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Mgr Magdalena Kropidlowska ukonczyla studia magisterskie na Wydziale Che-
mii Uniwersytetu Gdanskiego, bronigc w 2014 roku prace pt. ,Zastosowanie natyw-
nej chemicznej ligacji do syntezy C-terminalnego fragmentu cystatyny C”. W tym
samym roku rozpoczela studia doktoranckie w Katedrze Chemii Biomedycznej Uni-
wersytetu Gdanskiego. Swoja prace doktorska realizuje pod kierownictwem prof. dr
hab. Franciszka Kasprzykowskiego. W ramach pracy doktorskiej zajmuje si¢ poszu-
kiwaniem modulatoréw aktywnosci ludzkiego proteasomu h20S wsréd zwigzkow
pochodzenia naturalnego, takich jak polifenole i peptydy cykliczne izolowane
z cyjanobakterii.

Mgr Katarzyna Jedrzejewska, absolwentka Uniwersytetu Gdanskiego na Wydziale
Chemii. W 2016 roku uzyskata tytul magistra na kierunku Chemia, prace dyplo-
mowg wykonywata w Katedrze Chemii Biomedycznej. Obecnie jest stuchaczka Stu-
dium Doktoranckiego przy Wydziale Chemii UG, gdzie wykonuje prace doktorska
pod kierunkiem dr hab. Elzbiety Jankowskiej. W swoich badaniach zajmuje sie¢ pro-
jektowaniem i syntezg peptydéw i peptydomimetykdw, ktérych sekwencje oparte
sg na strukturach naturalnych biatkowych aktywatoréw proteasomu oraz ich bada-
niem pod katem mozliwosci modulowania aktywnosci ludzkiego proteasomu h20S.

Dr Ewa Wieczerzak, absolwentka Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego.
Obecnie jest adiunktem w Katedrze Chemii Biomedycznej na Wydziale Chemii
UG. W swojej pracy naukowej zajmuje si¢ projektowaniem, syntezg i badaniami
biologicznymi peptydow i peptydomimetykéw o potencjalnym dzialaniu terapeu-
tycznym (inhibitory proteaz cysteinowych, inhibitory/aktywatory proteasomu).
Jej zainteresowania naukowe dotycza réwniez poszukiwania struktur wiodacych
umozliwiajacych projektowanie zwigzkéw o potencjalnym dziataniu terapeutycz-
nym wsrod substancji pochodzenia naturalnego.
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ABSTRACT

Proteins are biological macromolecules affecting very important functions in
the body. They are involved in many biochemical processes. They can perform cata-
Iytic functions acting as enzymes. They also participate in the transport of many
small molecules and ions - for example one molecule of hemoglobin carries four
molecules of oxygen. In addition, proteins serve as antibodies and are involved in
transmission of nerve impulses as receptor proteins. Because peptides and proteins
perform so important functions, to study them it is essential to obtain these com-
pounds in the greatest possible amounts. The compounds can be obtained generally
by three main methods:

by isolation of the native peptides and proteins

o by expression in microorganisms

o by chemical synthesis.

Each of the above methods has its advantages and disadvantages, but only the
chemical synthesis gives the possibility to introduce modifications to the structure
of the resulting protein, such as the insertion of new functional groups, to give the
product in the final form and with satisfactory yield.

In this review we present the application of chemical ligation methods in the
synthesis of peptides and proteins. We describe in details mechanism of native che-
mical ligation method and the conditions necessary to carry the reaction [1]. The
synthesis of long polypeptide chains by kinetically controlled ligation (KCL) is also
depicted [2]. This part of the paper also details a number of approaches to non-
cysteine containing peptides by chemical ligation methods.

