykorzystaniem ligacji enzymatycznej do 

selektywnej oraz funkcjonalnej semisyntezy i modyfikacji białek skłoniły mnie wyzwania, 

wynikające z ograniczeń tradycyjnych metod. Należą do nich: (i) niska selektywność, 

(ii) wydajność reakcji, (iii) kosztowne i czasochłonne procedury syntezy i oczyszczania oraz 

(iv) podatność białek na denaturację. Aby sprostać tym wyzwaniom, sformułowałam cele 

badawcze skoncentrowane na opracowaniu efektywnych, selektywnych i łagodnych strategii do 

tworzenia wiązań peptydowych z wykorzystaniem ligacji enzymatycznej. 

Pierwszym celem projektu doktorskiego była próba opracowania chemoenzymatycznej 

strategii semisyntezy białek o złożonej strukturze. Jako cel molekularny wybrałam metalotioneinę 

SmtA z Synechococcus elongatus — białko zaangażowane w homeostazę jonów metali oraz 

ochronę komórek przed stresem oksydacyjnym. Jego unikatowa, bogata w reszty cysteinowe 

struktura, znacznie utrudnia jego rekombinowaną produkcję. Obecność motywu ‑NGL 

w strukturze metalotioneiny SmtA sprawia, że to białko jest kandydatem do enzymatycznej ligacji 

z wykorzystaniem ulepszonego wariantu endopeptydazy asparaginowej OaAEP1_C247A. 

Wysoka aktywność katalityczna i specyficzność tego enzymu, a także łagodne warunki reakcji, 

wskazywały na jego duży potencjał jako narzędzia w inżynierii białek. Wybrana strategia miała 

na celu uzyskanie funkcjonalnego, a mianowicie wiążącego jony metali białka SmtA o poprawnej 

strukturze, poprzez kontrolowane łączenie fragmentów peptydowych.  

Drugi cel pracy doktorskiej obejmował opracowanie enzymatycznej strategii wprowadzania 

wybranych modyfikacji potranslacyjnych, takich jak ubikwitynacja czy sumoilacja, do struktury 

modelowych białek. Realizacja tego celu dostarczyłaby nowych narzędzi do analizy wpływu PTM 

na właściwości fizykochemiczne, lokalizację, interakcje oraz zmiany konformacyjne białek. 

Osiągnięcie zamierzonych efektów wymagało zaprojektowania dwufunkcyjnej sondy 

fluorescencyjnej, SrtCrAsH‑EDT2, skonstruowanej na rusztowaniu CrAsH‑EDT2, specyficznie 

wiążącym się z motywami czterocysteinowymi białek i wykazującym fluorescencje po poprawnej 

koniugacji. Zaplanowano również wyposażenie tej sondy w sekwencję rozpoznawaną przez 

sortazę A, co pozwoliłoby na selektywną integrację PTM (SUMO i Ub) z jednoczesnym 

znakowaniem fluorescencyjnym docelowych białek w jednej, uproszczonej reakcji typu 

„one‑pot”.  

Trzecim celem była ocena funkcjonalności i efektywności nowoopracowanego wariantu 

enzymu butelazy 1 — butelazy AY, zaprojektowanej w odpowiedzi na ograniczoną stabilność 

i tendencję do agregacji podczas oczyszczania typu dzikiego. W ramach projektu postawiłam za 

cel określenie przydatności zmodyfikowanego enzymu do reakcji cyklizacji peptydów oraz 
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znakowania fluorescencyjnego zarówno globularnych, jak i nieustrukturyzowanych białek 

modelowych. Celem było również porównanie aktywności butelazy AY z dotychczas 

stosowanymi ligazami, takimi jak OaAEP1_C247A, oraz analiza jej zdolności do rozpoznawania 

i ligacji substratów zawierających naturalne i nienaturalne reszty aminokwasowe. Realizacja tych 

zadań miała na celu ocenę potencjału wykorzystania butelazy AY jako uniwersalnego i wydajnego 

narzędzia do regioselektywnej modyfikacji białek w badaniach podstawowych oraz aplikacyjnych. 

