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AEP
Aib
ASN
ATP
BAL
BPL
BRCA1

Butelaza AY

CHO

CrAsH-EDT>

DNA

E. coli

EC

EDT
EPL

FAD

FAM

FIAsH-EDT:

FRET

GFP
GST

Spis skrotow

endopeptydaza asparaginowa (ang. asparaginy! endopeptidase)
kwas 2-aminoizomastowy (ang. 2-aminoisobutyric acid)
a-synukleina (ang. a-synuclein)

adenozynotréjfosforan (ang. adenosine triphosphate)

dimerkaprol (ang. British anti-Lewisite)

ligaza biatkowa biotyny (ang. biotin protein ligase)

biatko zwigzane z predyspozycja do raka piersi (ang. breast cancer
1 protein)

wariant butelazy z dwoma mutacjami punktowymi, polegajacymi na
zamianie Val237 na Ala oraz Thr238 na Tyr

linia komoérkowa jajnika chomika chinskiego (ang. Chinese hamster
ovary cell line)

fluorescencyjny znacznik bisarsenowy na bazie
5(6)-karboksyfluoresceiny, wigzacy motyw czterocysteinowy
(ang. carboxyfluorescein arsenical helix binder)

kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

bakterie Escherichia coli

numer klasy Komisji Enzymatycznej (ang. Enzyme Commission
number)

etan-1,2-ditiol (ang. ethane-1,2-dithiol)

ligacja biatek z  wykorzystaniem produkcji  biatkowej
(ang. expressed protein ligation)

dinukleotyd flawinoadeninowy (ang. flavin adenine dinucleotide)
amidyt fluoresceiny (ang. fluorescein amidite)

fluorescencyjny znacznik bisarsenowy na bazie fluoresceiny
r0zpoznajacy motyw czterocysteinowy (ang. fluorescein arsenical
helix binder)

rezonansowe zjawisko przeniesienia energii Forstera na drodze inne;j
niz promieniowanie (ang. Forster resonance energy transfer)
biatko zielonej fluorescencji (ang. green fluorescent protein)

S-transferaza glutationowa (ang. glutathione S-transferase)
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pre-mRNA

PTM
ReAsH-EDT:

RNA

fosfataza tyrozynowa specyficzna dla hematopoezy
(ang. hematopoietic protein tyrosine phosphatase)

system oczyszczania biatka z wuzyciem inteiny z etykieta
powinowactwa do chityny (ang. intein mediated purification with an
affinity chitin-binding tag)

Migdzynarodowa Unia Biochemii 1 Biologii Molekularnej
(ang. International Union of Biochemistry and Molecular Biology)
stala szybkosci katalitycznej (ang. catalytic constant)

stata Michaelisa (ang. Michaelis constant)

region odpowiedzialny za aktywnos¢ ligazy-1 (ang. ligase-activity
determinant-1)

zjawisko przeniesienia tadunku od liganda do jonu metalu
(ang. ligand-metal charge transfer)

biatko wigzace maltoze (ang. maltose-binding protein)
metyloalanina (ang. 2-methylalanine)

matrycowy kwas rybonukleinowy (ang. messenger ribonucleic
acid)

metalotioneina (ang. metallothionein)

natywna ligacja chemiczna (ang. native chemical ligation)
norwalina (ang. norvaline)

endopeptydaza  asparaginowa 1 z  Oldenlandia  affinis
(ang. Oldenlandia affinis asparaginyl endopeptidase 1)

wariant OaAEP1 z mutacja punktows, polegajaca na zamianie
Cys247 na Ala

czynnik transkrypcyjny 0 wlasciwosciach supresora
nowotworowego o masie ~53 kDa (ang. tumor protein p53)
ujemny logarytm dziesigtny stalej dysocjacji kwasowej Ka
(ang. negative base 10 log of the acid dissociation constant K,)
pierwotny transkrypt matrycowego kwasu rybonukleinowego
(ang. precursor messenger ribonucleic acid)

modyfikacje potranslacyjne (ang. post-translational modifications)
fluorescencyjny znacznik bisarsenowy na bazie rezorufiny wigzacy
motyw czterocysteinowy (ang. resorufin arsenical helix binder)

kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)
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rRNA
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SeNPs
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Spl
SPPS

Srt
SUMO

TC
TFIIIA
tRNA
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WT

rybosomalny kwas rybonukleinowy (ang. ribosomal ribonucleic
acid)

sortaza A z bakterii Staphylococcus aureus

nanoczastki selenu (ang. selenium nanoparticles)

metalotioneina A z cyjanobakterii Synechococcus elongatus
czynnik transkrypcyjny Spl (ang. specificity protein 1)

synteza peptydow na nosniku statym (ang. solid-phase peptide
synthesis)

sortaza (ang. sortase)

mate bialtko modyfikujace podobne do ubikwityny (ang. small
ubiquitin-like modifier)

motyw czterocysteinowy (ang. tetracysteine motif)

czynnik transkrypcyjny IIA (ang. transcription factor I11A4)
transportujacy kwas rybonukleinowy (ang. transfer ribonucleic
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14



STRESZCZENIE

Niniejsza rozprawa doktorska skupia si¢ na wykorzystaniu ligacji enzymatycznej do tworzenia
wigzania peptydowego w celu selektywnej i funkcjonalnej semisyntezy i modyfikacji biatek.
Sktadajg si¢ na nig trzy projekty badawcze o charakterze interdyscyplinarnym i wspolnym celu
— rozwoju selektywnych, wydajnych i lagodnych metod do otrzymywania biatek i ich
koniugatow. W pierwszym z nich zaprezentowano pelne, chemoenzymatyczne otrzymanie
metalotioneiny na przykladzie cyjanobakteryjnego biatka SmtA przy uzyciu ulepszonego
wariantu endopeptydazy asparaginowej — OaAEP1 C247A. Opracowana strategia taczyla ze
sobg synteze fragmentow peptydowych na nos$niku statym z enzymatyczng ligacjg, prowadzac do
otrzymania biatka o wysokiej czystosci i dobrej wydajnosci. Produkt koncowy wykazywat
identyczne wlasciwosci strukturalne, spektroskopowe i funkcjonalne jak rekombinowany
odpowiednik, w tym zdolno$¢ do specyficznego wigzania jondw metali bloku d (Zn**, Cd*") oraz
wlasciwe faldowanie. Wyniki te stanowig dowod skutecznosci metody chemoenzymatycznej jako
alternatywy dla rekombinacyjnej produkcji biatek o wymagajacych sekwencjach, zwlaszcza
bogatych w reszty cysteinowe. Druga czg$¢ pracy dotyczyla opracowania uniwersalnego
narzedzia — dwufunkcyjnej sondy SrtCrAsH-EDT2, umozliwiajacej jednoczesne znakowanie
fluorescencyjne bialek oraz wprowadzenie modyfikacji potranslacyjnych, takich jak
ubikwitynacja czy sumoilacja. Strategia ta opiera si¢ na polaczeniu enzymatycznej ligacji
zudzialem sortazy A oraz specyficznego wigzania sondy bisarsenowej z motywem
czterocysteinowym w strukturze biatka. Reakcje przebiegaty sekwencyjnie w trybie ,,one-pot”
bez koniecznosci izolacji produktow posrednich, co znacznie upraszczato 1 przyspieszato caty
proces. Opracowane podejscie cechuje si¢ wysoka specyficznoscig i odwracalno$cia, co zostato
potwierdzone w eksperymentach z modelowymi biatkami GST-TC12 i HePTP-4C. Rozwiazanie
to otwiera nowe mozliwosci w badaniach nad dynamika, lokalizacja i funkcja modyfikacji
potranslacyjnych, a takze moze znalez¢ zastosowanie w diagnostyce molekularnej 1 obrazowaniu
komoérkowym. W trzecim projekcie opracowano nowy wariant butelazy 1, butelaze AY, ktory
cechuje si¢ znacznie wyzszg stabilno$cia, mniejsza podatnoscig na agregacj¢ oraz uproszczong
procedurg produkcji 1 aktywacji w poréwnaniu do typu dzikiego. Butelaza AY wykazuje wysoka
aktywno$¢ katalityczng oraz szeroka tolerancje wzgledem substratow zawierajgcych zaréwno
naturalne, jak i nienaturalne reszty aminokwasowe. Umozliwia ona efektywna cyklizacje
peptydéw oraz fluorescencyjne znakowanie biatek. Dzigki tym wlasciwosciom stanowi
wartosciowe narzedzie do modyfikacji biomolekul, zwlaszcza w warunkach wymagajacych

wysokiej specyficznosci 1 fagodnych warunkéw reakcji. W rezultacie opracowane strategie
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oferuja elastyczne, wydajne i1 selektywne narzedzia do produkcji 1 modyfikacji biatek, szczegolnie
takich, ktorych synteza klasycznymi metodami jest utrudniona lub niemozliwa. Uzyskane wyniki
moga znalez¢ szerokie zastosowanie w biologii strukturalnej, diagnostyce, obrazowaniu

molekularnym 1 inzynierii biomolekut.
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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 (Zn?**, Cd*")
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-EDTx,
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 WSTEP

1. Bialka jako kluczowe makroczasteczki biologiczne

Bialka stanowia jedng z najbardziej funkcjonalnie zrdéznicowanych grup makroczasteczek
biologicznych i uczestnicza w niemal kazdym procesie zachodzacym w komorce.> Sa one
odpowiedzialne za katalize reakcji chemicznych (np. anhydraza weglanowa),? transport
i magazynowanie czasteczek (np. hemoglobina transportujaca ditlen),> zapewnianie strukturalne;
integralnosci komorek i tkanek (np. kolagen),* udzial w odpowiedzi immunologicznej
(np. przeciwciala),” koordynacje oraz wykonywanie ruchow komorkowych i miesniowych
(np. aktyna i miozyna),® przewodzenie sygnaléw nerwowych (np. kanaty jonowe)’ oraz regulacje
wzrostu, réznicowania i ekspresji genow (np. czynniki transkrypcyjne).® Ze wzgledu na szerokie
spektrum wspomnianych funkcji, biatka stajg si¢ jednym z centralnych tematéw badan we
wspotczesnej biotechnologii. Kluczowe jest zatem doglebne poznanie i zrozumienie ich struktury,
mechanizméw dziatania oraz mozliwosci pozyskiwania i modyfikacji.”!? Istotnym kierunkiem
badan pozostaje rozwoj inzynierii bialkowej, ukierunkowanej na celowe wprowadzanie nowych

funkcji biatek.

1.1. Biosynteza bialek

Ekspresja genéw kodujacych biatka jest wieloetapowym procesem komérkowym, ktory obejmuje
transkrypcje, dojrzewanie matrycowego kwasu rybonukleinowego (mRNA, ang. messenger
ribonucleic acid), translacj¢ oraz modyfikacje potranslacyjne. U eukariontdéw rozpoczyna si¢
wjadrze  komoérkowym, gdzie informacja  genetyczna  zakodowana w  kwasie
deoksyrybonukleinowym (DNA, ang. deoxyribonucleic acid) jest przepisywana na mRNA za
pomocg polimerazy kwasu rybonukleinowego (RNA, ang. ribonucleic acid).>'> Nastepnie
pierwotny transkrypt (pre-mRNA, ang. precursor messenger ribonucleic acid) dojrzewa poprzez
dodanie czapeczki 5°, poliadenylacji 3° oraz splicingu RNA, czyli usunigciu introndw 1 potgczeniu
egzonOw w ciagly sekwencje kodujaca. Po zakonczeniu tych etapow dojrzalty mRNA jest
transportowany do cytoplazmy, gdzie stanowi matryc¢ dla biosyntezy biatka. Translacja,
zachodzaca na rybosomach, polega na odczytywaniu sekwencji nukleotydowej mRNA
1 przeksztatcaniu jej w tancuch polipeptydowy, ztozony z reszt aminokwasowych utozonych
w okreslonej kolejnosci 1 dostarczanych przez transportujacy kwas rybonukleinowy (tRNA,
ang. transfer ribonucleic acid). Kluczowym elementem rybosomow, oprocz biatek, sg czasteczki
rybosomalnego kwasu rybonukleinowego (rRNA, ang. ribosomal ribonucleic acid), ktore tworza
rdzen strukturalny i katalityczny kompleksu.>!3 Ponadto nowo zsyntetyzowane biatka, by osiagnaé

funkcjonalnos$¢, czesto wymagaja modyfikacji potranslacyjnych, obejmujacych kowalencyjne
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modyfikacje gloéwnego tancucha polipeptydowego Iub bocznych tancuchow reszt
aminokwasowych. Wprowadzanie tych zmian stanowi niezbedny etap w dojrzewaniu biatek, gdyz
prowadzi do osiggnigcia przez biatka wiasciwej struktury przestrzennej, lokalizacji oraz
aktywnosci biologicznej.!""!3 Modyfikacje potranslacyjne zachodza w okreslonych przedziatach
komoérkowych, np. siateczce srodplazmatycznej, aparacie Golgiego, jadrze komorkowym czy
cytoplazmie, a ich przebieg jest kontrolowany przez wyspecjalizowane enzymy.'!!?
Nieprawidlowo$ci na tym etapie wigza si¢ z licznymi patologiami, wtym chorobami
nowotworowymi, neurodegeneracyjnymi czy zaburzeniami metabolicznymi.'*!® Szczegotowa
charakterystyka, funkcje 1 réznorodno$¢ modyfikacji potranslacyjnych zostaty przedstawione

w Rozdziale 4. Natomiast zrozumienie ich roli nie bytloby mozliwe bez uprzedniego opracowania

skutecznych sposobdw pozyskiwania biatek, ktérym poswigcitam podrozdziat ponize;j.