Keywords: Native chemical ligation, NCL, Kinetically controlled ligation, KCL, pep-
tide synthesis

Stowa kluczowe: Natywna chemiczna ligacja, NCL, Kinetycznie kontrolowana liga-
cja, KCL, synteza peptydow
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Boc
C-peptyd

Fmoc
KCL

MESNA
Mpa
MPAA
NCL

N-peptyd

SAr
SDS
SR
TCEP
TFA
Thz
TMSBr
Xaa

WYKAZ STOSOWANYCH SYMBOLI I OZNACZEN

— grupa tert-butoksykarbonylowa

- fragment peptydowy, na ktérego N-koncu znajduje

si¢ reszta cysteiny
— grupa fluorenylo-9-metoksykarbonylowa

— kinetycznie kontrolowana ligacja (ang. Kinetically

Controlled Ligation)
— 2-merkaptoetanosulfonian sodu
- kwas 3-merkaptopropionowy
— kwas 4-merkaptofenylooctowy

— mnatywna chemiczna ligacja (ang. Native Chemical

Ligation)

- fragment peptydowy, na ktérego C-koncu znajduje

si¢ ugrupowanie tioestrowe
- tioester arylowy
— dodecylosiarczan sodu
— tioester alkilowy
— tris(2-karboksyetylo)fosfina
- kwas trifluorooctowy
— tiazolidyna
— bromotrimetylosilan
— reszta aminokwasu
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WPROWADZENIE

Bialka to makromolekuly biologiczne spelniajace bardzo wazne funkcje w orga-
nizmie. Biorg udzial w wielu procesach biochemicznych. Struktury te moga pelnic¢
funkcje katalityczne, dzialajac jako enzymy. Uczestnicza tez w transporcie wielu
malych czgsteczek i jondéw - przykltadowo jedna czasteczka hemoglobiny przenosi
cztery czasteczki tlenu. Ponadto bialka stuzg jako przeciwciala oraz biorg udzial
w przekazywaniu impulséw nerwowych jako biatka receptorowe. W zwigzku z tym,
ze peptydy i bialka pelnig tak wazne funkcje, aby moc te funkcje badac istotna staje
sie mozliwos$¢ pozyskiwania tych zwigzkow w jak najwigkszej ilosci. Bialtka pozy-
skuje sie generalnie za pomoca trzech gléwnych metod:

» wykorzystujac izolacje natywnych peptydoéw i biatek,

o za pomocyg ekspresji w mikroorganizmach,

 poprzez chemiczng synteze.

Kazda z powyzszych metod ma swoje zalety i wady, ale jedynie chemiczna syn-
teza daje mozliwo$¢ wprowadzenia modyfikacji w budowe otrzymywanego biatka,
takiej jak na przyklad wprowadzenie nienaturalnych grup funkcyjnych, co prowadzi
do otrzymania produktu w ostatecznej formie i z zadowalajaca wydajnoscia.

Powszechnie stosowang technika syntezy fragmentéw peptydowych jest opra-
cowana przez Brucea Merrifielda w drugiej polowie XX w. metoda syntezy na
no$niku statym [3]. Otrzymane w ten sposéb, liniowe fragmenty peptydowe skta-
dajace si¢ z 30-40 reszt aminokwaséw, mozna polaczy¢ w wieksze czasteczki za
pomoca sprzegania. Podczas faczenia dwoch fragmentéw peptydowych z ostonie-
tymi grupami funkcyjnymi, tworzy si¢ selektywnie wigzanie peptydowe, a w nastep-
nej kolejnoéci usuwane sg grupy ochronne. Ze wzgledu na mozliwo$¢ wystapienia
epimeryzacji oraz agregacji duzych odcinkéw peptydowych oraz czeste problemy
z ich rozpuszczalno$cia, strategia ta jest znacznie ograniczona [4]. Dlatego tez aby
otrzymac wieksze fragmenty peptydowe coraz czesciej stosuje si¢ chemoselektywne
reakcje ligacji nieoslonietych fragmentéw peptydowych takie jak natywna che-
miczna ligacja (NCL) czy kinetycznie kontrolowana ligacja (KCL).