Podsumowując, cele niniejszej pracy doktorskiej, wynikające z problematyki 

przedstawionej we wstępie, koncentrowały się głównie na opracowaniu efektywnych strategii 

semisyntezy i modyfikacji białek, aby wesprzeć rozwój nowoczesnej inżynierii białek. 
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III WYNIKI I DYSKUSJA 

6. OaAEP1 ligase‑assisted chemoenzymatic synthesis of full cysteine‑rich metal‑binding 

cyanobacterial metallothionein SmtA 

Anastasiia Antonenko, Avinash Kumar Singh, Karolina Mosna, Artur Krężel, 

Bioconjug. Chem. 2023, 34, 719727. DOI: 10.1021/acs.bioconjchem.3c00037. 

6.1. Opis przeprowadzonych badań  

Białka odgrywają kluczową rolę w funkcjonowaniu organizmów żywych.2 Jednym z najbardziej 

wymagających aspektów badań nad białkami jest ich efektywna synteza i modyfikacja, zwłaszcza 

w odniesieniu do białek bogatych w reszty cysteinowe. Przykładem takich białek są 

metalotioneiny, zdolne do wiązania jonów metali przejściowych, uczestniczące w regulacji ich 

homeostazy, ochronie przed stresem oksydacyjnym oraz detoksykacji metali ciężkich.43,44 Ze 

względu na ich istotne znaczenie w procesach biologicznych, są one od wielu lat przedmiotem 

intensywnych badań naukowych. Jednak ich otrzymywanie w warunkach laboratoryjnych nadal 

sprawia trudności ze względu na unikatowe właściwości strukturalno‑funkcjonalne. Wysoka 

zawartość reszt cysteinowych powoduje, że MT są podatne na utlenianie, co komplikuje ich 

otrzymywanie w postaci homogennej.42,64 Do dziś nie opisano udanej, pełnej syntezy 

metalotioneiny metodą SPPS (synteza peptydów na nośniku stałym, ang. solid‑phase peptide 

synthesis) czy natywnej ligacji chemicznej. W praktyce stosuje się głównie produkcję 

rekombinacyjną w E. coli.60–63 Jednak jest ona utrudniona ze względu na toksyczność 

metalotionein wobec komórek gospodarza. Wynika to z ich zdolności do chelatacji jonów metali, 

zakłócania procesów redoks oraz zużywania puli siarki wewnątrz komórek, co prowadzi do stresu 

oksydacyjnego i agregacji.35–38,44,62,66 W związku z tym opracowanie nowych metod syntezy 

metalotionein ma duże znaczenie zarówno z perspektywy naukowej, jak i praktycznej.  

Zmotywowana wyzwaniami, wynikającymi z ograniczeń tradycyjnych metod, 

zdecydowałam się na podjęcie badań nad opracowaniem chemoenzymatycznej strategii syntezy 

białek. Moim celem było stworzenie metody, która rozwiąże dotychczasowe problemy związane 

z podatnością reszt cysteinowych na utlenianie i umożliwi jej zastosowanie w praktyce 

w badaniach biotechnologicznych. Uważam, że podejście łączące klasyczną syntezę peptydów na 

nośniku stałym z ligacją enzymatyczną stanowi trafną odpowiedź na te potrzeby. W centrum badań 

znalazła się ulepszona wersja endopeptydazy asparaginowej — OaAEP1_C247A, która 

charakteryzuje się wysoką specyficznością w procesach ligacji peptydów i białek. Mutacja 

punktowa C247A znacząco zwiększyła aktywność katalityczną enzymu (160‑krotnie względem 

typu dzikiego), co czyni go obiecującym narzędziem w inżynierii białek.288,305 
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Skoncentrowałam się na pełnej syntezie metalotioneiny SmtA, stanowiącej reprezentatywny 

przykład białek bogatych w reszty cysteinowe pochodzenia cyjanobakteryjnego. Wybór SmtA był 

celowy — białko to w swojej sekwencji zawiera motyw ‑NGL, dlatego jest kandydatem dla 

enzymatycznej ligacji z użyciem OaAEP1_C247A. Proces syntezy obejmował chemiczną syntezę 

fragmentów peptydowych metodą SPPS, a następnie ich połączenie przy użyciu ligacji 

enzymatycznej. Kluczowym etapem było zoptymalizowanie warunków reakcji, w tym czasu 

reakcji oraz stosunku molowego substratów. Zoptymalizowana reakcja ligacji była prowadzona 

przez jedną godzinę w temperaturze 37°C i stosunku molowym fragmentów C‑ do N‑końcowego 

wynoszącym 1:2. Pozwoliło to na osiągnięcie wydajności ligacji na poziomie 70%, co wówczas 

podkreśla efektywność opracowanego podejścia. Wyniki eksperymentalne wykazały, że uzyskane 

białko SmtA charakteryzuje się wysoką czystością (powyżej 95%). Czas retencji oraz masa 

molekularna produktu ligacji (syntetycznej SmtA) były spójne z wynikami uzyskanymi dla 

odnośnika otrzymanego z produkcji w bakteryjnym systemie ekspresyjnym (bakteryjnej SmtA).  