1.2. Historia i wyzwania w pozyskiwaniu bialek
Na przestrzeni lat jedynym zrédtem bialek byta ich izolacja z organizmow zywych, co wigzato si¢
z licznymi ograniczeniami technicznymi. Proces ten wymagatl opracowywania skutecznych metod
rozdzialu 1 oczyszczania, ktére pozwalaly na uzyskanie bialek w formie funkcjonalnej
10 odpowiednim stopniu czystosci. Tradycyjne techniki izolacji obejmowaly wytrgcanie,
chromatografi¢ (jonowymienng, zelowa, hydrofobowg czy powinowactwa), elektroforeze czy
dialize.!®!” Jednak ograniczona dostepno$é i wysoki koszt surowcéw naturalnych, trudno$é
zwigkszenia produkcji na skale przemystowa oraz problemy w uzyskaniu jednorodnego preparatu
biatkowego nieustannie motywowaty naukowcow do poszukiwania alternatywnych sposobow
pozyskiwania biatek.!®17:18

Rozwoj biotechnologii w XX wieku przyniost nowe mozliwosci w zakresie produkcji
rekombinowanych biatek, gdyz umozliwil ich wytwarzanie w ro6znych systemach
ekspresyjnych.'®!” Dzieki zastosowaniu chemicznej syntezy DNA i klonowania molekularnego
mozliwe stato si¢ wprowadzenie plazmidu zawierajagcego okreslony fragment DNA kodujacy
wybrane biatko lub jego fragment do komorki gospodarza, ktéra nastgpnie produkuje biatko
o zadanej sekwencji aminokwasowej.!® W 1977 roku zespol Itakury i wspotpracownikow
skonstruowat plazmid kodujacy hormon peptydowy — somatostatyne, ktory nastgpnie poddat
ekspresji w komorkach Escherichia coli (E. coli). Kolejnym istotnym osiggnigciem w tej
dziedzinie bylo opracowanie metody produkcji rekombinowanej insuliny ludzkie;j,
przeprowadzone przez zespét Goeddela i wspotpracownikow.?® Te pionierskie osiagniecia
otworzyly nowe mozliwosci terapeutyczne, w szczegolnosci w leczeniu chorob przewlektych,

takich jak cukrzyca.
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Obecnie produkcja rekombinowanych biatek umozliwia wykorzystanie szeregu systemow
ekspresyjnych, co wptywa zar6wno na wydajno$¢ procesu, jak i na koszty produkcji oraz
mozliwos$ci przeprowadzania modyfikacji potranslacyjnych. W biotechnologii najczesciej stosuje
si¢ systemy oparte na bakteriach, zwlaszcza na E. coli, gdyz organizm ten charakteryzuje si¢
szybkim wzrostem w warunkach laboratoryjnych i niskimi kosztami hodowli. Dzigki dostepnosci
rozbudowanego zestawu wektoréw klonujacych mozliwe jest efektywne wytwarzanie biatek
heterologicznych zaréwno w skali laboratoryjnej, jak i przemystowej.!®?! Jednak pomimo
licznych zalet, systemy bakteryjne majg ograniczone mozliwosci przeprowadzania pewnych
modyfikacji potranslacyjnych, na przyklad glikozylacji.?! Alternatywa sa drozdzowe systemy
ekspresyjne, np. Pichia pastoris, ktore lacza zalety wysokiej wydajnosci, szybkiego wzrostu,
fatwiejszego oczyszczania i1 zdolno$ci do przeprowadzania glikozylacji czy tworzenia mostkow
disulfidowych.?> Niemniej jednak warto wziaé pod uwage potrzebe wiekszej ilosci plazmidu,
dtuzszy czas produkcji 1 bardziej ztozone warunki hodowli (np. konieczno$¢ stosowania metanolu
jako induktora).?> Typowym problemem w tym systemie jest rtowniez hydroliza heterologicznych
biatek przez endogenne systemy proteolityczne.?* Ponadto wzorce glikozylacyjne w komérkach
drozdzowych odbiegaja od tych w komodrkach ssaczych, co ma potencjalny wptyw na stabilnos¢
i aktywno$¢ produkowanych biatek.?224%

Dla produkcji biatek terapeutycznych, takich jak przeciwciata monoklonalne, ztotym
standardem sa komorki ssacze, np. linie komoérkowe jajnika chomika chinskiego (CHO,
ang. Chinese hamster ovary), ktore umozliwiaja prawidlowe faldowanie bialek oraz peine
spektrum modyfikacji potranslacyjnych, krytycznych dla uzyskania produktu o odpowiedniej
stabilno$ci, aktywnos$ci biologicznej oraz profilu bezpieczenstwa dla stosowania u ludzi.?6?’
Systemy te jednak wigZa sie z wolniejszym wzrostem i wyzszymi kosztami hodowli.?’
Alternatywag dla systemoéw ekspresyjnych opartych na komorkach ssaczych sg systemy
wykorzystujace komorki owadzie, np. linie komoérkowe Spodoptera frugiperda. Sa one
powszechnie uzywane w technologiach opartych na bakulowirusach.?®2° Wykorzystanie tego typu
systemow ekspresyjnych pozwala na produkcje bialek o zlozonej strukturze przestrzennej oraz
modyfikacjach potranslacyjnych, ktore sg zblizone do tych wystepujacych w komoérkach
eukariotycznych. Dodatkowymi atutami sg relatywnie niskie koszty, fatwo$¢ hodowli i wyzsza
tolerancja na zmiany osmotyczne w pordwnaniu do komorek ssaczych, dlatego sg one atrakcyjnym
rozwigzaniem przy produkcji rekombinowanych biatek na §rednig skalg. Nalezy jednak pamigtac,
ze wzorce glikozylacyjne w komoérkach owadzich r6znig si¢ od ludzkich, co moze ograniczaé
zastosowanie tego systemu ekspresyjnego.?®*°

W odpowiedzi na ograniczenia komorek ssaczych i owadzich coraz wigksze zainteresowanie
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budza systemy bezkomorkowe.?!* Oferuja one szybkie i bardziej elastyczne podejscie do syntezy
bialek in vitro, bazujac na wyizolowanych komponentach translacyjnych (np. polimerazie RNA,
rybosomach, czynnikach transkrypcyjnych, kofaktorach). Utatwia to skalowanie procesow,
umozliwia selektywne wprowadzenie nienaturalnych reszt aminokwasowych, a takze synteze
biatek blonowych i toksycznych.>!* Jednakze produkcja w tych systemach wiaze si¢ z wysokimi
kosztami.*>33

Podsumowujac, duza réznorodno$¢ systemow ekspresyjnych, od bakterii i drozdzy po linie
komorek ssaczych, umozliwia obecnie rutynowa produkcje rekombinowanych biatek o wysokiej
czystosci. Jednak i1 te metody majg ograniczenia, zwlaszcza w kontekscie syntezy biatek o ztozonej
strukturze. Metalotioneiny, czyli biatka policysteinowe wigzace jony metali, stanowig doskonaty
przyktad makromolekul, ktore stawiaja wyzwania w rekombinowanej produkcji. Wysoka
zawartos$¢ reszt cysteinowych przektada si¢ na niskg stabilno$¢ oraz toksycznos¢ dla gospodarza,

co skutkuje staba wydajnoscia produkcji.>>=®

2. Metalotioneiny

Metalotioneiny (MT) stanowig grupe metaloprotein, ktorych rekombinowana produkcja jest
szczegbOlnie wymagajaca ze wzgledu na ich dynamike konformacyjng (stabe ustrukturyzowanie)
1 wyspecjalizowane wigzanie jonéw metali. Pierwsze doniesienia dotyczace metalotionein
pochodzg z badan Margoshesa i Vallee, ktorzy w 1957 roku wyizolowali je z konskich nerek.*’
Metalotioneiny to niewielkie biatka (67 kDa) o wysokiej zawarto$ci reszt cysteinowych
(okoto 25-30% sktadu aminokwasowego), pozbawione aromatycznych reszt aminokwasowych
i mostkow disulfidowych.***? Dzieki obecnosci grup tiolowych tworza wigzania koordynacyjne
z jonami metali, np. cynkiem (Zn?>*), kadmem (Cd*") czy miedzig (Cu*).** Ze wzgledu na
wspomniane wlasciwosci, metalotioneiny wykazuja zdolno§¢ do utrzymania homeostazy
komorkowej jonow metali, detoksykacji metali ciezkich, a takze udziatlu w ochronie komoérek

przed stresem oksydacyjnym.**#

2.1. Znaczenie biologiczne metalotionein

Funkcjonalno$¢ biologiczna metalotionein jest $ci$le zwigzana z ich zdolno$cia do wigzania jonow
metali w sposob selektywny 1 odwracalny. W przypadku jonoéw cynku (Zn**) 1 miedzi (Cu"),
metalotioneiny pelnig role zaréwno rezerwuarow jondéw, jak 1 biatek opiekunczych
dostarczajacych je do metaloenzymow oraz innych bialek wymagajacych tych metali do
prawidtowej aktywnos$ci katalitycznej.***” Przyktadem moga byé czynniki transkrypcyjne
zalezne od jonow cynku, np. biatko specyficznosci Spl (ang. specificity protein 1) 1 czynnik
transkrypcyjny IlIA z Xenopus laevis (TFIIIA, ang. transcription factor IIIA4), ktore, dzieki
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obecnosci motywow palcow cynkowych, wigzg si¢ z sekwencjami promotorowymi DNA
i regulujg ekspresje genow.***4 Dzieki zdolnosci do kontrolowanego uwalniania jonéw metali,
metalotioneiny biorg udzial w regulacji procesow metabolicznych oraz sygnalizacyjnych na
poziomie komdrkowym.*%! Metalotioneiny réwniez odgrywaja istotna role w detoksykacji
jondéw metali ciezkich, takich jak kadmu (Cd**), otowiu (Pb*"), rteci (Hg*") czy arsenu (As*").
Powinowactwo tych jonéw do grup tiolowych MT umozliwia tworzenie trwatych kompleksow
chelatowych, ograniczajac stezenie wolnych jonéw w komoérce i1 chronige ja przed

uszkodzeniami.>> ¢

2.2. Wyzwania w rekombinowanej produkcji metalotionein
Chociaz przez wiele lat metalotioneiny byly izolowane z tkanek zwierzgcych, gtownie z watroby

39,57-59

ssakow, obecnie najczgséciej stosowang metoda pozyskiwania homogenicznych preparatow

okre$lonych izoform MT jest produkcja rekombinowanego biatka w Escherichia coli.®*®
Jednakze rekombinowana produkcja metalotionein w uktadach bakteryjnych napotyka liczne
trudno$ci. Przede wszystkim wysoka zawarto$¢ reszt cysteinowych powoduje niska stabilnos¢
1 toksyczno$¢ wobec komodrek gospodarza, co moze prowadzi¢ do obnizenia wydajnosci procesu.
Nadmiar wolnych grup tiolowych w cytoplazmie moze wigza¢ endogenne jony metali
1 wywolywac stres oksydacyjny, co w konsekwencji hamuje wzrost bakterii lub prowadzi do ich
$mierci.?*373% Kolejnym istotnym wyzwaniem jest uzyskanie prawidlowej formy holo-biatka
(zwigzanego z jonami metali). Apo-metalotioneina, czyli forma bez zwigzanych jonéw metali, jest
strukturalnie nieuporzadkowana, a przez to podatna na spontaniczng denaturacj¢ i tworzenie
mostkéow disulfidowych.*>%* W komérce bakteryjnej tatwo dochodzi do utraty natywnej
konformacji, co skutkuje agregacja i odktadaniem si¢ biatka w postaci nierozpuszczalnych ciatek
inkluzyjnych.*® Aby rekombinowana MT byta funkcjonalna, czesto konieczne jest uzupetnienie
pozywki bakteryjnej odpowiednimi jonami metali. Ma to na celu wymuszenie wigzania metali
przez powstajace biatko i stabilizacje jego struktury.’’*>%7 Dodatkowo, rekombinowana
produkcja pelnej, dwudomenowej metalotioneiny jest obcigzona ryzykiem nieprawidtowego
faldowania domeny .5

W celu poprawy wydajnosci rekombinowanej produkcji metalotionein w E. coli stosuje si¢
biatka fuzyjne, polegajace na wytwarzaniu MT wraz z dotgczonym na N- lub C-koncu
dodatkowym biatkiem modyfikujacym, np. transferaza S-glutationowa (GST, ang. glutathione
S-transferase),”’® lub etykieta S.%%%° Wspomniane biatka dzialaja jako ,,molekularne chaperony”,
poprawiajac rozpuszczalno$¢ 1 stabilnos¢ MT podczas syntezy w bakteryjnym systemie

ekspresyjnym. Jednakze usunigcie etykiety fuzyjnej czesto wigze si¢ z pozostawieniem

23



dodatkowych reszt aminokwasowych na koncach wytwarzanej metalotioneiny, ktore ze wzgledu
na jej niewielki rozmiar mogg zakldcac¢ proces metalacji oraz negatywnie wplywac na wtasciwosci
biochemiczne biatka. Innym popularnym sposobem oczyszczania ssaczych MT jest zastosowanie
systemu oczyszczania biatka z uzyciem inteiny z etykieta powinowactwa do chityny (IMPACT,
ang. intein mediated purification with an affinity chitin-binding tag).”®’" Usuniecie etykiety
wymaga 48-godzinnej inkubacji z ditiotreitolem (DTT, ang. dithiothreitol), co wydluza czas
oczyszczania biatka. Alternatywnie, w metodzie ,,bez etykiety” klonuje si¢ komplementarne DNA
metalotioneiny, a oczyszczanie przeprowadza si¢ przy uzyciu chromatografii wykluczania oraz
chromatografii jonowymiennej.”? Jednak to rozwiazanie wymaga znacznego naktadu czasu i wiaze
si¢ z utratg duzej ilo$ci biatka.

Podsumowujac, przyszte badania nad metalotioneinami powinny koncentrowaé si¢ na
optymalizacji ich rekombinowanej produkcji, zwlaszcza na ograniczeniu agregacji, zapewnieniu
pelnej metalacji 1 prawidlowego faldowania domen, a takze na minimalizacji toksyczno$ci wobec
komorki gospodarza. Rownocze$nie warto rozwija¢ alternatywne strategie (chemiczne badz
biochemiczne) pozyskiwania metalotionein, ktore moglyby zwigkszy¢ ich dostgpnosc¢ i poszerzy¢

zastosowanie w biotechnologii.

2.3. Metalotioneina SmtA — struktura, wlasciwosci i funkcje

Metalotioneina SmtA (ang. Synechococcus metallothionein A) zostata opisana po raz pierwszy
u cyjanobakterii Synechococcus elongatus PCC 7942 jako element systemu adaptacyjnego
komérki do podwyzszonego stezenia jonoéw cynku.”? Jest 56-aminokwasowym biatkiem, bogatym
w reszty cysteinowe (Rysunek 1A). Nalezy do II klasy bakteryjnych metalotionein i stanowi jeden
z najlepiej scharakteryzowanych przyktadow tej grupy biatek.”*”> Strukturalnie SmtA tworzy
kompaktowy monomer zawierajacy rdzen Zn«CysoHis:, zbudowany z dziewigciu reszt
cysteinowych 1 dwoch reszt histydynowych, ktore uczestnicza w koordynacji jondw metali
(Rysunek 1B).”* Dzieki tej architekturze kazda czasteczka SmtA moze wigzaé do czterech jonow
Zn**, z ktorych jeden, zwigzany w motywie palca cynkowego Cys:His2, wykazuje wyjatkowa
stabilno$¢ i oporno$¢ na wymiang.”*’> Pozostale trzy miejsca charakteryzujg sie wieksza
labilnoscig 1 umozliwiaja dynamiczne wigzanie i uwalnianie metali w odpowiedzi na zmieniajace
sie warunki komorkowe.”* W przeciwiefistwie do ssaczych metalotionein, ktore po zwigzaniu
jonow metali przyjmuja dynamiczng konformacj¢, SmtA ma trwala, dobrze zdefiniowana

strukture trzeciorzedowa (PDB: 1JJD), co wyrdznia ja na tle innych metalotionein.**’*
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A) MTSTTLVKCACEPCLCNVDPSKAIDRNGLYYCSEACADGHTGGSKGCGHTGCNCHG
B)

Rysunek 1. Metalotioneina z cyjanobakterii Synechoccocus elongatus (SmtA). A) Sekwencja
aminokwasowa SmtA (Uniprot ID: P30331). Reszty cysteinowe i histydynowe, uczestniczace
w wigzaniu metali, zostaty zaznaczone odpowiednio na z6tto i niebiesko. B) Struktura krystaliczna
SmtA (PDB: 1JID). Szare kulki przedstawiaja jony metali w klastrze ZnasCyssHis..”*

Ten zréznicowany profil trwatosci miejsc wigzacych sugeruje, ze SmtA odpowiada za
sekwestracje jonéw cynku w komorce, utrzymujac jego poziom w zakresie fizjologicznym.’7476
Co wiecej, obecnos¢ motywu palca cynkowego sugeruje, ze SmtA moze oddziatywa¢ z innymi
biatkami, DNA, RNA lub lipidami, kontrolujac wiele proceséw komérkowych.” Ekspresja genu
smtA jest indukowana przez jony metali, takie jak Zn>*, Cd**, Cu*, a nawet Pb*", co wskazuje na
jego udziat w odpowiedzi komorki na ich podwyzszone stezenie.”>’*-”

Ze wzgledu na wiasciwosci chelatujace wobec jonow metali, SmtA znajduje zastosowanie
w dziedzinie biosensorow i bioremediacji. Juz w latach 90 opracowano biosensor
elektrochemiczny oparty na SmtA, zdolny do wykrywania $ladowych ilosci metali cigzkich.
Selektywno$é wiazania jonow metali, takich jak Zn**, Cd**, Cu" i Hg?", potwierdzono
eksperymentalnie — biosensory z unieruchomionym SmtA wykazywaty bardzo wysokg czutos¢,
umozliwiajac detekcje metali przy stezeniu femtomolowym’® Ponadto SmtA moze byé
wykorzystana jako biosorbent w inzynierii $rodowiskowej, np. do oczyszczania wod

z toksycznych metali ciezkich. W ostatnich badaniach stworzono bio-nanoadsorbent oparty na

nanoczgstkach selenu (SeNPs, ang. selenium nanoparticles), na ktérych powierzchni umieszczono
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rekombinowang SmtA. W rezultacie powstaly koniugat (SmtA-SeNPs) skutecznie wigzat jony
kadmu i otowiu oraz byt znacznie efektywniejszy w poréwnaniu do samej SmtA.”