1. NATYWNA CHEMICZNA LIGACJA

Natywna chemiczna ligacja zostala opisana po raz pierwszy przez Kenta i Daw-
sona w 1994 roku [5]. Jest to chemoselektywna reakcja kondensacji dwoch niechro-
nionych fragmentéw peptydowych, ktére mozna otrzymac za pomocg syntezy na
noéniku stalym stosujgc strategie Boc lub Fmoc. Fragmenty biorace udzial w reakcji
zostaly tak zaprojektowane, by reagowaly ze sobg tylko poszczegdlne grupy funk-
cyjne - tzn. tioester znajdujacy si¢ na C-koncu jednego peptydu (N-peptyd) z grupa
tiolowa cysteiny znajdujacej sie na N-koncu drugiego peptydu (C-peptyd). Glow-
nym produktem reakcji jest biatko lub peptyd z natywnym wigzaniem amidowym
w miejscu ligacji.
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1.1. MECHANIZM ORAZ WARUNKI REAKCJI NCL

Natywna chemiczna ligacja jest technika chemoselektywnego laczenia frag-
mentdéw peptydowych, opierajacg si¢ na procesie przegrupowania. Mechanizm
reakcji jest dwuetapowy (Schemat 1). W pierwszym etapie nastepuje atak nukleofi-
lowej grupy tiolowej reszty cysteiny znajdujacej si¢ na N-koncu jednego fragmentu
peptydowego na elektrofilowy atom wegla grupy tioestrowej znajdujacej si¢ na
C-koncu drugiego fragmentu peptydowego. Ten etap reakcji to odwracalna trans-
tioestryfikacja, w wyniku ktérej powstaje produkt posredni zwigzany wiazaniem
tioestrowym, zawierajacy wolng grupe aminowa. Zachodzi ona w obecnosci egzo-
gennego tiolowego katalizatora, zwigkszajacego wydajno$¢ reakcji. W kolejnym
etapie nastepuje wewnatrzczasteczkowy atak nukleofilowy wolnej pary elektrono-
wej atomu azotu z grupy aminowej na karbonylowy atom wegla tioestru i spon-
taniczne, nieodwracalne przegrupowanie, zachodzace poprzez pieciocztonowy
stan przejsciowy, skutkujace przeniesieniem acylu S>N. Prowadzi to do powstania
produktu ostatecznego polaczonego natywnym wigzaniem peptydowym, a w odpo-
wiednio dobranych warunkach otrzymane biatko badz polipeptyd moze uzyskaé
strukture trzeciorzedowg dzigki pofaldowaniu. Ponadto produkt otrzymywany jest
w ostatecznej formie i nie ma koniecznosci dalszych modyfikacji. Zaleta reakcji jest
brak racemizacji reszty aminokwasowej znajdujacej si¢ przy tioestrze N-peptydu [6].
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Schemat 1. Mechanizm reakcji natywnej chemicznej ligacji
Scheme 1. Mechanism of native chemical ligation reaction

Odwracalnos$¢ pierwszego etapu gwarantuje, ze produkt powstanie z duza
wydajnoscia, nawet jesli w taricuchu ktdrego$ z peptydéw znajdowaly sie dodatkowe
reszty cysteiny. Swiadczy to o regioselektywnosci reakeji. Wystepowanie dodatko-
wych reszt cysteiny wewnatrz reagujacych fragmentéw peptydowych nie ma wptywu
na wydajnos¢ reakcji, poniewaz nie uczestnicza one w reakcji NCL. Nieodwracalne
przeniesienie acylu S>N jest mozliwe jedynie dla N-koncowej reszty cysteiny
i zachodzi poprzez piecioczlonowy stan przejsciowy w drugim etapie reakcji ligacji.
Kazda pozostala reszta cysteiny uczestniczaca w tworzeniu tioestru szybko wraca
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do pierwotnego stanu (Schemat 2) dzieki obecnosci nadmiaru tiolowego kataliza-
tora [7].

Pepbyda " " n n 5H

(] |
Peeiyd 4 §-h MW

Schemat 2.  Réwnowaga pomiedzy tioestrami peptydow
Scheme 2. Equilibrium between peptide thioesters

1.2. ZALETY I OGRANICZENIA REAKCJI NCL

Gléwna zaleta natywnej chemicznej ligacji sg tagodne warunki reakeji, ktora
zachodzi w buforze wodnym o obojetnym pH (6,8-7,0) zawierajacym 6M wodny
roztwér chlorowodorku guanidyny. Neutralne $rodowisko jest istotne z dwoch
powoddow:

o kwasowe warunki nie sprzyjaja zachodzeniu reakcji NCL, gdyz spada reak-
tywnos¢ grupy tiolowej oraz grupy aminowej cysteiny znajdujacej si¢ na
N-koncu C-peptydu,

» w warunkach zasadowych tioestry sg niestabilne, gdyz ulegaja utlenieniu,
poza tym w silnie zasadowych warunkach reszta lizyny staje si¢ podatna na
reakcje z tioestrem.