Analizy spektroskopowe przeprowadzone w dalszej części badań potwierdziły, że 

syntezowana chemoenzymatycznie SmtA zachowuje zdolność do specyficznego wiązania jonów 

metali przejściowych, takich jak Zn2+ i Cd2+. Wskazywały na to charakterystyczne pasma 

absorpcyjne LMCT (zjawisko przeniesienia ładunku od liganda do jonu metalu, ang. ligand‑metal 

charge transfer), świadczące o skutecznym wiązaniu jonów metali przez grupy tiolowe reszt 

cysteinowych. Widmo dichroizmu kołowego syntetycznego białka SmtA potwierdziło jego 

prawidłowe sfałdowanie, a eksperymentalnie wyznaczone wartości pKa
’ w wyniku 

miareczkowania pH‑metrycznego dla syntetycznego i rekombinowanego białka SmtA były 

zbliżone i zgodne z wartością literaturową.75 Podobieństwo stechiometrii i właściwości 

spektroskopowych wskazuje, że syntetyczna SmtA wykazuje identyczne właściwości wiązania 

jonów metali jak jej odpowiednik bakteryjny. Łagodne warunki reakcji (pH 5,6), 

charakterystyczne dla enzymatycznego podejścia, pozwoliły uniknąć utleniania reszt tiolowych, 

których pKa waha się zazwyczaj pomiędzy 8 a 9.322 Dzięki temu metoda ta jest przyjazna dla białek 

wrażliwych na utlenianie. Daje również możliwość elastycznego wprowadzania dodatkowych 

modyfikacji funkcjonalnych. Uzyskane wyniki wskazują, że opracowana strategia nie tylko 

zapewnia wysoką wydajność reakcji, ale także pozwala na otrzymywanie białek o poprawnej 

strukturze i funkcji zgodnych z ich naturalnymi odpowiednikami.  

W ramach tego projektu byłam odpowiedzialna za: produkcję i oczyszczanie mutanta 

endopeptydazy asparaginowej (OaAEP1_C247A) w bakteryjnym systemie ekspresyjnym E. coli, 

weryfikację aktywności katalitycznej enzymu, syntezę oraz oczyszczanie substratów 

peptydowych, przeprowadzenie i optymalizację reakcji ligacji enzymatycznej w celu otrzymania 
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syntetycznej SmtA, oczyszczanie produktu końcowego metodą chromatografii wykluczania i jego 

analizę, a także przygotowanie, redakcję i edycję tekstu manuskryptu. Uważam, że opracowana 

strategia stanowi solidną platformę do syntezy metalotionein i innych białek o złożonej strukturze 

w warunkach przyjaznych dla ich wrażliwej struktury, otwierając nowe możliwości 

w biotechnologii. Metoda została opublikowana w marcu 2023 r. w czasopiśmie Bioconjugate 

Chemistry (wydawnictwo American Chemical Society). 

6.2. Podsumowanie 

Opracowana metoda chemoenzymatycznej syntezy białek wnosi istotny wkład w rozwój 

biotechnologii, szczególnie w zakresie produkcji białek o złożonej strukturze, dlatego trudnych do 

uzyskania przy użyciu technik tradycyjnych. Pokonuje ograniczenia metod chemicznych, takie jak 

niska wydajność syntezy długich, bogatych w reszty cysteinowe sekwencji oraz niekontrolowane 

utlenianie grup tiolowych, a także trudności związane z metodami biologicznymi, w tym 

toksyczność i agregacja w systemach bakteryjnych.35–38,42,64–66,91 W rezultacie ligacja 

chemoenzymatyczna z wykorzystaniem OaAEP1_C247A pozwala przeprowadzać reakcje 

w łagodnych (wodnych) warunkach, zachowując aktywność biologiczną i wysoką czystość. 