Przytoczone przyktady potwierdzaja, ze SmtA posiada unikalne witasciwosci biologiczne
1 znaczny potencjat aplikacyjny. Jednak warto zaznaczy¢, ze jej rekombinowana produkcja,
podobnie jak w przypadku innych metalotionein, wigze si¢ z szeregiem trudnosci, ktére omoéwiono
w Podrozdziale 2.2. Dlatego poszukiwanie nowych metod biochemicznych, ktoére pozwolg na
efektywne pozyskiwanie nie tylko SmtA, a réwniez innych bialek, jest waznym kierunkiem
rozwoju inzynierii biatek. W tym konteks$cie semisynteza bialek, jako metoda taczaca synteze
chemiczng z produkcja biologiczng, otwiera nowe mozliwosci pozyskiwania bialek o Scisle
okreslonych wlasciwosciach. Kolejny rozdzial niniejszej pracy doktorskiej bedzie poswigcony tej

metodzie.

3. Semisynteza bialek

3.1. Koncepcja semisyntezy bialek

Semisynteza biatek to nowoczesna metoda, ktora opiera si¢ na taczeniu fragmentéw pochodzacych
z chemicznej syntezy i/lub biologicznej produkcji. Fragmenty peptydowe o malej masie
czasteczkowe] sa syntezowane chemicznie, co umozliwia wprowadzenie ro6znorodnych
modyfikacji, w tym nienaturalnych reszt aminokwasowych, znacznikéw fluorescencyjnych,
izotopow, nosnikéw farmakologicznych, nanoczastek czy modyfikacji potranslacyjnych.80-%
Drugim kluczowym elementem semisyntezy jest produkcja wigkszych fragmentow biatek
(np. calych domen) w biologicznych systemach ekspresyjnych, takich jak bakteryjne, owadzie czy
ssacze 0869 Ostatecznym etapem semisyntezy jest chemoselektywna ligacja, pozwalajaca na
trwale polaczenie fragmentéw syntetycznych i/lub biologicznych z wytworzeniem wigzania
peptydowego, np. przy uzyciu natywnej ligacji chemicznej (NCL, ang. native chemical ligation),
ligacji biatek z wykorzystaniem produkcji biatkowej (EPL, ang. expressed protein ligation) czy

ligacji enzymatycznej.3%9%7!

3.2. Zastosowanie i osiagni¢cia w obszarze semisyntezy

Poczatki semisyntezy bialek siggaja lat 80 XX wieku, kiedy techniki chemicznej syntezy
peptydow zaczeto taczy¢ z biologicznymi metodami produkcji biatek. Kamieniem milowym byta
praca zespolu Dawsona 1 wspotpracownikow w 1994 roku, w ktorej po raz pierwszy zastosowano
natywna ligacj¢ chemiczng do uzyskania interleukiny-8 poprzez polaczenie dwoch fragmentow
peptydowych.”> W kolejnych latach technika ta zostala skutecznie zastosowana w badaniach nad
modyfikacjami histonow.”®*** Histony to bialka chromatynowe, ktore odgrywaja kluczowa role

w regulacji ekspresji genow w komoérkach eukariotycznych. Dzigki wdrozeniu semisyntezy
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mozliwe stato si¢ wprowadzanie selektywnych modyfikacji potranslacyjnych, takich jak
acetylacja, metylacja czy fosforylacja. Pozwolilo to badaczom na doktadng analiz¢ ich wptywu na
struktur¢ 1 funkcje chromatyny. Z biegiem lat semisynteza bialek ewoluowata i zyskala na
znaczeniu w wielu dziedzinach biotechnologii. Intensywny rozw6j chemicznych
1 enzymatycznych metod, okreslane jako semisynteza chemoenzymatyczna, umozliwit instalacje
nienaturalnych reszt aminokwasowych. Dzigki temu mozliwa stata si¢ analiza roli poszczegélnych
reszt aminokwasowych w strukturze i funkcjach biatek oraz projektowanie ich bioinzynieryjnych
wariantow o nowych wlasciwosciach.®'>% Waznym osiagnieciem byta takze mozliwosé
znakowania fluorescencyjnego bialek w celu §ledzenia ich dynamiki i lokalizacji.?>839°-1%1 Postep
odnotowano takze w obszarze modyfikacji izotopowych. Utorowato to prowadzenie
zaawansowanych analiz spektroskopowych, dostarczajac szczegdtowych informacji o strukturze
przestrzennej oraz dynamice molekularnej.!>'%” Polaczenie mozliwosci modyfikacji
strukturalnej, wizualizacji procesoOw biologicznych oraz doktadnych analiz spektroskopowych
obecnie pozwala nie tylko na obserwacj¢ zachowania bialek w czasie rzeczywistym, ale réwniez
na analiz¢ mechanizméw ich dzialania.

Semisynteza rowniez wspiera rozwoj nowoczesnych terapii poprzez tworzenie koniugatow
biatko-lek. Umozliwia to selektywne dostarczenie farmaceutyku przy minimalizacji efektow
ubocznych.!® 112 Technika znajduje réwniez zastosowanie w projektowaniu biatek o ulepszonych
wlasciwosciach.!!*!!* Co wiecej, semisynteza jest wykorzystywana do analizy mechanizmow
patologicznych, szczegdlnie w kontek$cie choréb neurodegeneracyjnych. Tworzenie
zmodyfikowanych biatek, takich jak a-synukleina, tau lub priony, zawierajacych okreslone
modyfikacje potranslacyjne, pozwala bada¢ ich role w patogenezie choréb.!!3122 Takie podejscie
aktualnie umozliwia szczegdélowe badanie mechanizméw agregacji bialkowych oraz
nieprawidlowosci w degradacji komoérkowej, co stanowi podstawe do opracowywania nowych
strategii terapeutycznych.

Podsumowujac, rozwdj semisyntezy bialek przyczynit si¢ do znaczacych postepow
w badaniach biologicznych. Dzigki semisyntezie mozna kontrolowaé aktywnos¢, stabilno$¢
1 funkcje bialek, a takze bada¢ wplyw naturalnych 1 sztucznych modyfikacji na ich dzialanie.
Kolejne rozdziaty niniejszej pracy szczegdtowo omawiajg rodzaje modyfikacji biatkowych

(Rozdziat 4) oraz dostgpne metody ich wprowadzania (Rozdziat 5).

4. Modyfikacje bialkowe — rodzaje i znaczenie biologiczne
Modyfikacje biatek obejmuja zardwno naturalnie wystepujace modyfikacje potranslacyjne (PTM,

ang. post-translational modification), zachodzace po zakonczeniu syntezy 1 fatdowania
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czasteczki, jak 1 celowe, inzynieryjne modyfikacje chemiczne wprowadzane przez cztowieka. Oba
typy modyfikacji moga znaczaco zmienia¢ wiasciwosci biatek, regulujac ich aktywnos¢,
stabilno$¢, lokalizacje oraz interakcje z innymi czasteczkami.''>*"1?7 Obejmujg kowalencyjng
modyfikacj¢ nukleofilowych reszt aminokwasowych przez elektrofilowy fragment drugiego
substratu (np. ubikwitynacj¢ czy sumoilacj¢), a takze rozpad tancucha peptydowego
(np. proteolize).!! W ostatnich dekadach intensywnie badano réznorodnoéé PTM oraz ich role
w utrzymaniu homeostazy komorkowej i mechanizmach chorobowych. Przyczynito si¢ to do

znacznych postepow w biologii strukturalnej, epigenetyce i terapiach celowanych.!!-124128

4.1. Ubikwitynacja i sumoilacja
Ubikwitynacja oraz sumoilacja nalezg do kluczowych modyfikacji potranslacyjnych, ktore petnia
wazng role w regulacji funkcji biatek w komorkach eukariotycznych. Wptywaja one na
przekazywanie  sygnatow  oraz  regulacj¢  odpowiedzi na  bodzce  wewnatrz-
i zewnatrzkomorkowe. %6

Ubikwitynacja to proces polegajacy na przylaczaniu czasteczki ubikwityny (Ub,
ang. ubiquitin), biatka o dlugosci 76 reszt aminokwasowych, do reszt lizynowych biatka
docelowego za posrednictwem kaskady enzymatycznej E1-E2-E3, gdzie El jest enzymem
aktywujacym, E2 — enzymem koniugujacym i E3 — ligaza ubikwitynowa.!?6:12%130 Proces ten
odkryli Aaron Ciechanover, Avram Hershko i Irwin Rose, za co w 2004 roku otrzymali nagrode
Nobla w dziedzinie chemii.!*!"!3? Ubikwitynacja odgrywa kluczows role w procesie degradacji
biatek poprzez szlak ubikwityna-proteasom, ktory zapewnia homeostaze biatkowa w komorkach
oraz umozliwia usuwanie uszkodzonych, nieprawidtowo sfaldowanych lub nadmiarowych
biatek.!?13% Biatka oznaczone specyficznym tancuchem poliubikwitynowym kierowane sg do
degradacji w proteasomie, co stanowi jeden z gtdéwnych mechanizmow regulacji poziomu biatek
w komorce. Zaburzenia w procesie ubikwitynacji sg zwigzane z licznymi patologiami, w tym
chorobami neurodegeneracyjnymi, takimi jak choroba Parkinsona czy Alzheimera, gdzie
akumulacja nieprawidtowych biatek prowadzi do $mierci neuronéw.'?>!*® Oprécz degradacji
ubikwitynacja pelni takze inne funkcje biologiczne, m.in. w regulacji transdukcji sygnatéw czy
endocytozie bialek blonowych.'*> Modyfikacja ta moze przybieraé rdézne formy:
monoubikwitynacja lub poliubikwitynacja z r6znymi wzorami tgczenia tancuchéw, co wptywa na
specyficzno$¢ 1 funkcje sygnatu. Na przyklad, monoubikwitynacja zazwyczaj determinuje
sortowanie bialek i pemi funkcje sygnalowe niezwigzane z degradacja.'’** Z kolei
poliubikwitynacja, zwlaszcza tancuchami wigzanymi przez reszte Lys48, stanowi gtdéwny sygnat

S,135’136

kierujacy substraty do degradacji w proteasomie 26 a tancuchami typu Lys63 uczestniczy
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w regulacji procesoOw sygnalizacyjnych, naprawie DNA 1 transporcie biatek, nie powodujac ich
degradacji.'?’

Sumoilacja jest przylaczaniem do reszt lizynowych bialka docelowego malego biatka
podobnego do ubikwityny — SUMO (ang. small ubiquitin-like modifier). Reakcja ta przebiega
przy udziale enzyméw aktywujacych, koniugujacych i ligaz.!*®!3° Biatka SUMO sa obecne
wcatym  krolestwie eukariontdow, a genom czlowieka koduje cztery izoformy:
SUMO-1-SUMO-5.140:141 7 nich SUMO-1-SUMO-3 wykazuja szerokg ekspresje, podczas gdy
SUMO-4 wystepuje gtownie w nerkach, weztach chtonnych i sledzionie, a SUMO-5 — w plucach
i $ledzionie.!?®1%%14! Nazwa tego biatka modyfikujacego wywodzi sie¢ ze stosunkowo niewielkiej
masy czasteczkowej (okoto 10 kDa) i podobienstwa trojwymiarowej struktury do ubikwityny.
Jednakze sekwencja aminokwasowa jest zgodna z ubikwityng w mniej niz 20%, a rozktad tadunku
elektrycznego na powierzchni biomolekuty jest odmienny.!’® Przektada sie to na rdznice
w interakcjach z innymi biatkami, co okresla specyficzne funkcje biologiczne. Sumoilacja moze
hamowa¢ czynniki transkrypcyjne, wptywaé na lokalizacj¢ bialek, hamowac¢ lub aktywowac
enzymy oraz kierowa¢ biatka do degradacji lub chronié je nig.!*® Sumoilacja pemi kluczows role
w odpowiedzi komorki na stres, naprawie DNA oraz regulacji transportu jadrowego. Na przyktad,
biatka uczestniczace w naprawie DNA, takie jak biatko p53 (czynnik transkrypcyjny
o wlasciwos$ciach supresora nowotworowego o masie ~53 kDa (ang. tumor protein p53)) czy
bialko zwiagzane z predyspozycja do raka piersi BRCA1 (ang. breast cancer I protein), podlegaja
sumoilacji, co wptywa na ich stabilno$é i funkcje w odpowiedzi na uszkodzenia DNA. 142143
Ponadto sumoilacja histonow i1 czynnikdéw transkrypcyjnych odgrywa istotng role w regulacji
ekspresji genéw poprzez modulacje dostepnosci chromatyny oraz aktywnosci kompleksow
transkrypcyjnych.!** Interesujacym aspektem sumoilacji jest jej wzrost w odpowiedzi na stres
komoérkowy (np. oksydacyjny, cieplny lub zwigzany z hipoksja), co stabilizuje biatka i wspiera
proces ich adaptacji do niekorzystnych warunkow $rodowiskowych.!#®

Zarowno ubikwitynacja, jak i sumoilacja s3 kluczowymi procesami regulacyjnymi,
zapewniajacymi prawidtowe funkcjonowanie komoérek oraz odpowiedz na bodzce srodowiskowe.
Ich zaburzenia prowadzg do licznych chordb, w tym nowotworowych, neurodegeneracyjnych czy
autoimmunologicznych.!413:140.146.147 "y konsekwencji czyni to je waznym tematem badan

w biologii molekularne;j.

4.2. Inne rodzaje modyfikacji bialkowych
Oprécz ubikwitynacji 1 sumoilacji warto rowniez wspomnie¢ o innych istotnych modyfikacjach,

wptywajacych na liczne aspekty funkcji biatek. Obecnie zidentyfikowano ponad 650 roéznych
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typow PTM.!?® Natomiast ponizej opisuje wybrane modyfikacje odgrywajace kluczowa role
w regulacji funkcji, lokalizacji i stabilnosci biatek (Rysunek 2):!!:126

» Fosforylacja — dodanie grupy fosforanowej do reszt aminokwasowych, np. serynowych,
treoninowych, tyrozynowych, histydynowych czy kwasu asparaginowego. Odgrywa to wazna role
w regulacji aktywnos$ci enzymow 1 szlakéw sygnatowych. Przykladem jest rola kinaz
tyrozynowych w szlakach sygnatowych nowotworowych, ktorych nadmierna aktywacja prowadzi
do niekontrolowanego wzrostu i proliferacji komoérek nowotworowych.!43

» Glikozylacja — proces polegajacy na przylaczaniu tancuchéw cukrowych do reszt
asparaginowych (N-glikozylacja), serynowych lub treoninowych (O-glikozylacja). Glikozylacja
odgrywa kluczowa role w stabilnosci biatek oraz ich funkcjach w uktadzie odporno§ciowym, co
zostalo udokumentowane na przykladzie glikozylowanych receptorow  blonowych
uczestniczacych w odpowiedzi zapalnej.'*® Zrozumienie i kontrola wzorcow glikozylacji biatek
staly si¢ podstawa nowoczesnych terapii biotechnologicznych. Dla przyktadu modyfikacje
N-glikozylacyjne zastosowano w opracowaniu darbepoetyny alfa (hiperglikozylowanego analogu
erytropoetyny), co spowodowato trzykrotny wzrost czasu pottrwania w surowicy oraz zwigkszenie
aktywnosci.!>?