Dzigki zastosowaniu lagodnych warunkéw, NCL rozwigzuje problemy

z racemizacja i rozpuszczalnoscig wystepujace w klasycznej syntezie peptydow
z wykorzystaniem fragmentow oslonietych. Metoda ta umozliwia tworzenie duzych
fancuchéw peptydowych, gdyz nie ma naturalnych barier dla wydajnego sprzegania
diugich fragmentéw peptydowych.

Natywna chemiczna ligacja jest reakcja chemoselektywna, poniewaz w jej
wyniku nie tworzg si¢ produkty uboczne, bedgce wynikiem reakcji z niezabezpie-
czonymi grupami funkcyjnymi aminokwaséw obecnych w fanicuchach reagujacych
fragmentow peptydowych.

Czynnikiem ograniczajacym reakcje NCL jest to, ze zachodzi wylacznie
w peptydach zawierajacych na N-koncu reszte cysteiny, czyli jeden z aminokwa-
sow rzadko wystepujacych w bialkach. Jesli w odpowiednim miejscu w biatku nie
wystepuje cysteina ograniczenie to mozna jednak przezwyciezy¢, miedzy innymi
wprowadzajgc ten aminokwas w miejscu zachodzenia ligacji. Sklonnos¢ cysteiny
do tworzenia wigzan disulfidowych sprawia jednak, ze wprowadzenie dodatkowych
grup tiolowych do sekwencji moze wplyna¢ niekorzystnie na strukture badz funkcje
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tworzonego biatka. Moze to uniemozliwic¢ jego wlasciwe pofaldowanie, badz zakto-
ci¢ funkcjonowanie biatka juz pofatdowanego [8].

W przypadku gdy ktorys z reagujacych fragmentéw peptydowych nie jest roz-
puszczalny w standardowych warunkach reakeji, mozna doda¢ odczynnika denatu-
rujacego (chlorowodorek guanidyny, mocznik) lub detergentéw takich jak dodecy-
losiarczan sodu (SDS) [9].

Bardzo waznym czynnikiem w reakcji NCL jest budowa tioestru, ktéry musi
wykazywac¢ dos¢ wysoka reaktywnos¢. Tioestry arylowe s bardziej reaktywne, ale
mniej stabilne od alkilowych, a co za tym idzie trudniejsze do otrzymania. Przez to
powszechnie syntezuje si¢ tioestry peptydowe jako pochodng alkilowa m.in. 4-mer-
kaptoetanosulfonianu sodu (MESNA) i dopiero w nastepnej kolejnosci przeksztatca
je za pomoca reakcji transtioestryfikacji w tioestry arylowe dodajac pochodne tiofe-
noli np. rozpuszczalnego w wodzie kwasu 4-merkaptofenylooctowego (MPAA) [10]
(Schemat 3).
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Schemat 3. Reakcja wymiany tioestru alkilowego na tioester arylowy
Scheme 3. Exchange reaction of alkyl to aryl thioester

MPAA charakteryzuje si¢ uniwersalno$cia i efektywnoscia, gdyz peptydy
i bialka otrzymane przy jego pomocy uzyskuje sie z wysoka wydajnosécig. Dodat-
kowo katalizator ten rozpuszcza si¢ w wodzie, a jego zapach nie jest drazniacy, czego
mozna by sie spodziewa¢ po zwigzku siarki. Tioestry alkilowe bardzo szybko i nie-
mal calkowicie podlegaja reakcji transtioestryfikacji pod wplywem MPAA, jest on
tez idealng grupa odchodzacg w reakeji NCL.