Ponadto umożliwia potencjalną selektywną integrację różnorodnych modyfikacji w strukturze 

białek, np. nienaturalnych reszt aminokwasowych czy modyfikacji potranslacyjnych.288,303,305 

Jej potencjał jest szczególnie istotny w biomedycynie, gdzie białka bogate w reszty 

cysteinowe, takie jak metalotioneiny, mogą służyć jako biomarkery,323–325 środki 

terapeutyczne,326–328 narzędzia do projektowania nowych leków.329,330 Metalotioneiny znajdują 

także zastosowanie w biosensorach, inżynierii środowiskowej i innych dziedzinach 

biotechnologii.78,79,331 Chociaż niniejsze badania koncentrowały się na stosunkowo małym białku 

SmtA (56 reszt aminokwasowych), metoda ta wykazuje potencjał w syntezie większych i bardziej 

złożonych biomolekuł. Substraty peptydowe mogą być wytwarzane w bakteryjnych systemach 

ekspresyjnych, umożliwiając uzyskanie dłuższych sekwencji peptydowych. To otwiera drogę do 

produkcji i modyfikacji innych białek, np. histonów czy chemokin, które pełnią kluczowe funkcje 

w biologii komórkowej, ale wówczas są trudne do uzyskania za pomocą tradycyjnych 

technik.332,333 Strategia może być również wykorzystywana do wytwarzania domen z palcami 

cynkowymi, które podobnie do SmtA zawierają liczne reszty cysteinowe, krytyczne do 

koordynacji Zn2+ i specyficznego rozpoznawania sekwencji DNA.334 

Centralnym elementem opracowanej metody jest zastosowanie zmodyfikowanego enzymu 

OaAEP1_C247A, który wykazuje wysoką aktywność katalityczną. Wprowadzenie mutacji 

C247A znacząco poprawiło właściwości enzymu, czyniąc go efektywnym narzędziem do ligacji 
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białek i peptydów.288,303,305 Ponadto enzym ten można skutecznie integrować z innymi enzymami, 

takimi jak butelaza 1 czy sortaza A, co stwarza nowe możliwości projektowania zaawansowanych 

strategii syntezy białek. Należy zaznaczyć, że jednym z warunków ligacji jest obecność krótkiego 

motywu rozpoznawczego (np. ‑NGL) w sekwencji docelowego białka, który stanowi miejsce 

działania OaAEP1_C247A.305 Natomiast nie musi on naturalnie występować w sekwencji 

docelowego białka. Może on być sztucznie wprowadzony poprzez podstawienie jednej lub kilku 

reszt aminokwasowych, jak również umiejscowiony w regionach nieuporządkowanych lub 

funkcjonalnie nieistotnych (np. pętlach), nie wpływając istotnie na strukturę i aktywność białek. 

Warto wspomnieć, że enzym toleruje szerszy zakres sekwencji rozpoznawczej. Typowy motyw 

trójpeptydowy rozpoznawany przez OaAEP1_C247A ma ogólną postać AXY (gdzie A oznacza 

resztę asparaginową lub kwasu asparaginowego, X — dowolną resztę, a Y — hydrofobową resztę 

aminokwasową), co jeszcze bardziej poszerza zakres potencjalnych zastosowań opracowanej 

technologii.218,288,303–305 

Zastosowanie enzymu OaAEP1_C247A do pełnej syntezy funkcjonalnej metalotioneiny 

SmtA stanowi pierwsze tego typu doniesienie w literaturze naukowej i otwiera nowe perspektywy 

dla rozwoju biotechnologii. Przedstawiona metoda wypełnia lukę między obecnymi 

ograniczeniami technologicznymi a rosnącym zapotrzebowaniem na białka o złożonej strukturze, 

które znajdują zastosowanie zarówno w badaniach podstawowych, jak i zastosowaniach 

aplikacyjnych.  
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ABSTRACT: Among all approaches used for the semisynthesis of
natural or chemically modified products, enzyme-assisted ligation is
among the most promising and dynamically developing approaches.
Applying an efficient C247A mutant of Oldenlandia affinis plant
ligase OaAEP1 and solid-phase peptide synthesis chemistry, we
present the chemoenzymatic synthesis of a complete sequence of
the cysteine-rich and metal-binding cyanobacterial metallothionein
Synechococcus metallothionein A (SmtA). Zn(II) and Cd(II)
binding to the newly synthesized SmtA showed identical properties to the protein expressed in Escherichia coli. The presented
approach is the first example of the use of OaAEP1 mutant for total protein synthesis of metallothionein, which occurs in mild
conditions preventing cysteine thiol oxidation. The recognition motif of the applied enzyme could naturally occur in the protein
structure or be synthetically or genetically incorporated in some loops or secondary structure elements. Therefore, we envision that
this strategy can be used for efficiently obtaining SmtA and for a wide range of proteins and their derivatives.