= Metylacja— dodanie grup metylowych do reszt lizynowych lub argininowych, co wptywa
na interakcje bialek z DNA 1 regulacj¢ ekspresji gendw. Szczegélnie istotna jest metylacja
histonéw, gdzie metylacja Lys4 w histonie H3 aktywuje transkrypcje, natomiast metylacja Lys27
powoduje jej wyciszanie.!!"152

= Acetylacja — modyfikacja polegajaca na dofaczeniu grupy acetylowej do grup
aminowych biatek, np. e-aminowej grupy reszt lizynowych histonéw. Bierze udziat w regulacji
chromatyny i ekspresji gendéw. Proces ten stanowi podstawe dziatania inhibitoréw deacetylaz
histonowych, ktdre s stosowane w terapii przeciwnowotworowe;j.!>

= Palmitylacja — kowalencyjne przylaczanie kwasu palmitynowego do reszt cysteinowych
bialek, co wplywa na ich lokalizacj¢ w blonach komorkowych oraz funkcjonalno$¢. Przyktadem
jest palmitylacja rodziny biatek Ras, ktora jest niezbedna do ich aktywacji i udziatu w sygnalizacji
proliferacyjnej. Proces ten jest przedmiotem badan, poniewaz zaburzenia cyklu
palmitylacji/depalmitylacji tej rodziny biatek sprzyjaja transformacji nowotworowej i stanowig cel
terapeutyczny. 154,155

= S-nitrozylacja — proces, ktory polega na przylaczaniu grupy nitrozylowej do reszt
cysteinowych biatek, prowadzacy do powstania S-nitrozotioli. Modyfikacja ta wptywa na

aktywno$¢ enzymow, uczestniczy w odpowiedzi na stres oksydacyjny i1 reguluje szlaki

apoptotyczne. Przyktadem jest hamowanie aktywnosci kaspazy-3 1 kaspazy-9 poprzez
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S-nitrozylacje w mitochondriach pod wptywem stresu komdrkowego.!*® Ze wzgledu na dziatanie
ochronne 1 modulacje szlakow sygnalizacyjnych manipulacja S-nitrozylacja biatek stata sie
strategia terapeutyczng w chorobach neurodegeneracyjnych oraz w kardioprotekcji.'>’

» Hydroksylacja — enzymatyczne przylaczanie grup hydroksylowych do reszt
prolinowych i lizynowych, szczegolnie w kolagenie, co zapewnia jego stabilno$¢ strukturalng.

Zaburzenia hydroksylacji sg przyczyng choréb tkanki tacznej, np. w zespole Ehlersa-Danlosa.'*®

Acetylacja Sumoilacja

0
AAAAAAA
Fosforylacja Palmitylacja
Modyfikacje
@ potranslacyjne
OH
Metylacja (PTM) Hydroksylacja
Ubikwitynacja Glikozylacja
_NO

S-nitrozylacja

Rysunek 2. Schemat wybranych modyfikacji potranslacyjnych biatek. Obok kazdego fragmentu
modelu biatka przedstawiono charakterystyczny symbol modyfikacji: fosforylacja (P),
glikozylacja (niebieskie kwadraty symbolizuja N-acetyloglukozaminy, a zielone kotka — reszty
monosacharydowe tworzace tancuch glikanu), metylacja (Met), acetylacja (Ac), palmitylacja
(C16), S-nitrozylacja (NO), hydroksylacja (OH), ubikwitynacja (Ub) i sumoilacja (SUMO).! 1126

Przez dlugi czas odkrywanie i1 analiza funkcji modyfikacji potranslacyjnych biatek byly
ograniczane przez brak efektywnych narzedzi syntetycznych 1 analitycznych. Dopiero
przetomowe technologie w drugiej potowie XX wieku w obszarze proteomiki, takie jak rozwoj

spektrometrii mas o wysokiej rozdzielczo$ci, zaawansowane metody chromatograficzne
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i narzedzia bioinformatyczne, umozliwily szczegdtowa analize PTM.!M1316159 W rezultacie
doprowadzilo to do poszerzenia wiedzy o mechanizmach regulujacych procesy komoérkowe
1 patologiczne. Dalszy rozwoj tej dziedziny wymagat opracowania strategii tworzenia wigzania
peptydowego, ktore dostosowywaly wilasciwosci biatek do specyficznych potrzeb

badawczych 11,80,160-163

5. Metody modyfikacji i semisyntezy bialek

W odpowiedzi na rosngce zapotrzebowanie na biatka o kontrolowanych wtasciwosciach
i funkcjach opracowano szereg metod ich modyfikacji.?%%193-165 ponizej przedstawiono przeglad
najwazniejszych strategii modyfikacji biatek z uwzglgdnieniem ich mechanizmow dziatania, zalet,

ograniczen oraz zastosowan praktycznych.

5.1. Rozszerzony kod genetyczny

Rozszerzony kod genetyczny opiera si¢ na inzynierii syntetaz aminoacylowych i tRNA, ktore
umozliwiaja wbudowanie nienaturalnych reszt aminokwasowych w okre§lone miejsca sekwencji
bialka podczas translacji. Kluczowe jest wykorzystanie ortogonalnych par syntetaz-tRNA, ktore
nie konkuruja z naturalnym systemem translacyjnym gospodarza, co zapewnia wysoka
specyficznos¢ i wydajno$é procesu.!®® Umozliwia to wprowadzenie reszt aminokwasowych,
zawierajagcych bioortogonalne grupy funkcyjne, np. azydkowe czy ketonowe, ktore mozna
nastgpnie  selektywnie sprzega¢ z sondami fluorescencyjnymi, lekami, izotopami
promieniotworczymi lub innymi czasteczkami.®""'®® Technologia ta znajduje zastosowanie
m.in. w badaniach interakcji biatkowych, analizie aktywnos$ci enzymatycznej, a takze
w projektowaniu bardziej stabilnych biatek terapeutycznych i koniugatow biatko-lek. Jednak
nalezy zauwazy¢, ze mimo znaczacych mozliwosci to podejscie genetyczne posiada rowniez
pewne ograniczenia. Jest ono kosztowne 1 czasochtonne, a skutecznos$¢ zalezy od typu komoérek

i warunkow hodowli.®""1% Alternatywne strategie zostaty oméwione w kolejnych podrozdziatach.

5.2. Chemiczna modyfikacja bialek

5.2.1. Standardowe metody chemiczne

Standardowe metody chemiczne opierajg si¢ na reaktywnosci grup funkcyjnych, takich jak grupy
aminowe, tiolowe, hydroksylowe czy karboksylowe, reszt aminokwasowych biatek. W tym
procesie  wykorzystuje si¢ szereg odczynnikéw  chemicznych, np. sukcynimidy,
N-hydroksysukcynimidy, jodoacetamidy, maleimidy czy izotiocyjaniany.!®”-!® Chociaz te
reagenty umozliwiajg skuteczng modyfikacj¢ bialek, ich zastosowanie czgsto wigze si¢ z brakiem

selektywnosci 1 modyfikacja wielu miejsc w czasteczce biatka, co z kolei wptywa niekorzystnie
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na jego strukture, aktywno$é lub stabilnos$é.!?>16719 7 tego wzgledu coraz wieksze znaczenie
zyskuja regioselektywne metody, ktore umozliwiaja wprowadzenie pozadanej zmiany

w okreslonym fragmencie biatka,!%165:169-171

5.2.2. Natywna ligacja chemiczna
Natywna ligacja chemiczna (NCL, ang. native chemical ligation) jest jednym z najwazniejszych
1 najbardziej wszechstronnych narzedzi w semisyntezie biatek, umozliwiajac precyzyjne taczenie
fragmentow peptydowych, co prowadzi do powstania wigzan peptydowych. Opiera si¢ na
kondensacji peptydu zawierajacego aktywowany tioester na C-koncu z drugim peptydem
zawierajacym wolng grupe tiolowag reszty cysteinowej na N-koncu. Proces ten przebiega
dwuetapowo: poczatkowo zachodzi transtioestryfikacja prowadzaca do powstania produktu
posredniego z wigzaniem tioestrowym, a nast¢pnie dochodzi do przegrupowania S—N, ktore
skutkuje powstaniem stabilnego wigzania peptydowego.’*>!”> NCL jest powszechnie
wykorzystywana do wprowadzania do biatek nienaturalnych reszt aminokwasowych oraz sond
fluorescencyjnych,®"1173 a takze znajduje zastosowanie w otrzymywaniu biatek terapeutycznych
o zmodyfikowanych wiasciwosciach.!'”*'77  Technika ta umozliwia réwniez badanie
mechanizmoéw biologicznych poprzez wbudowywanie modyfikacji potranslacyjnych, takich jak
acetylacji czy metylacji, do struktury histonow.!”®180 Ponadto NCL odgrywa istotng role
w semisyntezie biatek zaangazowanych w choroby neurodegeneracyjne.''®

Zaletami NCL jest jej selektywno$¢ 1 mozliwo$¢ przeprowadzenia reakcji w tagodnych
warunkach (roztwory wodne, pH 6,5-8,0, temperatura pokojowa lub lekko podwyzszona), co
sprzyja zachowaniu struktury i aktywnosci biologicznej czasteczek.”'*>!8! Dodatkowo, metoda
jest kompatybilna z fragmentami zaréwno syntetycznymi, jak i biologicznymi.’! Pomimo licznych
zalet, to podejscie nie jest pozbawione ograniczen. Jednym z gtéwnych wyzwan jest konieczno$¢
obecnosci reszty cysteinowej w miejscu ligacji, co nie zawsze jest mozliwe bez ingerencji
w sekwencje biatka. W takich przypadkach wdrazane sa strategie pomocnicze, takie jak
wprowadzenie analogéw reszt cysteinowych lub zastosowanie dodatkowych etapow
desulfurylacji.”"'¥? Réwniez synteza tioestrow peptydowych jest procesem skomplikowanym i ma
ograniczong  wydajnos¢  w przypadku duzych, stabo rozpuszczalnych  substratow
peptydowych 1181183 Dodatkowym wyzwaniem jest diugi czas reakcji oraz koniecznoéé
optymalizacji warunkow reakcji, aby zminimalizowa¢ powstawanie niepozadanych produktow

ubocznych, ktére moga obnizaé czystoéé koncowego produktu.”’’-18:18 To

sprawia, ze NCL nie
jest efektywna dla wszystkich rodzajow biatek, dlatego ciggla optymalizacja istniejacych procedur

jest konieczna dla poszerzenia zakresu zastosowan metody. Jednym z rozszerzen jest EPL —

33



potsyntetyczna wersja natywnej ligacji chemicznej, w ktorej jeden lub oba substraty sg
rekombinowanymi biatkami.’®*! Ta technologia znaczaco rozszerzyta zakres wielkoéci i typow

biatek poddawanych semisyntezie 87-20-91:185-187

5.2.3. Znaczniki fluorescencyjne w modyfikacji bialek
Kolejng powszechnie stosowang strategia modyfikacji bialek jest wprowadzenie znacznikow
fluorescencyjnych do analizy struktury, funkcji, lokalizacji, a takze oddziatywan biatek z innymi

czgsteczkami.!®

W zalezno$ci od celu eksperymentalnego wybor odpowiedniego systemu
znakowania moze obejmowacé zaréwno wigksze znaczniki biatkowe, takie jak bialko zielonej
fluorescencji (GFP, ang. green fluorescent protein), do obrazowania biatek w zywych
komorkach,'® jak i mniejsze etykiety biatkowe, takie jak etykieta SNAP.!® Umozliwiaja one
trwate 1 selektywne znakowanie kowalencyjne w warunkach fizjologicznych. Cechuja si¢ wysoka
stabilnoscig 1 dobrze poznang biochemia, jednak ich stosowanie wigze si¢ z istotnymi
ograniczeniami. Przede wszystkim ich rozmiar (ok. 20-30 kDa) moze zaburza¢ strukture
przestrzenng docelowego biatka, wplywac na jego lokalizacj¢ komorkowa, interakcje molekularne

188,191

oraz dynamike faldowania. Ponadto obecnos¢ duzego znacznika moze ograniczad

dostepnos¢ epitopow lub domen funkcjonalnych biatka, co ma szczeg6lne znaczenie w badaniach
wymagajacych zachowania jego natywnych wlasciwosci biologicznych.!8%:192

Alternatywe dla takich systemOw stanowig mniejsze znaczniki fluorescencyjne, ktore
charakteryzuja si¢ wigksza kompatybilnosciag z biomolekutami oraz mniejszym wpltywem na
strukture 1 aktywno$¢ badanych bialek. Jednym 2z najlepiej poznanych 1 szeroko
wykorzystywanych tego typu rozwigzan jest motyw czterocysteinowy (TC, ang. tetracysteine
motif) — krotka sekwencja aminokwasowa, umozliwiajaca selektywne znakowanie z uzyciem

sond bisarsenowych. Ze wzgledu na niewielki rozmiar, selektywno$¢ oraz mozliwo$¢ stosowania

in vivo, etykieta czterocysteinowa zyskata duza popularnoéé w biotechnologii.!*?