Na szybkos¢ reakcji NCL ma réwniez wplyw charakter C-konicowej reszty ami-
nokwasowej tioestru. Badania przeprowadzone przez Dawsona ze wspotpracowni-
kami wykazaly, ze wszystkie 20 naturalnych aminokwaséw ulega natywnej chemicz-
nej ligacji [11], jednak reakcja bedzie najszybsza i najwydajniejsza w przypadku gdy
zastosuje si¢ najmniej rozbudowany aminokwas poprzedzajacy C-koncowa grupe
tioestrows, taki jak glicyna lub alanina. Peptydy zawierajace takie malo rozgalezione
aminokwasy reagujg iloSciowo w mniej niz 4 godziny, natomiast tioestry, ktore sg
poprzedzone f3-rozgalezionymi aminokwasami, jak izoleucyna i walina lub proling
nie dajg ilo$ciowej przemiany nawet po 48 godzinach. W celu zwigkszenia efektyw-
noéci reakeji podczas syntezy z uzyciem zattoczonych sterycznie tioestréw wyma-
gane jest zastosowanie bardziej reaktywnych tioli jako katalizatoréw [10].
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2. KINETYCZNIE KONTROLOWANA LIGACJA

Synteza dlugich fancuchéw polipeptydowych oraz biatek metoda chemicznej
ligacji czesto wymaga polaczenia trzech, a nawet wigcej niechronionych fragmen-
tow peptydowych. Najlepszym rozwiazaniem bylaby synteza zbiezna, w ktorej reak-
cje biegng rownolegle, dzieki czemu osiaga si¢ wigksze wydajnosci niz w przypadku
ligacji sekwencyjnej, jednakze peptydy nieposiadajace oston moglyby reagowaé
chaotycznie, tworzac nieodpowiednie produkty (Schemat 4).

[ | I ) [ I | | ) I I I
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Schemat 4.  Poréwnanie dwoch strategii syntezy chemicznej: a — sekwencyjnej ligacji, b — ligacji zbieznej
Scheme 4.  Comparison of two chemical synthesis strategies: a - sequential ligation, b - convergent ligation

Zwigzanie kilku nieposiadajacych zadnych oston fragmentéw peptydowych,
w odpowiedniej kolejnosci, jest mozliwe dzieki kinetycznie kontrolowanej ligacji
(KCL) (Schemat 5). W reakgji tej wykorzystywane sg réznice w reaktywnosci tio-
estrow alkilowych i arylowych w reakcji chemicznej ligacji. Poprzez wprowadzenie
bardziej reaktywnego tioestru arylowego do fragmentu peptydowego majacego ulec
w pierwszej kolejnosci ligacji, mozna uporzadkowac kolejno$¢ zachodzacych reakeji
2, 12].
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Schemat 5. Reakcja kinetycznie kontrolowanej ligacji (KCL)
Scheme 5. The reaction of kinetically controlled ligation (KCL)
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Gléwnym problemem jest ewentualna reaktywno$¢ wewnetrznych fragmentow
polipeptydu, ktére zawieraja nie tylko reszte cysteiny na N-koncu, ale i na C-koncu
ugrupowanie tioesterowe.

Reakcja KCL moze zachodzi¢ zaréwno w kierunku od C- do N-konca, jak i
od N- do C-konca, natomiast reakcja NCL jedynie od N- do C-konca. Gdy reak-
cja KCL zachodzi od C-konca do N-korica mozna zablokowa¢ tymczasowo reszte
cysteiny wewnetrznych fragmentéw za pomoca ugrupowania tiazolidynowego
(Thz). Po przeprowadzeniu reakcji z uzyciem tioestru, pierscien Thz mozna otwo-
rzy¢ uzywajac chlorowodorku metoksyaminy w srodowisku kwasnym co prowadzi
do odtworzenia reszty cysteiny (Schemat 6) [13]. Lagodne utlenianie w koricowym
etapie reakcji, po utworzeniu catego lancucha polipeptydowego, powoduje utworze-
nie mostkéw disulfidowych, a biatko ulega pofatdowaniu [6, 14].

o
0,

o o] H
; = HyMN- [x / O
HyN CH, 2 e peptyd / + —N- ﬂEH‘

3
|
N /1\\
(g T peptyd & o ——— T o 14

H5

Schemat 6. Reakcja otwierania pierscienia tiazolidyny (Thz)
Scheme 6.  Thiazolidine (Thz) ring opening reaction

Przyktadem enzymu otrzymanego za pomocg KCL i NCL jest 203-aminokwa-
sowy homodimer proteazy HIV-1. Zsyntezowane z czterech fragmentéw peptydo-
wych biatko wykazywalo pelna aktywnos¢ enzymatyczng [15].