■ INTRODUCTION
Protein semisynthesis constitutes a dynamically developing
field of biochemistry. It relies on combining synthetic and
recombinant peptide fragments in a controlled manner to
acquire functional biomolecules, which have wide applications
in many areas.1−3 Therefore, the development of new and
efficient production strategies is of great interest and practical
importance. The basic approaches to peptide and protein
synthesis are focused on the chemical condensation of peptide
precursors coupled with amino acids into longer polypeptide
chains. Along with the development of protecting groups that
mask the side chains of the amino acids and protect them from
reactive coupling conditions,4 the ability to assemble them in a
user-defined manner in the complete peptide chain immobi-
lized on an insoluble porous support (solid-phase peptide
synthesis, SPPS) makes the chemical synthesis of polypeptides
easily attainable.5 It is reminiscent of ribosomal synthesis and
consists of iterative coupling steps, such as anchoring,
deprotection, coupling reaction, and cleavage, which could
be automated. However, despite the technical feasibility of
automation, its speed, and flexibility, it suffers from being
laborious and of low efficiency to routinely prepare peptides
longer than 40 amino acid residues, considerably lower than
the average size of protein domains, peptide therapeutics, or
vaccines, e.g., chemokines or histones.1,6−10 A similar problem
concerns the condensation reactions of fully protected
synthetic peptides, which are extremely difficult to manipulate
in both aqueous and organic solutions. This is where native
chemical ligation (NCL) of an amide bond between
unprotected protein fragments can play a role.11−13 Native
peptide bond ligation is based on the condensation of the C-

terminal thioester as an “active ester” with the second peptide
or protein with the N-terminal cysteinyl residue in mild
conditions (neutral pH) with no side products.14 Currently,
NCL application allows for the synthesis of proteins and their
fragments, whose length reaches 300 or even more amino acid
residues.14,15 Importantly, it also allows the ligation of two
different protein building blocks containing various decora-
tions by post-translational modification,16 fluorophores,17,18

non-coded amino acids,19 functional groups for bio-orthogonal
modifications,20,21 selective metal-mediated protein hetero-
dimerization,22 or for studying the structure and functions of
protein complexes.23 But like all other methodologies, NCL
also has its limitations. Since NCL is a chemical reaction, it
requires high concentrations of both the reactants, the
presence of α-thioesters, and thiol derivatives to induce
thiolysis, which restrict its application to many proteins.24

Also, there are no available reports for the synthesis of MTs by
NCL.
Aside from pure chemical approaches, protein engineering

has at its disposal other alternative methods based on enzymes,
e.g., sortase,25−29 butelase,30,31 and OaAEP1,32−37 which
demonstrate highly selective and site-specific reactivity.
Compared to other strategies, the enzymatic methods are
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characterized by good efficiency, compatibility with a wide
range of biological molecules, and the possibility of carrying
out reactions under mild conditions.38,39 Nonetheless, their
time-consuming necessity, special coenzyme requirements, and
sometimes low catalytic efficiency necessitate constant research
on applied biocatalysts, their improvement for semisynthetic
protein manipulation, or a combination of different approaches
to use their benefits effectively. In this article, we describe
protein semisynthesis which combines the benefits of SPPS
chemical peptide synthesis with enzymatic ligation through the
transacylation of amines. One of the new and attractive
enzymes in protein modifications is Asx ligase (Asn/Asp
asparaginyl endopeptidase, OaAEP1) isolated from the Old-
enlandia affinis plant and now expressed in the Escherichia coli
system in an active form.33 Its natural role is the synthesis of
plant cyclotides,34 and it constitutes an excellent alternative to
the enzymes present in the current protein engineering toolkit.
It is due to the requirement of a short tripeptide C-terminal
recognition motif, NGL, and a faster transpeptidation rate.1

Moreover, its improved variant, the OaAEP1_C247A mutant,
is 160 times more active than the wild type, which makes it an
attractive tool for protein semi- or total synthesis.36