5.2.3.1. Motyw czterocysteinowy jako narzedzie do fluorescencyjnego znakowania bialek
5.2.3.1.1. Charakterystyka motywu czterocysteinowego

Motyw czterocysteinowy to krotka sekwencja aminokwasowa stosowana jako etykieta do
selektywnego, fluorescencyjnego znakowania biatek w badaniach biologicznych. Sekwencja TC
przyjmuje posta¢ -CCXYCC-, gdzie X 1Y oznaczaja dowolne reszty aminokwasowe. W praktyce,
ze wzgledu na wigkszg stabilno$¢ kompleksu, czesciej stosuje si¢ wariant -CCPGCC-, zawierajacy
reszty aminokwasowe, lamigce strukture helikalna: proline (P) i glicyne (G) !>71%4. Cztery reszty
cysteinowe rozmieszczone s3 w sposob umozliwiajacy utworzenie dwoch par grup tiolowych
w utozeniu  wicynalnym. Oddziatuja one specyficznie z bisarsenowymi sondami
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fluorescencyjnymi, opartymi np. na fluoresceinie (FIAsH-EDT», ang. fluorescein biarsenical helix
binder), rezorufinie (ReAsH-EDT,, ang. resorufin biarsenical helix binder) czy
5(6)-karboksyfluoresceinie (CrAsH-EDTz, ang. carboxyfluorescein biarsenical helix binder)
(Rysunek 3A).!%*"17 Etan-1,2-ditiol (EDT, ang. ethane-1,2-dithiol) to molekuta stabilizujaca atom
arsenu 1 dysocjujaca w momencie wigzania si¢ do motywu TC. Bisarsenowe sondy
fluorescencyjne charakteryzujg si¢ niska intensywnoscia fluorescencji w stanie niezwigzanym, co
wynika z wygaszania energii wewnetrznej poprzez bezpromieniste przejscia zwigzane ze
swobodng rotacja wigzan wegiel-arsen (C—As). Natomiast po zwigzaniu si¢ z motywem TC
tworzg stabilne kompleksy o wysokiej wydajnosci kwantowej fluorescencji, co skutkuje znacznym
wzrostem intensywnosci fluorescencji w pomiarach.!”*1941% Na przyktad, w przypadku sondy
opartej na fluoresceinie (FIAsH-EDT?) intensywnos$¢ fluorescencji wzrasta ponad 50 000 razy
w wyniku potaczenia si¢ z TC o sekwencji -CCRECC-. Prowadzi to do utworzenia uktadu
cyklicznego o korzystnej entropii asocjacji i wysokiej trwato$ci termodynamicznej, a sam
kompleks charakteryzuje sie wysoka wydajnoscig kwantowa (®~0,49) i dobra fotostabilnoscia
(Rysunek 3B).!%1%41% [Interesujgca alternatywa jest CrAsH-EDT2, sonda o zmniejszonych
wiasciwosciach hydrofobowych w poréwnaniu do FIAsH-EDT,. Zawiera grupe karboksylowa
w pozycji 5 badz 6 (lub jest mieszaning izomerdéw), dlatego nie przenika przez btony komoérkowe
i moze byé stosowana do znakowania biatek zlokalizowanych na powierzchni komérek.!*%!%7
Ponadto obecnos¢ grupy karboksylowej czyni sonde CrAsH-EDT: atrakcyjnym prekursorem do

tworzenia ztozonych dwufunkcyjnych sond do ré6znorodnych zastosowan.
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Rysunek 3. Bisarsenowe sondy fluorescencyjne, umozliwiajace selektywne znakowanie biatek
zawierajacych motyw czterocysteinowy. A) Struktury chemiczne sond bisarsenowych potaczone
z dwiema czasteczkami etan-1,2-ditiolu (EDT). B) Reakcja znakowania biatka zawierajacego
motyw czterocysteinowy, -Cys-Cys-Xaa-Yaa-Cys-Cys- (gdzie Xaa i Yaa sg dowolnymi resztami
aminokwasowymi; w praktyce najczesciej stosuje si¢ zoptymalizowany wariant z proling i glicyng
ze wzgledu na wysoka stabilnos¢ kompleksu z sondg), za pomoca sondy bisarsenowej opartej na
5(6)-karboksyfluoresceinie, CrAsH-EDT». Czerwone strzatki wskazuja swobodng rotacje wokot
wigzan wegiel-arsen (C—As) sondy, co odpowiada za wygaszanie fluorescencji w stanie
niezwigzanym. Po zwigzaniu si¢ z motywem czterocysteinowym nast¢puje wymiana ligandoéw
EDT na reszty cysteinowe, co prowadzi do utworzenia kompleksu CrAsH-TC. Zielony kolor

symbolizuje znaczacy wzrost intensywnosci fluorescencji.'*~!%7

Motyw TC moze by¢ wprowadzany do réznych miejsc w strukturze biatka, np. do

N- 1 C-koncow, petli czy obszarow migdzydomenowych, co znaczaco poszerza zakres zastosowan

opisywanej strategii.!”> 1> Modyfikacje sekwencji TC wplywaja zaréwno na trwalo$é
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kompleksu, jak i1 jego wihasciwosci fotofizyczne, w tym wydajno$¢ kwantowa, co ma istotne
znaczenie przy obrazowaniu w zywych komorkach. Pierwotna wersja TC miala postad
-CCRECC-,'? natomiast zostata zoptymalizowana do krotszej i bardziej efektywnej sekwencji
-CCPGCC-."* Wiaczenie do jej struktury reszt proliny (P) i glicyny (G) skutkowato niemal
20-krotnym wzrostem stabilno$ci kompleksu z sondg bisarsenowa. Wynikato to z obecnosci
proliny, ktora zapewniala odpowiednig geometri¢ motywu, ograniczajac rotacj¢ tancuchow
bocznych i umozliwiajac precyzyjne ustawienie grup tiolowych w przestrzeni.'”* Optymalizacja
sekwencji, np. poprzez otoczenie motywu dodatkowymi resztami aminokwasowymi, takimi jak
FLNCCPGCCMEP czy HRWCCPGCCKTF, umozliwia dodatkowe zwigkszenie stabilnosci

i intensywnosci sygnatu fluorescencyjnego i obecnie uzywana jest najczesciej.!”

5.2.3.1.2. Zastosowanie motywu czterocysteinowego
Zastosowanie motywu TC w polgczeniu z sondami bisarsenowymi umozliwia szczegdlowe
badania lokalizacji, dynamiki, interakcji oraz zmian konformacyjnych biatek przy minimalne;j
ingerencji w ich funkcje.!”*19¢1%819 Szc7e00lng zaleta uktadu FIAsH-TC jest jego zdolno$é do
obrazowania biatek blonowych oraz elementow szlakéw sygnalizacyjnych, co pozwala na analiz¢
aktywno$ci enzymatycznej oraz interakcji biatkowych.!”>!® Zastosowania praktyczne TC
obejmujg réwniez analiz¢ oddziatywan biatko-biatko, monitorowanie procesow starzenia si¢
1 degradacji biatek, techniki fotosieciowania, miejscowej inaktywacji biatek za pomoca §wiatla,
a akze prowadzenie obrazowania wielospektralnego przy uzyciu sond o roéznych widmach
emisji.!?%198:200-203 po7wala to na szczegdtowa analize struktury i funkcji biatek w warunkach
zblizonych do fizjologicznych, w tym takze za pomoca metod mikroskopii elektronowej.2?!-2%
Fluorescencja kompleksow FIAsH-TC oraz ReAsH-TC jest rowniez wrazliwa na lokalne zmiany
srodowiska, np. zmiany pH, stres oksydacyjny lub stan redoks. Dzi¢ki temu mozliwa jest detekcja
zmian konformacyjnych biatek, takich jak dimeryzacja czy przegrupowania strukturalne, co czyni
te technologi¢ szczeg6dlnie przydatng w analizie regulacji aktywnos$ci bialek oraz proceséw
sygnalizacyjnych,!8205-209

Kluczowa zaleta motywu TC jest jego niewielki rozmiar, ponizej 1 kDa, co minimalizuje
ryzyko zaklocen natywnej struktury i funkcji biatek, w odroznieniu od wigkszych metek
stosowanych do znakowania fluorescencyjnego. Dodatkowo, sondy bisarsenowe moga by¢
chemicznie modyfikowane w celu dostosowania ich wtasciwosci fotofizycznych.!”®2%¢ Na
przyktad, fluorowane analogi FIAsH-EDT,, takie jak F2FlAsH-EDT: czy F4FIAsH-EDT»,

charakteryzujg si¢ zwiekszong fotostabilnoscig, przesunigtymi zakresami emisji (522—544 nm)

oraz mniejsza zaleznoscig fluorescencji od pH, co zwigksza ich uzytecznos¢ w srodowiskach
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kwasowych, np. w lizosomach. Sondy te mozna roéwniez wykorzystywa¢ do konstrukcji uktadow
opartych na mechanizmie przeniesienia energii rezonansu Forstera (FRET, ang. Férster resonance
energy transfer), co istotnie zwicksza doktadnos¢ analiz.'?6-2%

Pomimo wielu zalet stosowanie sond bisarsenowych jest zwigzane z pewnymi
ograniczeniami, przede wszystkim wynikajacymi z toksycznosci arsenu.!”>!** Wysokie stezenia
moga wywolywac efekty uboczne, takie jak uszkodzenia bialek czy zmiany metabolizmu
komorkowego.!** Jednakze mozliwe jest ograniczenie toksycznosci poprzez stosowanie niskich
stezen sond (standardowo mniej niz 1 pM), krétkiego czasu inkubacji, doktadnego ptlukania oraz
dodanie konkurencyjnych ditioli w postaci np. etan-1,2-ditiolu i dimerkaprolu (BAL, ang. British
anti-Lewisite).!*%198199:210211 Dzieki takim procedurom mozliwe jest wydajne i selektywne
znakowanie bialek in vivo, przy minimalizowaniu zakltocen ich funkcji i lokalizacji.!?%2!!

W odpowiedzi na ograniczenia zwigzane ze stosowaniem sond bisarsenowych, jak i innych
chemicznych metod modyfikacji biatek, wspotczesna inzynieria bialek koncentruje si¢ nie tylko
na ich optymalizacji, a rOwniez na opracowaniu alternatywnych strategii ligacji. W ostatnich latach
popularnos¢ zyskala enzymatyczna modyfikacja biatek, umozliwiajaca wydajne, selektywne

i tagodne tworzenie wigzan peptydowych.8%212215 Kolejny podrozdzial szczegdtowo omawia

rodzaje enzymow, mechanizm ich dziatania oraz przyktady zastosowan.

5.3. Enzymatyczna modyfikacja bialek

Enzymatyczne metody modyfikacji biatek stanowig obecnie jedng z kluczowych strategii
inzynierii biatek. Zyskaty one szczegolne znaczenie jako selektywna i1 wydajna alternatywa dla
klasycznych metod chemicznych.?%-212-213 Wyrozniaja sie one wysoka specyficznoscia substratowa
oraz zdolnos$cia do dziatania w warunkach fizjologicznych, co ogranicza ryzyko denaturacji lub
degradacji modyfikowanego biatka.’*!421® Umozliwia to modyfikacje biologicznie aktywnych
biatek bez utraty ich funkcjonalnosci. Takie wlasciwos$ci sprawiaja, ze enzymatyczne podejscie
jest atrakcyjne w kontekScie zastosowan biologicznych, m.in. w projektowaniu biatek

terapeutycznych i biosensorow.2!3-217-221

5.3.1. Klasy enzymow i ich wykorzystanie w tworzeniu wiazania peptydowego

Zgodnie z klasyfikacja Miedzynarodowej Unii Biochemii i1 Biologii Molekularne; (IUBMB,
ang. International Union of Biochemistry and Molecular Biology), enzymy w zalezno$ci od
rodzaju katalizowanej reakcji dzielg si¢ na sze$¢ gtownych klas: od EC 1 do EC 6 (ang. Enzyme
Commission numbers 1-6).%*> Te klasy zostaly opisane ponizej z uwzglednieniem przyktadéw ich

zastosowan w modyfikacji biatek:

38



1) Oksydoreduktazy (EC 1) — katalizujg reakcje redoks, czyli przenoszenie elektronow
mi¢dzy donorami i akceptorami, ktore sa kluczowe dla utrzymania strukturalnej stabilnosci biatek,
np. poprzez tworzenie mostkow disulfidowych.> Dziataja one czesto przy udziale kofaktorow
(np. dinukleotydu flawinoadeninowego (FAD, ang. flavin adenine dinucleotide)) 1 pehia
kluczowa rolg w metabolizmie komérkowym. W inzynierii biatek ten typ modyfikacji jest
wykorzystywany m.in. do tworzenia nowych funkcjonalnych form biatek, poprawy ich stabilno$ci
lub wprowadzania specyficznych grup funkcyjnych w celu dalszego sprzegania.??* 2%

2) Transferazy (EC 2) — katalizujg przenoszenie grup funkcyjnych, takich jak grupa
fosforanowa czy acetylowa, z jednego substratu na inny.> W kontek$cie modyfikacji biatek
transferazy zmieniaja wlasciwosci fizykochemiczne biatka wcelu regulacji aktywnosci
enzymatycznej, interakcji biatkowych oraz proces6w sygnalizacyjnych w komorce. Przyktadowo,
rola kinaz jako enzymow tej klasy polega na katalizowaniu fosforylacji, czyli przenoszeniu grupy
fosforanowej z adenozynotrojfosforanu (ATP, ang. adenosine triphosphate) na reszty serynowe,
treoninowe czy tyrozynowe biatka. Proces ten prowadzi do zmiany aktywno$ci enzymow,
a w konsekwencji przekazywania sygnatéw komérkowych.>*?” Analogicznie, acetylotransferazy
biorag udziat w modyfikacjach histonow, wplywajac na strukture chromatyny,!®!
a glikozylotransferazy zwigkszaja stabilno$¢ termiczng, rozpuszczalnos¢ 1 modulujg
immunogenno$¢ biatek terapeutycznych.?2822°

3) Hydrolazy (EC 3) — katalizuja reakcje rozszczepienia wigzan kowalencyjnych
(np. peptydowych czy estrowych) z udzialem czasteczki wody jako nukleofila.? Na szczegdlng
uwage zashuguje sortaza A , ktora petni funkcj¢ transpeptydazy 1 jest powszechnie stosowana do
koniugacji, funkcjonalizacji, immobilizacji i projektowania biatek.?!” Rowniez OaAEPI1
(ang. Oldenlandia affinis asparaginyl endopeptidase 1) 1 butelaza 1 jako endopeptydazy
umozliwiajg cyklizacje peptydéw oraz biorg udziat w tworzeniu nowych, funkcjonalnych form
biatek o zwigkszonej stabilnoci i potencjale terapeutycznym.?!®

4) Liazy (EC 4) — katalizuja reakcje eliminacji lub addycji grup chemicznych bez udzialu
wody czy ATP.? Liazy obecnie nie s3 stosowane do specyficznej modyfikacji biatek, natomiast
glownie w produkcji zwiazkow o znaczeniu terapeutycznym i przemystowym. 323!

5) Izomerazy (EC 5) — katalizujg zmiany konformacyjne w czasteczkach, przeksztatcajac
je wizomery, ktore roznig sie strukturg przestrzenng, ale maja t¢ sama formule chemiczng.?
[zomerazy odgrywaja wazna role w przemianach przestrzennych i funkcjonalnych biatek, ktére sa
niezbedne dla ich aktywnosci biologicznej i1 interakcji z innymi czasteczkami. Przyktadem sa

izomerazy disulfidowe stosowane w produkcji rozpuszczalnych i1 funkcjonalnych biatek

rekombinowanych w systemach bakteryjnych.?3?
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6) Ligazy (EC 6) — katalizujg tworzenie nowych wigzan kowalencyjnych poprzez reakcje
kondensacji przy réwnoczesnym uwolnieniu czasteczki wody lub energii w postaci ATP.> Na
przyktad, biotynylacja biatek przy uzyciu ligazy bialkowej biotyny (BPL, ang. biotin protein
ligase) umozliwia analize ich interakcji i lokalizacji subkomorkowe;j.?*

Wsrod enzymow szczegolne znaczenie w inzynierii biatek odgrywajg hydrolazy, zwtaszcza
sortazy oraz endopeptydazy asparaginowe, ktore umozliwiaja regioselektywne modyfikacje
poprzez tworzenie nowych wigzan peptydowych. Rozwinigcie tematyki wykorzystania tych

enzymow stanowi temat dalszych podrozdziatéw niniejszej pracy.