Na drodze KCL i NCL otrzymano réwniez wykazujacy pelng aktywnosé
katalityczng ludzki lizozym. Jest to enzym zbudowany ze 130 reszt aminokwaso-
wych, w tym o$miu reszt cysteiny. Jego synteze przeprowadzono taczac cztery frag-
menty peptydowe [14].

Poprzez polaczenie pieciu fragmentéw peptydowych natomiast przeprowa-
dzono synteze biatka nowotworowego NY-ESO-1 zbudowanego ze 180 reszt ami-
nokwasowych. W syntezie przeprowadzono desulfuryzacje wprowadzonych trzech
nienatywnych reszt cysteiny, a takze przeksztalcenie utlenionej formy metioniny do
natywnej metioniny (Schemat 7) [16].



METODY CHEMICZNE] LIGACJI W SYNTEZIE PEPTYDOW I BIALEK - CZESC T 737

HS
0 ey 4
I | | H
('/\7"' T MSErPhE T e e il L -~
S-Ar * N IR AW~ 5
\—I\i ] I - R
' 0
o H5
HyN | ( # )
Plng " H | {|Kinetyczme kontmolowana ligacja (KCL)
It e
hebecly S-Art e S A by ,/L o i) Zamiana Thz w Cys
H,N l i s R
)KL
i) Cys do Ala
Jii) Ar-5H
% HS~__ Gy
HaN - | l 34 ]
“IMet oty —FAIRHAIR T S5 Ar 4 HNTT ﬂ/ T se e MOy AR g T
o
KCL
(4]
N |
TSIy —— A Moy e Ey Al s e "
HS-_
Is 18
He e .,\__»]"_,.- = it W0 g COOH | NCL
e}
HN _COOH
T aMerstaly - |TAIBAS oy ety Al ey

Schemat 7.  Reakeje ligacji prowadzace do otrzymania biatka nowotworowego NY-ESO-1 zbudowanego ze
180 reszt aminokwasowych
Scheme 7. The ligation reactions leading to tumor protein NY-ESO-1, composed of 180 amino acid residues

3.NCL PEPTYDOW NIEZAWIERAJACYCH W SEKWENCJI RESZTY
CYSTEINY

Reakcja NCL jest bardzo przydatng metoda pozwalajaca na otrzymanie bialek
oraz polipeptydéw zawierajacych natywne wigzanie peptydowe. Problem pojawia
sie, gdy w sekwencji otrzymywanego bialka nie wystepuje reszta cysteiny, ktora musi
by¢ obecna na N-konicu C-peptydu by reakcja zaszla. Te ograniczenia mozna prze-
zwyciezy¢ poprzez zastosowanie specjalnie opracowanej strategii w syntezie metodg
NCL, gdzie reszte cysteiny wprowadza si¢ na miejsce innej reszty aminokwaso-
wej, a po zakonczeniu reakeji ligacji tak modyfikuje tanicuch boczny by otrzymac
oczekiwang sekwencje. Kolejng metodg jest przeprowadzenie reakcji NCL z wyko-
rzystaniem innego aminokwasu na N-koncu C-peptydu niz cysteina, a nastepnie
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modyfikacja powstatego tancucha bocznego lub zastosowanie grupy pomocniczej
zawierajacej w swojej budowie grupe tiolowa [9].