Furthermore, it has been shown that the enzyme can operate
the substrates not only in the regular N-to-C orientation but
also in C-to-C ligations,40 which enlarges the synthetic scope
of the enzyme. Despite the unique properties of OaAEP1 and
its improved version, this enzyme has not yet been applied for
the chemoenzymatic synthesis of any full-length protein.
In the present work, we focus on the chemoenzymatic

synthesis of one of the representatives of the cyanobacterial
metallothionein group�Synechococcus metallothionein A
(SmtA) from Synechococcus PCC 7942, which is responsible
for the metal storage, transport, and homeostasis in the cell.41

So far, the most common method for the production of
metallothionein (MT) and MT-like small Cys-rich proteins is
their recombinant production using the E. coli system.42,43

Even then, the production yield varies significantly for different
MTs since Cys-rich proteins are toxic for bacteria due to
essential metal ion chelation or the cellular redox potential
being affected.44 Cyanobacterial SmtA, similar to other MTs,
binds essential Zn(II) and Cu(I) ions and efficiently sequesters
Cd(II).41 SmtA was found, for example, to protect cells against
Zn(II) toxicity43 and control many cellular processes, such as
DNA synthesis, translation, and transcription.45 Its NMR
structure indicates the formation of a Zn4Cys9His2 clustered
core demonstrating structural similarities to other (in)-
vertebrate, plant, or bacterial MTs and some zinc finger
domains (Figure 1).43,44,46,47 Overall, the approach described
here may solve some problems of synthesizing proteins rich in
Cys residues or their post-translational modifications, which
can be introduced during chemoenzymatic synthesis.

■ RESULTS AND DISCUSSION
The molecular target of this work is a 56-amino acid-long low-
molecular-weight MT from the cyanobacteria Synechococcus
elongatus (SmtA). It has been chosen for OaAEP1-assisted
chemoenzymatic synthesis due to the presence of its
recognition motif�NGL sequence (Figures 1, 2A), as well
as the presence of a high number of cysteine residues. As a
reference, the aforementioned MT has also been independ-
ently overproduced in E. coli (Figure 2B).
In the first step, we expressed and purified the Cys247Ala

mutant of OaAEP1 in E. coli and stored it at −80 °C (Figure

S1 and Table S1). Since the activation of this plant enzyme is
not trivial, we examined its activity after this process using the
FRET Dabcyl-YAKGNGL-Edans substrate. The nonfluores-
cent peptide turns into the fluorescent GL-Edans (λex = 340
nm, λem = 490 nm) product only when the enzyme is active
(Figure 3A,B).48 Because this test is based on substrate
hydrolysis, ligase activity has also been examined using model
peptides containing recognition termini, YKLANGL and
GVGKY-NH2. The ligation reaction was monitored by
analytical high-performance liquid chromatography (HPLC)
(Figure 3C,D) and indicated the appearance of
YKLANGVGKY-NH2, the right product of the reaction,
which confirms the enzymes’ activity. Besides the desired
ligation product, the hydrolyzed YKLAN peptide was also
detected (Figure 3C, Table S1). It is because the final product
represents the NGV motif that constitutes a substrate for
asparaginyl endopeptidase, which results in product hydrolysis.
Additionally, another model nucleophile, GLGKY, was also
tested, and the ligation result was positive (Figure S6).
We then directed our attention to ligating the two peptidyl

substrates for the target SmtA semisynthesis. They were
selected in such a way that both contained OaAEP1
recognition motifs (represented by NGL and GL sequences)
(Figures 2A and S3) and were synthesized according to the
Fmoc strategy on a solid support, cleaved from the resin,
purified using reversed-phase (RP)-HPLC, and lyophilized
(Figure S3, Table S1). For the ligation reaction, both C- and
N-terminal peptides were mixed in sodium acetate buffer, pH

Figure 1. Cyanobacterial MT SmtA. Top: amino acid sequence of
SmtA (Uniprot ID: P30331) with the native NGL motif indicated in
red. Yellow and blue underlined letters indicate cysteine and histidine
residues participating in metal ion binding, respectively. Bottom: X-
ray structure of SmtA (PDB: 1JJD). The NGL motif is marked in red.
Gray spheres represent Zn(II) ions clustered in the Zn4Cys9His2
core.46