5.3.2. Sortazy

5.3.2.1. Charakterystyka i mechanizm dzialania sortaz

Sortazy (Srt, ang. sortases) — sa to enzymy nalezace do klasy hydrolaz i podklasy proteaz
cysteinowych (EC 3.4.22).2%* Katalizuja one hydrolize wiazan peptydowych, przeprowadzajac
reakcje transpeptydacji nazywane ,,sortowaniem”.?*> W przyrodzie odgrywaja kluczowa role
w procesach przylaczania bialek do $ciany komorkowej bakterii Gram-dodatnich, co jest istotne
dla ich przezycia i wirulencji.?**7 Sortazy mozna podzieli¢ na szes¢ klas (A—F), ktore roznig sie
pod wzgledem struktury, specyficznosci substratowej oraz funkcji biologicznych.?*%%% Sortazy
klasy A, do ktorej nalezy sortaza A ze Staphylococcus aureus (SaSrtA), sg najlepiej poznang grupa
pod wzgledem mechanizmu dziatania. Katalizujg reakcje ligacji peptydowej substratu biatkowego,
rozpoznajac C-koncowy motyw aminokwasowy -LPXTG, gdzie X oznacza dowolng reszte
aminokwasowa.?*%23? Preferencje dotyczace reszty aminokwasowej motywu -LPXTG w pozycji
X moga sie r6zni¢ w zaleznosci od typu sortazy i gatunku bakterii.’*’ 23 Mechanizm reakcji
polega na cigciu wigzania pomiedzy resztami treoninowymi (T) 1 glicynowymi (G) tego motywu,
w wyniku czego powstaje tioestrowy produkt posredni. Nast¢pnie reaguje on z grupa aminowa
reszty glicyny, znajdujacej si¢ na N-koncu biatka kotwiczacego (zazwyczaj sktadnika blony lub
sciany komoérkowej). Prowadzi to do utworzenia stabilnego wigzania peptydowego pomiedzy
dwoma fragmentami bialek.?*”->3%2%0 Pojedyncza reszta glicyny moze skutecznie pemié role
nukleofila, natomiast wykazano, ze zastosowanie wigkszej liczby reszt glicynowych znaczaco

zwieksza wydajno$¢ i szybkosé procesu.?*!
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Rysunek 4. Mechanizm dzialania sortazy ze Staphylococcus aureus (SaSrtA). Sortaza A to
bakteryjna proteaza cysteinowa, ktora przeprowadza reakcj¢ transpeptydacji. Rozpoznaje
C-koncowy motyw aminokwasowy -LPXTG (gdzie X oznacza dowolng reszt¢ aminokwasow3a)
pierwszego substratu i rozszczepia wigzanie peptydowe mig¢dzy resztami treoninowymi (T)
1 glicynowymi (G). Powstaty kompleks nastgpnie reaguje z drugim substratem, zawierajagcym

N-koncowy motyw oligoglicynowy (G)., czego efektem jest utworzenie nowego wigzania

peptydowego 237,238,240,241

Sortazy klasy B wykazuja specyficznos¢ wobec innych sekwencji sygnatowych
(np. C-koncowej sekwencji -NPQTN) i biorg udziat w procesach zwigzanych z metabolizmem
zelaza w bakteriach Gram-dodatnich poprzez kotwiczenie hemoprotein do $ciany komorkowej,
umozliwiajac wychwyt hemu w warunkach jego ograniczonej dostepnosci podczas infekcji.?3%24
U Streptococcus pyogenes sortaza klasy B moze rowniez peié funkcje polimerazy pilinowej.>*’
Sortazy klasy C funkcjonuja jako polimerazy pilin, natomiast sortazy klas D i E uczestnicza
w kotwiczeniu bialek powierzchniowych zwigzanych z adhezja, sporulacja i kolonizacja bakterii
Gram-dodatnich.?*® Najmniej poznane sa sortazy klasy F, wystepujace u Streptomyces coelicolor

oraz innych bakterii z typu Actinobacteria. Ich funkcja biologiczna pozostaje nieznana 1 wymaga

dalszych badan.?*®

5.3.2.2. Zastosowanie sortazy A w inzynierii bialek

Dzigki swojej wysokiej specyficznosci substratowej 1 selektywno$ci SaSrtA znalazta szerokie
zastosowanie w inzynierii biatek. Enzym ten katalizuje tworzenie wigzan peptydowych poprzez
faczenie fragmentow bialek 1 peptydéw o zrdznicowanych wilasciwosciach funkcjonalnych, co

umozliwia synteze biohybrydowych struktur biatkowych.2!7-221:235:244-246 7nakowanie biatek
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odbywa si¢ poprzez przylaczanie znacznikéw, takich jak sondy fluorescencyjne,?3%247248

248,249 250-252 253-255 6

biotyna, ubikwityna, nanoczgstki, grupy funkcyjne,>*® polimery®’ czy
izotopy.?>*2%* Znakowanie przy uzyciu SaSrtA okazalo si¢ skuteczne zaréwno na N-, jak i na
C-koncu bialek.?6'2% Rowniez wykazano, ze mozliwa jest modyfikacja reszty lizynowej we
wnetrzu biatka z utworzeniem wigzania izopeptydowego.?*® Tego rodzaju regioselektywne
modyfikacje odgrywaja wazng role w badaniach nad dynamika biatek oraz analizie ich interakcji
zardwno in vitro, jak i in vivo.*®' Ligacja enzymatyczna umozliwila réwniez wytwarzanie
stabilnych, funkcjonalnych i1 biozgodnych wariantow bialek, co przektada si¢ na poprawe
stabilnos$ci, zwigkszenie skuteczno$ci terapeutycznej oraz wydhluzenie czasu pottrwania
w organizmie.?!’?*! Ponadto SaSrtA znajduje zastosowanie w koniugacji biatek z lekami
- 110,244,266,267

1 lipidami, oraz pozwala tworzy¢ koniugaty o nowych funkcjonalnos$ciach,

np. odpornych na dzialanie deubikwitynaz.?! Dodatkowo, SaSrtA katalizuje cyklizacje peptydow
i biatek, zwiekszajac ich odpornos¢ na degradacje proteolityczng. 2327

Enzym jest rowniez wykorzystywany do trwatej i selektywnej immobilizacji biatek na

257,271 272,273

powierzchniach biomateriatéw, takich jak mikrosfery polistyrenowe, hydrozele czy

szklo 274275

co moze stanowic¢ istotny element konstrukcji biosensorow i systemow do analizy
oddzialywan molekularnych, struktury 1 dynamiki biatek. Ponadto SaSrtA umozliwia
konstruowanie bialek wielodomenowych. Uzycie seryjnych ligacji pozwala na tworzenie
zlozonych struktur z zachowaniem kontroli nad architekturg czasteczki.?’¢?’® Technologia ta
znajduje zastosowanie w tworzeniu biatek fuzyjnych, ktore zachowuja aktywnos$¢ funkcjonalng
poszczegdlnych domen.?’® Najnowsze przeglady literaturowe wskazuja na rosnace mozliwosci
inzynierii SrtA 1 jej wariantow, podkreslajac wszechstronno$¢ reakcji transpeptydacji

w modyfikacjach biatek.>!72%

5.3.2.3. Zalety i wady stosowania sortazy A do modyfikacji bialek

Kluczowymi zaletami sortazy A w poréwnaniu do tradycyjnych metod chemicznych sg wysoka
specyficznosc¢ i selektywno$é, co umozliwia wprowadzanie modyfikacji do wybranych elementow
struktury biatek 27233250279 Reakcje sa prowadzone w tagodnych warunkach (neutralne pH,
temperatura pokojowa lub 37°C), kompatybilnych z czasteczkami biologicznymi, unikajac uzycia
agresywnych odczynnikéw chemicznych. W konsekwencji minimalizuje to ryzyko degradacji
biatek i pozwala na zachowanie ich petnej aktywnosci biologicznej.?3*26327

Pomimo licznych zalet, sortaza A posiada pewne ograniczenia, ktore moga wptywac na jej

zastosowanie w bardziej ztozonych systemach biologicznych. Jednym z gléwnych wyzwan jest

konieczno$¢ obecnosci specyficznej sekwencji rozpoznawczej, co zaweza zakres biatek
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poddawanych modyfikacji lub wymaga wprowadzenia tego motywu za pomocg metod inzynierii

genetycznej. >

W  bialkach o zlozonej strukturze dostgpnos¢ C-koncowego motywu
rozpoznawczego -LPXTG moze by¢ ograniczona, co prowadzi do obnizenia wydajno$ci
reakcji.”*?632% Rowniez dla duzych biatek i kompleksow biatkowych efektywnosé ligacji moze
by¢ nizsza. Wymaga to optymalizacji odpowiednich parametréw eksperymentalnych, takich jak
temperatury, czasu i stezenia reagentow.2*>280281 Wowczas nalezy pamietaé, ze wydtuzony czas
reakcji oraz potrzeba stosowania wyzszych stezen enzymu czy substratdw moze generowac
wyzsze koszty, zwlaszcza przy probach zwiekszenia skali procesu.?8!-282

W ramach optymalizacji zaleca si¢ zastosowanie elastycznych tacznikow, zawierajacych
powtérzenia sekwencji  GlysSer, co poprawia dostepnos¢ N-koncowego motywu
rozpoznawczego.?*!?% Ze wzgledu na odwracalno$¢ reakcji transpeptydacji zazwyczaj stosuje sie
nadmiar nukleofila glicynowego w celu przesunigcia rownowagi w strone tworzenia produktu.?”
Alternatywnie wykorzystuje si¢ metody sekwestracji lub neutralizacji produktu ubocznego reakcji
(np. peptydu GGH) poprzez dodanie dwuwarto$ciowych jondw metali (np. Ni**), ktore przesuwaja
rownowage reakcji w strone tworzenia produktu i zwiekszaja wydajnosé ligacji.”® W warunkach
in vitro stosuje si¢ roOwniez usuwanie produktow ubocznych przez filtracje lub immobilizacje
SaSrtA i/lub substratow na nosnikach statych, co dodatkowo utatwia odzysk i ponowne
wykorzystanie enzymu.?832% Korzysta sie takze z mutantow SaSrtA, wykazujacych zwickszong
aktywno$¢ katalityczng, co pozwala prowadzi¢ reakcje przy nizszych stezeniach substratow
1 krétszym czasie. Sg to np. pentamutant (SrtASM) 1 heptamutant (SrtA7M), zoptymalizowane na

drodze ukierunkowanej ewolucji.?!7-241,263:281.285

Warto roéwniez wspomnie¢, ze jednym
z poczatkowych ograniczen stosowania SaSrtA byla jej zaleznos¢ od jonéw Ca®*, co wowczas nie
jest wymogiem w przypadku innej sortazy klasy E ze Streptomyces avermitilis.*®® Jednakze
ograniczenie to obecnie mozna skutecznie obejs¢, stosujgc ulepszone mutanty sortazy A,
dzialajace niezaleznie od tych jonow. 2

Podsumowujac, pomimo wspomnianych ograniczen odpowiednia optymalizacja
parametrow reakcji, jak 1 wtasciwos$ci enzymu, pozwala na zwigkszenie wydajnosci ligacji przy
uzyciu SaSrtA. Starannie zaplanowane eksperymenty umozliwiaja pelne wykorzystanie

potencjatu tego enzymu do selektywnej, wydajnej i specyficznej modyfikacji biatek.?!”->>

5.3.3. Rodzina enzyméw endopeptydaz asparaginowych
Endopeptydazy asparaginowe (AEP, ang. asparaginyl endopeptidases) (EC 3.4.22.34)%7 to
enzymy proteolityczne nalezace do klasy hydrolaz 1 podklasy proteaz cysteinowych. Rozpoznaja

1 selektywnie rozszczepiaja wigzania peptydowe zlokalizowane za resztami asparaginowymi (N)
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lub kwasu asparaginowego (D) w tancuchach polipeptydowych.?®® Enzymy te sg takze nazywane

,legumainami’28-2%

i wystepuja powszechnie u roélin i zwierzat.>*"»**> W komoérkach roslinnych
AEP znajduja si¢ w wakuolach, natomiast w komoérkach zwierzgcych — gldwnie w lizosomach
lub endosomach.?**2% AEP sa syntezowane w retikulum endoplazmatycznym w postaci
zymogenu (nieaktywnej formy enzymu), a ich aktywacja zachodzi w $rodowisku kwasowym
poprzez odciecie prodomeny zastaniajacej miejsce aktywne.?!82%3

Poczatkowo AEP identyfikowano jako enzymy zaangazowane w dojrzewanie bialek
zapasowych w nasionach, takich jak albuminy 2S czy globuliny 11S, oraz w regulacje¢ apoptozy
i adaptacyjnej odpowiedzi na stres u ro$lin.?**2 U ssakéw AEP s3 zaangazowane w procesy
degradacji biatek i prezentacji antygenow.?>*?3% Qdkrycie, ze niektére izoformy ro$linnych
AEP, takie jak butelaza 1 z Clitoria ternatea czy OaAEP1 z Oldenlandia affinis, preferencyjnie
wykazujg aktywno$¢ ligazowa wzgledem proteolitycznej, bylo kamieniem milowym w badaniach
nad AEP. Otworzyto to nowe mozliwosci ich zastosowania w inzynierii biatek. Enzymy te potrafiag
katalizowa¢ cyklizacje peptydow i ligacje fragmentow biatek, zachowujac wysoka specyficznos¢
1 aktywno$¢ nawet w lagodnych warunkach reakcyjnych (pH 5,5-7, temperatura ponizej
45°() 288,301,302

5.3.3.1. Mechanizm dzialania enzymoéw z rodziny endopeptydaz asparaginowych
Enzymy z rodziny AEP dzialaja poprzez rozpoznawanie specyficznych sekwencji
aminokwasowych w peptydach i biatkach. Typowy motyw C-koncowy ma posta¢ -AXY, gdzie
A oznacza reszt¢ asparaginowa lub kwasu asparaginowego; X to dowolna reszta z wyjatkiem
prolinowej; Y to rowniez dowolna reszta aminokwasowa, jednak niektore izoformy AEP wykazuja
preferencje wobec duzych, hydrofobowych reszt aminokwasowych, np. walinowej, leucynowej,
fenyloalaninowej, izoleucynowej, metioninowej czy tryptofanowej.?!828:304 Do najlepie;
poznanych motywow rozpoznawczych nalezg -NHV (preferowany przez butelaze 1), -NGL
(rozpoznawany przez OaAEP1), -NAL (rozpoznawany przez AEP z rosliny Momordica
cochinchinen).'® Zamiana C-koncowej sekwencji -NGL na -NGV zwicksza stabilnoéé produktu
koncowego, poniewaz zmniejsza to jego podatno$¢ na ponowng hydrolize.?!328%3% Wykazano, ze
dwupeptydowe sekwencje rozpoznawcze, takie jak GL- 1 GV-, umieszczone na N-koncu
substratow peptydowych, stanowig najbardziej wydajne nukleofile.?!8-288.303.305

Proces ligacji przy udziale AEP przebiega dwuetapowo: w pierwszym etapie dochodzi do
ataku nukleofilowego reszty cysteinowej na grupg karbonylowa wigzania peptydowego w obrebie
reszt asparaginowych lub kwasu asparaginowego, prowadzac do powstania posredniego

tioestrowego kompleksu acyloenzym-substrat. W drugim etapie grupa aminowa N-konca
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akceptora (drugiego peptydu lub tej samej czasteczki w przypadku cyklizacji) atakuje
elektrofilowy atom wegla w posrednim kompleksie tioestrowym, co skutkuje powstaniem nowego

218288 Badania

wigzania peptydowego 1 odtworzeniem centrum Kkatalitycznego enzymu.
z wykorzystaniem wody znakowanej izotopowo (H:'®0) potwierdzity dominacj¢ aktywnosci
ligazowej nad proteolityczna.’®! Cecha wyrdzniajaca enzymy AEP jest ich zdolnoéé do dziatania
w tagodnych warunkach fizjologicznych (w zakresie pH 5,5-7), co minimalizuje ryzyko
denaturacji substratow biatkowych i pozwala zachowaé ich aktywnoéé biologiczng.?®3*! Dla
poréwnania, wigkszo$¢ proteaz aspartylowych, np. pepsyna A, wykazuje optymalng aktywnos¢
w érodowisku kwasowym (pH 2-4)°°®, natomiast proteazy serynowe, w tym trypsyna

i chymotrypsyna, dzialajg optymalnie w zakresie zasadowym (pH 7,5-9).307-308
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Rysunek 5. Mechanizm dzialania OaAEP1 i butelazy 1. A) Enzym OaAEP1 (endopeptydaza
asparaginowa z Oldenlandia affinis) rozpoznaje motyw trdjpeptydowy -NGL na C-koncu
pierwszego substratu i rozszczepia wigzanie peptydowe pomiedzy resztami asparaginy (N)
i glicyny (G), tworzac przejsciowy kompleks tioestrowy. Nastepnie reaguje z N-koncowym
motywem GL- drugiego substratu, prowadzac do utworzenia nowego wigzania peptydowego. B)
Butelaza 1 (pochodzaca z Clitoria ternatea) katalizuje podobng reakcje, natomiast preferuje
motyw -NHV, rozszczepiajac wigzanie pomiedzy asparaging (N) a histydyng (H). Produkt
posredni reaguje z drugim substratem, zawierajagcym sekwencje GI na N-koncu, co prowadzi do

powstania nowego wigzania Peptydowego,305’309
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5.3.3.2. Ulepszona endopeptydaza asparaginowa QaAEP1_C247A

Jednym z kluczowych udoskonalen enzymu OaAEP1 bylo wprowadzenie mutacji punktowej
C247A, polegajacej na zastagpieniu reszty cysteinowej alaninowa w pozycji 247. Ta modyfikacja
strukturalna zostata po raz pierwszy zaprojektowana 1 opisana przez zespotl Yanga
i wspotpracownikow w 2017 roku jako strategia zwigkszajaca efektywnosé katalityczng.’% Reszta
C247 zidentyfikowana zostata jako kluczowa dla kontroli dostepu do centrum aktywnego
OaAEPI. Jej zamiana na alaning ograniczyla dostgp czasteczek wody do centrum aktywnego,
a w konsekwencji zmniejszyta niepozadang aktywnos$¢ hydrolityczng typu dzikiego (WT,
ang. wild type).?%83% Badania kinetyczne wykazaty, ze wariant OaAEP1_ C247A cechuje si¢ az
160-krotnie wyzsza wartoscig parametru kca/Km w poréwnaniu do WT (kca/Km dla OaAEP1
wynosi 215 M !xs™! adla OaAEP1 C247A — 34 209 M 'xs 1) 3% gdzie kea jest stalg szybkosci
katalitycznej (ang. catalytic constant), Kn jest statg Michaelisa (ang. Michaelis constant), a kcay Km
stanowi ich stosunek 1 tgczy w sobie szybko$¢ katalizy oraz powinowactwo enzymu do substratu,
dajac calo$ciowa ocene wydajnosci dziatania enzymu.? Ponadto zmodyfikowany enzym wykazuje
zmniejszong sklonno$¢ do rozpoznawania produktu reakcji ligacji jako nowego substratu, co
przeklada si¢ na lepsza kontrol¢ nad przebiegiem reakcji oraz wieksza odpornos¢ produktu
kofcowego na ponowna hydrolize.?®® Stworzenie mutanta OaAEP1 C247A dowodzi, ze
inzynieria biatek potrafi znaczaco zwigkszy¢ aktywnos$¢ i funkcjonalno$¢ enzyméw, poszerzajac

ich zastosowanie w biotechnologii.

5.3.3.3. Butelaza 1

Butelaza 1, bedaca enzymem z rodziny endopeptydaz asparaginowych, zostata po raz pierwszy
wyizolowana i scharakteryzowana w 2014 roku z rosliny Clitoria ternatea przez zespot Nguyena
i wspotpracownikow.’® Okazala sie pierwszym, naturalnie wystepujacym enzymem tej klasy,
ktorego dominujacg funkcja jest aktywnos$¢ ligazowa, a nie proteolityczna. Enzym ten
charakteryzuje si¢ wyjatkowo wysokg aktywno$cig katalityczng — osiggajacg nawet
542 000 M'xs™", co czyni go najszybsza znang ligaza peptydowa.>*” Butelaza 1 wykazuje szeroka
tolerancj¢ wobec reszt aminokwasowych w N-koficowej pozycji motywu rozpoznawczego

(z wyjatkiem reszty prolinowej), przy czym sekwencja preferowang jest motyw -NHV 399310

5.3.3.4. Zastosowanie OaAEP1_C247A i butelazy 1 w inzynierii bialek

Enzymy OaAEP1 C247A i butelaza 1 naleza do selektywnych i efektywnych narzedzi do
tworzenia wigzania peptydowego w inzynierii bialek i peptydéow. Dzigki swojej szerokiej
tolerancji substratowej 1 wysokiej efektywnos$ci katalitycznej butelaza 1 umozliwia szybka
cyklizacj¢, m.in. inhibitorow proteaz, enzymow przemystowych oraz peptydoéw o wiasciwosciach
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przeciwdrobnoustrojowych i przeciwnadci$nieniowych.’?*11312 Pozwala to na poprawe ich
stabilno$ci, zwigkszenie aktywnosci biologicznej i wydtuzenie czasu poéttrwania w srodowisku
biologicznym. Ponadto cykliczne peptydy, dzigki swojej unikalnej strukturze i odpornosci na
degradacje enzymatyczng, sg coraz czeSciej wykorzystywane jako stabilne i1 atrakcyjne
rusztowania do projektowania nowoczesnych lekow peptydowych.?8839230 7dolnosé do
regioselektywnej koniugacji, umozliwiajagca budowanie ztozonych koniugatow biatkowych,
stanowi kolejny istotny aspekt wykorzystania obu enzymow. Na przyktad, butelaza 1 w polaczeniu
z sortazg A zostata zastosowana do ortogonalnego, podwdjnego, fluorescencyjnego znakowania
przeciwcial w jednoetapowej reakcji.’'* Podobnie, OaAEP1 C247A umozliwia specyficzne
modyfikacje N- 1 C-koncow bialek, m.in. sprzgganie fluoroforow (fluoresceiny czy
czterometylorodaminy), wprowadzenie modyfikacji potranslacyjnych (biotynylacji czy
ubikwitynacji), a takze polimerow, nienaturalnych reszt aminokwasowych 1 innych grup
funkcyjnych.216-218288314 Tak gzerokie spektrum mozliwych modyfikacji jest przydatne przy
konstruowaniu koniugatow biatkowych stosowanych w obrazowaniu i terapiach celowanych.
Dzigki zdolnosci do dziatania w tagodnych warunkach OaAEP1 C247A i butelaza 1 znajduja
roOwniez zastosowanie w modyfikacjach biatek in vivo. Przykladowo, butelaza 1 zostala
z powodzeniem wdrozona do modyfikacji biatek w zywych komorkach Arabidopsis thaliana,
gdzie czeSciowo przywrécita proces dojrzewania biatek zapasowych w roslinach pozbawionych
endogennych AEP.*!> Podobnie, OaAEP1_C247A skutecznie cyklizowata biatka bezposrednio
w zywych komorkach E. coli, eliminujac czasochtonne i1 kosztowne etapy oczyszczania enzymu

i substratu.3!®

5.3.3.5. Zalety i wady endopeptydaz asparaginowych jako narzedzia inzynierii bialek

Zastosowanie OaAEP1 C247A i butelazy 1 znaczaco poszerza mozliwosci modyfikacji biatek
zarOwno in vitro, jak 1 in vivo. Dziatajg one w tagodnych warunkach, co pozwala na zachowanie
aktywnosci biologicznej biomolekul 1 minimalizacj¢ ryzyka ich denaturacji. Dzigki wysokiej
specyficznosci i wydajnosci katalitycznej enzymy te sa szeroko stosowane zarowno do
modyfikacji krotkich peptydéw, jak i wigkszych bialek.>***16317 Duza elastyczno$é¢ substratowa
umozliwia zastosowanie w roéznych procesach biotechnologicznych, w tym w projektowaniu
biatek hybrydowych oraz syntezie biatek terapeutycznych.?!332° Ponadto, ze wzgledu na krotki,
trojpeptydowy motyw rozpoznawczy, OaAEP1 C247A i butelaza 1 daja wigksza dowolnos¢
w projektowaniu bialek niz klasyczna SaSrtA, ktéra wymaga obecnosci dhuzszej sekwencji.?! 7316

Aczkolwiek wydajnos¢ reakcji z udziatem tych enzyméw moze by¢ ograniczona

w przypadku biatek o zlozonej strukturze, gdzie dostep do motywu rozpoznawczego przez enzym
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jest utrudniony. Tego rodzaju ograniczenia sg szczegolnie istotne w przypadku duzych biatek lub
ztozonych komplekséw biatkowych.?!® Ponadto jednym z wyzwan zwigzanych z rekombinowang
produkcja OaAEP1 i butelazy 1 w E. coli, jest optymalizacja warunkéw nadekspres;ji,
umozliwiajacych prawidtowe faldowanie 1 dojrzewanie enzymu. Zymogenowa forma enzymow
obejmuje dwa (OaAEP1) i trzy (butelaza 1) mostki disulfidowe oraz prodomeny, ktore wymagaja
wladciwego usuniecia w trakcie aktywacji enzymu.?!8-30%39%312 proby uzyskania aktywnego biatka
metoda rekombinowanej nadekspresji czegsto skutkuja niskg wydajnoscig lub produkcja enzymu
pozbawionego aktywnos$ci katalitycznej. Wynika to z nieoptymalnych warunkow redoks,
niezbednych do prawidlowego tworzenia mostkow disulfidowych, oraz braku odpowiednich
mechanizméw dojrzewania biatka w prokariotycznych systemach ekspresyjnych. OaAEP1
i butelaza 1, podobnie jak wiele innych enzyméw roslinnych, wykazuja tendencje do tworzenia
cialek inkluzyjnych lub agregacji podczas nadprodukcji w E. coli.303305309311.312315.321 Dyjategq
badania nad optymalizacjg procesu produkcji 1 poprawg stabilnosci AEP, moga poszerzy¢ ich
zastosowanie do selektywnego tworzenia wigzan peptydowych.

Podsumowujac, selektywna i funkcjonalna semisynteza i modyfikacja bialek majg istotne
znaczenie zaréwno dla pogiebiania wiedzy o mechanizmach funkcjonowania organizmoéw, jak
1 dla projektowania biatek o nowych lub ulepszonych funkcjach. Dzigki takim strategiom mozliwe
staje si¢ dostosowanie wilasciwosci biatek, takich jak stabilno$¢, aktywnos¢, lokalizacja
komoérkowa czy zdolno$¢ do tworzenia specyficznych interakcji, do wymagan konkretnych
procesOw biologicznych. Modyfikowane biatka znajduja zastosowanie w terapiach choréb,
diagnostyce molekularnej, tworzeniu nowoczesnych biosensorow, a takze w inzynierii
biomateriatdéw i nanotechnologii. W niniejszym rozdziale przedstawiono réznorodne podejscia
modyfikacji biatek: od rozszerzenia kodu genetycznego, przez chemiczne metody (np. natywna
ligacje chemiczng), az po strategi¢ oparta na znacznikach fluorescencyjnych, podkreslajac ich
zalety 1 ograniczenia. Wsrod nich wyrdzniajg si¢ enzymatyczne techniki oparte na sortazie, ligazie
OaAEP1_C247A ibutelazie. Cechujg si¢ specyficznoscia, wysoka wydajnoscia, kompatybilnoscia
z r6éznorodnymi molekutami biologicznymi oraz tagodnymi warunkami reakcji, co czyni ich
implementacj¢ w protokotach semisyntezy iznakowania bialek wysoce pozadang.
Zidentyfikowane niedoskonato$ci w obecnym stanie wiedzy oraz ograniczenia aktualnie
stosowanych strategii wyznaczajg kierunki dalszych badan, ktérych realizacja jest niezbgdna dla
skutecznego  wdrozenia enzymatycznych metod modyfikacji bialek do  praktyki

biotechnologiczne;.
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II CELE PRACY

Do podjecia tematyki badan nad rozwojem i1 wykorzystaniem ligacji enzymatycznej do
selektywnej oraz funkcjonalnej semisyntezy i modyfikacji biatek sktonity mnie wyzwania,
wynikajagce z ograniczen tradycyjnych metod. Nalezag do nich: (i) niska selektywnos¢,
(11) wydajno$¢ reakcji, (iii) kosztowne i1 czasochtonne procedury syntezy i oczyszczania oraz
(iv) podatno$¢ biatek na denaturacje. Aby sprosta¢ tym wyzwaniom, sformutowatam cele
badawcze skoncentrowane na opracowaniu efektywnych, selektywnych i tagodnych strategii do
tworzenia wigzan peptydowych z wykorzystaniem ligacji enzymatyczne;j.

Pierwszym celem projektu doktorskiego byla proba opracowania chemoenzymatycznej
strategii semisyntezy biatek o ztozonej strukturze. Jako cel molekularny wybratam metalotioneing
SmtA z Synechococcus elongatus — biatko zaangazowane w homeostaze jonéw metali oraz
ochrong komorek przed stresem oksydacyjnym. Jego unikatowa, bogata w reszty cysteinowe
struktura, znacznie utrudnia jego rekombinowang produkcje. Obecnos¢ motywu -NGL
w strukturze metalotioneiny SmtA sprawia, ze to biatko jest kandydatem do enzymatycznej ligacji
z wykorzystaniem ulepszonego wariantu endopeptydazy asparaginowej OaAEP1 C247A.
Wysoka aktywno$¢ katalityczna 1 specyficzno$¢ tego enzymu, a takze tagodne warunki reakeji,
wskazywaly na jego duzy potencjal jako narzedzia w inzynierii bialek. Wybrana strategia miata
na celu uzyskanie funkcjonalnego, a mianowicie wigzacego jony metali biatka SmtA o poprawne;j
strukturze, poprzez kontrolowane aczenie fragmentéw peptydowych.

Drugi cel pracy doktorskiej obejmowat opracowanie enzymatycznej strategii wprowadzania
wybranych modyfikacji potranslacyjnych, takich jak ubikwitynacja czy sumoilacja, do struktury
modelowych biatek. Realizacja tego celu dostarczylaby nowych narzedzi do analizy wptywu PTM
na wlasciwosci fizykochemiczne, lokalizacje, interakcje oraz zmiany konformacyjne biatek.
Osiggnigcie zamierzonych efektow wymagatlo zaprojektowania dwufunkcyjnej sondy
fluorescencyjnej, SrtCrAsH-EDT>, skonstruowanej na rusztowaniu CrAsH-EDT», specyficznie
wigzacym si¢ z motywami czterocysteinowymi bialek 1 wykazujacym fluorescencje po poprawne;j
koniugacji. Zaplanowano réwniez wyposazenie tej sondy w sekwencje rozpoznawang przez
sortaz¢ A, co pozwolitoby na selektywng integracje PTM (SUMO i1 Ub) z jednoczesnym
znakowaniem fluorescencyjnym docelowych biatek w jednej, uproszczonej reakcji typu
,one-pot”.

Trzecim celem byla ocena funkcjonalno$ci i efektywno$ci nowoopracowanego wariantu
enzymu butelazy 1 — butelazy AY, zaprojektowanej w odpowiedzi na ograniczong stabilnos¢
1 tendencje do agregacji podczas oczyszczania typu dzikiego. W ramach projektu postawitam za

cel okreslenie przydatnosci zmodyfikowanego enzymu do reakcji cyklizacji peptydow oraz
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znakowania fluorescencyjnego zaréwno globularnych, jak i nieustrukturyzowanych bialek
modelowych. Celem bylo roéwniez pordéwnanie aktywnosci butelazy AY =z dotychczas
stosowanymi ligazami, takimi jak OaAEP1 C247A, oraz analiza jej zdolno$ci do rozpoznawania
1 ligacji substratow zawierajgcych naturalne i nienaturalne reszty aminokwasowe. Realizacja tych
zadan miata na celu ocen¢ potencjatu wykorzystania butelazy AY jako uniwersalnego i wydajnego
narzg¢dzia do regioselektywnej modyfikacji biatek w badaniach podstawowych oraz aplikacyjnych.