Figure 2. Two methods of SmtA protein production used in this
study. (A) New one based on a single step of chemically synthesized
fragments of SmtA and further ligation with enzymatically improved
OaAEP1_C247A. (B) Production of SmtA in the E. coli bacterial
system required multiple steps.
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5.6, at a molar ratio of 0.5. Then, OaAEP1 was added, and
reaction progress was monitored by HPLC for 240 min
(Figure 4A). In this case, similar to model peptide ligation,
besides the expected SmtA product (red color), the hydrolyzed

one was also formed during the reaction (blue color). The
largest fraction of the SmtA product was observed after 60 min
of the reaction, while the hydrolyzed product reached its
highest content after 100 min (Figure 4B). In order to increase
the yield, the reaction was simply optimized regarding the
substrates’ molar ratio, and the reaction time was tested from 5
to 180 min. It showed that the incubation of C- to N-terminal
substrate molar ratio for 0.5 and 1 h at 37 °C resulted in more
than 70% product formation (Figure S2). The almost linear
correlation between N-substrate utilization and product
appearance observed for the first 60 min becomes no longer
proportional because of the reversibility of the reaction and is
accompanied by the appearance of the hydrolyzed product
(Figure 4B). The HPLC retention time and molecular mass for
the ligation product (synthetic SmtA) were found to be 33.8
min and 5740.22 Da, respectively, which were similar to those
of the bacterial-expressed SmtA (tR = 33.5 min, 5740.77 Da)
(Figure 4, Table S1).
Due to the fact that HPLC analysis indicated successful

SmtA ligation, we proceeded to the essential stage of our work,
namely, the semi-preparative synthesis of MT. The scale of
synthesis was increased 10 times, and the reaction was carried
out in buffer [50 mM sodium acetate pH 5.6, 50 mM NaCl, 1
mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), and 0.5 mM
tris(2-carboxyethyl)phosphine hydrochloride (TCEP)] for 60
min at 37 °C. Due to the scale of the reaction, the mixture was
separated at pH ∼ 2 to avoid thiol oxidation using size
exclusion chromatography (SEC) with a Superdex Peptide
column (10/300 GL) (Figure S4).49 All observed signals were
identified, the final apo-SmtA product was separated, and its
purity was confirmed in a separate analysis (Figures 5, S4).
After SEC, 407 μg (200 μL of 354.40 μM; yield = 70.5%) of
the apo-SmtA product was obtained with more than 95%
purity (Figure 5). The comparison of the reaction yield of the
presented method with other ligation approaches is not
possible because there is no available report regarding the

Figure 3. Fluorometric and RP-HPLC activity assay for the OaAEP1_C247A used in this study. (A) Ligase fluorometric activity was carried out
using the specific FRET substrate Dabcyl-YAKGNGL-Edans. The substrate was hydrolyzed (reverse to the ligation reaction), and the characteristic
fluorescence of GL-Edans at 490 nm was measured when it was excited at 340 nm. (B) Fluorometric reaction kinetics was monitored for 120 min
using 0.5 mM Dabcyl-YAKGNGL-Edans in the presence of 25 μM OaAEP1 C247A at 37 °C. Inset indicates emission spectra at 0 and 120 min
timepoints. a.u. denotes arbitrary units. (C) RP-HPLC profile for the model peptides, 0.25 mM N-terminal YKLANGL, and 0.5 mM C-terminal
GVGKY-NH2 using OaAEP1 ligase. (D) RP-HPLC profile for the ligation reaction of model peptides, a peptide mixture of 0.25 mM N-terminal
YKLANGL and 0.5 mM C-terminal GVGKY-NH2 with 25 μM ligase monitored during the reaction at 37 °C after 2 h. YKLAN-OH is the
hydrolysis product. Peptides (substrates and products) were separated on a C18 column (250 mm × 4.6 mm, 5.0 μm) in the gradient of 5−35% of
MeCN in 40 min and 35−85% of MeCN in the next 20 min, and absorbance was recorded at 220 nm.

Figure 4. RP-HPLC of OaAEP1-assisted synthesis of SmtA. (A)
Chromatograms of substrates before the addition of the enzyme,
elution profile after 60 min; purified synthetic SmtA product, and
bacterial SmtA (see below). The ligation mixture contains 0.5 mM N-
terminal and 0.25 mM C-terminal substrates with 100 μM ligase. (B)
Time-dependent decay of the N-terminal substrate (light blue circles)
and formation of its hydrolyzed product (gray circles) and SmtA MT
(red circles).
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