Podsumowujac, cele niniejszej pracy doktorskiej, wynikajagce z problematyki
przedstawionej we wstepie, koncentrowaty si¢ gtownie na opracowaniu efektywnych strategii

semisyntezy 1 modyfikacji biatek, aby wesprze¢ rozwodj nowoczesnej inzynierii biatek.
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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 Kre¢zel,

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

6.1. Opis przeprowadzonych badan
Bialka odgrywaja kluczowa role w funkcjonowaniu organizmow zywych.? Jednym z najbardziej
wymagajacych aspektoéw badan nad biatkami jest ich efektywna synteza i modyfikacja, zwlaszcza
w odniesieniu do bialek bogatych w reszty cysteinowe. Przykladem takich bialek sag
metalotioneiny, zdolne do wigzania jonow metali przejSciowych, uczestniczace w regulacji ich
homeostazy, ochronie przed stresem oksydacyjnym oraz detoksykacji metali ciezkich.**** Ze
wzgledu na ich istotne znaczenie w procesach biologicznych, s3 one od wielu lat przedmiotem
intensywnych badan naukowych. Jednak ich otrzymywanie w warunkach laboratoryjnych nadal
sprawia trudno$ci ze wzgledu na unikatowe wiasciwosci strukturalno-funkcjonalne. Wysoka
zawarto$¢ reszt cysteinowych powoduje, ze MT s3 podatne na utlenianie, co komplikuje ich
otrzymywanie w postaci homogennej.**** Do dzi§ nie opisano udanej, pelnej syntezy
metalotioneiny metodg SPPS (synteza peptydow na nos$niku stalym, ang. solid-phase peptide
synthesis) czy natywnej ligacji chemicznej. W praktyce stosuje si¢ gtownie produkcje
rekombinacyjng w E. coli.®®® Jednak jest ona utrudniona ze wzgledu na toksyczno$é
metalotionein wobec komorek gospodarza. Wynika to z ich zdolnosci do chelatacji jonow metali,
zakldcania procesow redoks oraz zuzywania puli siarki wewnatrz komorek, co prowadzi do stresu
oksydacyjnego i agregacji.> 346266 W zwiagzku z tym opracowanie nowych metod syntezy
metalotionein ma duze znaczenie zardwno z perspektywy naukowej, jak i praktyczne;.
Zmotywowana wyzwaniami, wynikajacymi z ograniczen tradycyjnych metod,
zdecydowatam si¢ na podj¢cie badan nad opracowaniem chemoenzymatycznej strategii syntezy
biatek. Moim celem byto stworzenie metody, ktora rozwigze dotychczasowe problemy zwigzane
z podatnos$cig reszt cysteinowych na utlenianie 1 umozliwi jej zastosowanie w praktyce
w badaniach biotechnologicznych. Uwazam, ze podejscie taczace klasyczng syntezg peptydéw na
nos$niku statym z ligacja enzymatyczng stanowi trafng odpowiedz na te potrzeby. W centrum badan
znalazta si¢ ulepszona wersja endopeptydazy asparaginowej — OaAEP1 C247A, ktora
charakteryzuje si¢ wysoka specyficzno$ciag w procesach ligacji peptydow 1 biatek. Mutacja
punktowa C247A znaczaco zwigkszyla aktywno$¢ katalityczng enzymu (160-krotnie wzgledem

typu dzikiego), co czyni go obiecujagcym narzedziem w inzynierii biatek .83
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Skoncentrowatam si¢ na pelnej syntezie metalotioneiny SmtA, stanowigcej reprezentatywny
przyktad biatek bogatych w reszty cysteinowe pochodzenia cyjanobakteryjnego. Wybor SmtA byt
celowy — biatko to w swojej sekwencji zawiera motyw -NGL, dlatego jest kandydatem dla
enzymatycznej ligacji z uzyciem OaAEP1_C247A. Proces syntezy obejmowat chemiczng synteze
fragmentéow peptydowych metoda SPPS, a nastgpnie ich potaczenie przy uzyciu ligacji
enzymatycznej. Kluczowym etapem bylo zoptymalizowanie warunkow reakcji, w tym czasu
reakcji oraz stosunku molowego substratow. Zoptymalizowana reakcja ligacji byta prowadzona
przez jedna godzing w temperaturze 37°C 1 stosunku molowym fragmentéw C- do N-koncowego
wynoszacym 1:2. Pozwolito to na osiggnigcie wydajnosci ligacji na poziomie 70%, co wowczas
podkresla efektywno$¢ opracowanego podejscia. Wyniki eksperymentalne wykazaty, ze uzyskane
biatko SmtA charakteryzuje si¢ wysoka czystoscia (powyzej 95%). Czas retencji oraz masa
molekularna produktu ligacji (syntetycznej SmtA) byly spdjne z wynikami uzyskanymi dla
odnosnika otrzymanego z produkcji w bakteryjnym systemie ekspresyjnym (bakteryjnej SmtA).

Analizy spektroskopowe przeprowadzone w dalszej czeSci badan potwierdzity, ze
syntezowana chemoenzymatycznie SmtA zachowuje zdolnos$¢ do specyficznego wigzania jondw
metali przejsciowych, takich jak Zn?" i Cd*". Wskazywaly na to charakterystyczne pasma
absorpcyjne LMCT (zjawisko przeniesienia tadunku od liganda do jonu metalu, ang. ligand-metal
charge transfer), $§wiadczace o skutecznym wigzaniu jondw metali przez grupy tiolowe reszt
cysteinowych. Widmo dichroizmu kotowego syntetycznego biatka SmtA potwierdzito jego
prawidtowe sfaldowanie, a eksperymentalnie wyznaczone wartosci pK. W wyniku
miareczkowania pH-metrycznego dla syntetycznego i rekombinowanego bialtka SmtA byly
zblizone i zgodne z wartodcig literaturows.”” Podobiefistwo stechiometrii i wlasciwosci
spektroskopowych wskazuje, ze syntetyczna SmtA wykazuje identyczne witasciwosci wigzania
jonéw metali jak jej odpowiednik bakteryjny. kragodne warunki reakcji (pH 5.6),
charakterystyczne dla enzymatycznego podejscia, pozwolily unikng¢ utleniania reszt tiolowych,
ktorych pK, waha sie zazwyczaj pomiedzy 8 a 9.32? Dzieki temu metoda ta jest przyjazna dla biatek
wrazliwych na utlenianie. Daje rdwniez mozliwo$¢ elastycznego wprowadzania dodatkowych
modyfikacji funkcjonalnych. Uzyskane wyniki wskazuja, ze opracowana strategia nie tylko
zapewnia wysoka wydajnos¢ reakcji, ale takze pozwala na otrzymywanie biatek o poprawne;j
strukturze 1 funkcji zgodnych z ich naturalnymi odpowiednikami.

W ramach tego projektu bylam odpowiedzialna za: produkcje i oczyszczanie mutanta
endopeptydazy asparaginowej (OaAEP1 C247A) w bakteryjnym systemie ekspresyjnym E. coli,
weryfikacje aktywnosci katalitycznej enzymu, syntez¢ oraz oczyszczanie substratow
peptydowych, przeprowadzenie i optymalizacj¢ reakcji ligacji enzymatycznej w celu otrzymania
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syntetycznej SmtA, oczyszczanie produktu koncowego metodg chromatografii wykluczania i jego
analizg, a takze przygotowanie, redakcj¢ i edycje tekstu manuskryptu. Uwazam, Zze opracowana
strategia stanowi solidng platforme do syntezy metalotionein i innych biatek o ztoZzonej strukturze
w warunkach przyjaznych dla ich wrazliwej struktury, otwierajgc nowe mozliwosci
w biotechnologii. Metoda zostata opublikowana w marcu 2023 r. w czasopismie Bioconjugate

Chemistry (wydawnictwo American Chemical Society).

6.2. Podsumowanie
Opracowana metoda chemoenzymatycznej syntezy bialek wnosi istotny wklad w rozwdj
biotechnologii, szczegdlnie w zakresie produkcji bialek o ztozonej strukturze, dlatego trudnych do
uzyskania przy uzyciu technik tradycyjnych. Pokonuje ograniczenia metod chemicznych, takie jak
niska wydajnos$¢ syntezy dtugich, bogatych w reszty cysteinowe sekwencji oraz niekontrolowane
utlenianie grup tiolowych, a takze trudno$ci zwigzane z metodami biologicznymi, w tym
toksyczno$¢ i agregacja w systemach bakteryjnych.33 3842646691 W rezyltacie ligacja
chemoenzymatyczna z wykorzystaniem OaAEP1 C247A pozwala przeprowadzaé reakcje
w tagodnych (wodnych) warunkach, zachowujac aktywnos$¢ biologiczng 1 wysokag czystos¢.
Ponadto umozliwia potencjalng selektywng integracje réznorodnych modyfikacji w strukturze
biatek, np. nienaturalnych reszt aminokwasowych czy modyfikacji potranslacyjnych,288:303-305

Jej potencjat jest szczegodlnie istotny w biomedycynie, gdzie biatka bogate w reszty
cysteinowe, takie jak metalotioneiny, moga shizyé jako biomarkery,**3% §rodki

326328 narzedzia do projektowania nowych lekow.’*33% Metalotioneiny znajduja

terapeutyczne,
takze zastosowanie w Dbiosensorach, inzynierii $rodowiskowej 1 innych dziedzinach
biotechnologii.”®”®33! Chociaz niniejsze badania koncentrowaty sie na stosunkowo matym biatku
SmtA (56 reszt aminokwasowych), metoda ta wykazuje potencjatl w syntezie wigkszych 1 bardzie;j
ztozonych biomolekut. Substraty peptydowe moga by¢ wytwarzane w bakteryjnych systemach
ekspresyjnych, umozliwiajac uzyskanie dluzszych sekwencji peptydowych. To otwiera droge do
produkcji i modyfikacji innych biatek, np. histondw czy chemokin, ktére petniag kluczowe funkcje
w biologii komorkowej, ale wowczas sg trudne do uzyskania za pomocag tradycyjnych
technik.>*?%3 Strategia moze byé réwniez wykorzystywana do wytwarzania domen z palcami
cynkowymi, ktére podobnie do SmtA zawieraja liczne reszty cysteinowe, krytyczne do
koordynacji Zn** i specyficznego rozpoznawania sekwencji DNA >3

Centralnym elementem opracowanej metody jest zastosowanie zmodyfikowanego enzymu

OaAEP1 C247A, ktory wykazuje wysoka aktywnos$¢ katalityczng. Wprowadzenie mutacji

C247A znaczaco poprawilo wlasciwosci enzymu, czynige go efektywnym narzedziem do ligacji
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biatek i peptydow.288393305 Ponadto enzym ten mozna skutecznie integrowaé z innymi enzymami,
takimi jak butelaza 1 czy sortaza A, co stwarza nowe mozliwosci projektowania zaawansowanych
strategii syntezy biatek. Nalezy zaznaczy¢, ze jednym z warunkow ligacji jest obecno$¢ krotkiego
motywu rozpoznawczego (np. -NGL) w sekwencji docelowego biatka, ktory stanowi miejsce
dzialania OaAEP1 C247A.3% Natomiast nie musi on naturalnie wystepowaé¢ w sekwencji
docelowego biatka. Moze on by¢ sztucznie wprowadzony poprzez podstawienie jednej lub kilku
reszt aminokwasowych, jak réwniez umiejscowiony w regionach nieuporzadkowanych lub
funkcjonalnie nieistotnych (np. petlach), nie wpltywajac istotnie na strukture 1 aktywnos¢ biatek.
Warto wspomniec€, ze enzym toleruje szerszy zakres sekwencji rozpoznawczej. Typowy motyw
trojpeptydowy rozpoznawany przez OaAEP1 C247A ma ogblng posta¢ AXY (gdzie A oznacza
reszte asparaginowg lub kwasu asparaginowego, X — dowolng reszte, a Y — hydrofobowa reszte
aminokwasowg), co jeszcze bardziej poszerza zakres potencjalnych zastosowan opracowane]
technologii.2!$288,303-305

Zastosowanie enzymu OaAEP1 C247A do pelnej syntezy funkcjonalnej metalotioneiny
SmtA stanowi pierwsze tego typu doniesienie w literaturze naukowe;j i otwiera nowe perspektywy
dla rozwoju biotechnologii. Przedstawiona metoda wypelnia luke miedzy obecnymi
ograniczeniami technologicznymi a rosngcym zapotrzebowaniem na biatka o ztozonej strukturze,
ktére znajduja zastosowanie zardwno w badaniach podstawowych, jak 1 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.

B 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.' > 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,” 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.” 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 efliciency 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.”*™'% 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."' ™"’ Native
peptide bond ligation is based on the condensation of the C-

© 2023 The Authors. Published by
American Chemical Society
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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.'* Currently,
NCL application allows for the synthesis of proteins and their
fragments, whose length reaches 300 or even more amino acid
residues.'*'® Importantly, it also allows the ligation of two
different protein building blocks containing various decora-
tions by post-translational modification,'® fluorophores,'”'®
non-coded amino acids,"” functional groups for bio-orthogonal
modifications,”””" selective metal-mediated protein hetero-
dimerization,” or for studying the structure and functions of
protein complexes.”’ 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 a-thioesters, and thiol derivatives to induce
thiolysis, which restrict its application to many proteins.”*
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,”> ">’ butelase,’”*' and 0aAEP1,**7*” which
demonstrate highly selective and site-specific reactivity.
Compared to other strategies, the enzymatic methods are
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characterized by good efliciency, compatibility with a wide
range of biological molecules, and the possibility of carrying
out reactions under mild conditions.***® 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.”* Its natural role is the synthesis of
plant cyclotides,” 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.!
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.’®
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,® 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.*!
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.">*
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.™* 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(11) toxicity® and control many cellular processes, such as
DNA synthesis, translation, and transcription.”> Its NMR
structure indicates the formation of a Zn,Cys,His, clustered
core demonstrating structural similarities to other (in)-
vertebrate, plant, or bacterial MTs and some zinc finger
domains (Figure 1).*****>*” 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.

B RESULTS AND DISCUSSION

The molecular target of this work is a S6-amino acid-long low-
molecular-weight MT from the cyanobacteria Synechococcus
elongatus (SmtA). It has been chosen for OaAEPI-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
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MTSTTLVKCACEPCLCNVDPSKAIDRNGLYYCSEACADGHTGGSKGCGHTGCNCHG

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 Zn,Cys,His,
core.
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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
0aAEP1_C247A. (B) Production of SmtA in the E. coli bacterial
system required multiple steps.

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 (4., = 340
nm, 4., = 490 nm) product only when the enzyme is active
(Figure 3A,B)." Because this test is based on substrate
hydrolysis, ligase activity has also been examined using model
peptides containing recognition termini, YKLANGL and
GVGKY-NH,. The ligation reaction was monitored by
analytical high-performance liquid chromatography (HPLC)
(Figure 3C,D) and indicated the appearance of
YKLANGVGKY-NH,, 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
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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 uM 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-NH, 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-NH, with 25 yM 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 X 4.6 mm, 5.0 #m) 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.

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
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Figure 4. RP-HPLC of OaAEPl-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 yM 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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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 (t; = 33.5 min, $740.77 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 [S0 mM sodium acetate pH 5.6, S0 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 $4).* All observed signals were
identified, the final apo-SmtA product was separated, and its
purity was confirmed in a separate analysis (Figures S, S4).
After SEC, 407 pug (200 uL of 354.40 uM; yield = 70.5%) of
the apo-SmtA product was obtained with more than 95%
purity (Figure S). 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
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