3.1. NCL Z WYKORZYSTANIEM SELENOCYSTEINY

Jedna z metod syntezy biatek niezawierajacych w swojej sekwencji cysteiny jest
wprowadzenie w jej miejsce rzadkiego aminokwasu - selenocysteiny (Sec). Reak-
cja ligacji z grupa selenowodorowa zachodzi szybko i z wysoka wydajnoscia, gdyz
nukleofil selenowy jest bardziej kwasowy i nukleofilowy niz grupa tiolowa. Produkty
NCL zawierajace selenocysteing mozna podda¢ dalszym modyfikacjom. Selenocy-
steing mozna przeksztalci¢ w reszte alaniny przy zastosowaniu niklu Raneya, nato-
miast zastosowanie nadtlenku wodoru podczas oksydacyjnej eliminacji prowadzi
do otrzymania dehydroalaniny w miejscu ligacji (Schemat 8) [17].

Schemat 8.  Reakcja ligacji z wykorzystaniem Sec na N-koncu C-peptydu
Scheme 8. Ligation reaction with Sec residue at N-terminus of C-peptide

3.2. NCL Z WYKORZYSTANIEM HISTYDYNY

Nastepnym przykladem zastosowania aminokwasu innego niz cysteina jest
uzycie histydyny na N-koncu C-peptydu. Ugrupowanie imidazolowe pelni role
nukleofila, przyspieszajacego reakcje przeniesienia acylu na atom azotu grupy ami-
nowej w warunkach kwasowych (Schemat 9) [18].

Nj 0 HNFHL
L || Bi LS5
N Y & HN—_ .. |
A L - COOH fgd SAT HyN_ ,‘ ! i -
HiN~ & “Peptyd 2~ Ligacha 2 wykerzystaniem histydyny TPeptyd L H’ R ~Peptyd 2 — LM
s oH<s |

Schemat 9.  Reakcja ligacji z wykorzystaniem histydyny na N-koncu C-peptydu
Scheme 9.  Reaction of histidine ligation at N-terminus of C-peptide
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3.3. CHEMICZNA MODYFIKACJA PRODUKTOW NCL

Produkt otrzymany metoda ligacji mozna w rézny sposéb zmodyfikowa¢ che-
micznie. W wyniku tych modyfikacji w miejscu cysteiny otrzymuje si¢ reszty takich
aminokwasdw jak: alanina, seryna, glutamina, kwas glutaminowy czy lizyna, co pro-
wadzi do otrzymania biatka o zupelnie nowych wlasciwosciach.

3.3.1. Alkilowanie i tioalkilowanie

Do modyfikacji reszty cysteiny wykorzystywane sg wlasciwoséci nukleofilowe
grupy tiolowej oraz jej podatnos$¢ na alkilowanie i tioalkilowanie. Reszta cysteiny
obecna w bialkach moze zosta¢ przeksztalcona w procesie tioalkilowania metano-
tiosulfonianem metylu w analog metioniny. Mozna réwniez otrzymac analog lizyny
w reakeji z bromoetyloaming [19] lub analog seryny w reakcji metylowania cysteiny
4-nitrobenzenosulfonianem metylu, a nastepnie wewnatrzczasteczkowego przegru-
powania z bromocyjanem (CNBr) w kwasie mréwkowym, na skutek czego, w lekko
zasadowym $rodowisku, nastepuje przeniesienie acylu O>N (Schemat 10) [20].

CooH

. i _N-.
Peptyd 1 L - Peptyd 2=
H

" Paptyd 1

Peptyd 1+

4 CO0Oh
~Peptyd 2

Paptyd &

Schemat 10. Reakcja przeksztalcenia cysteiny w seryng w wyniku metylowania, a nastgpnie wewnatrzczastecz-
kowego przegrupowania z CNBr w kwasie mréwkowym

Scheme 10.  The conversion of cysteine to serine residue due to the methylation and intramolecular rearrange-
ment with CNBr in the formic acid

3.3.2. Katalityczna desulfuryzacja reszt cysteiny

Desulfuryzacja jest jedna z najpowszechniejszych i najprostszych metod
modyfikacji produktu ligacji. Polipeptyd zawierajacy wolna grupe tiolows jest prze-
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ksztalcany w natywny analog poprzez zastosowanie niklu Raneya lub borku niklu.
Metoda ta umozliwia synteze peptyddw czy bialek niezawierajacych w sekwencji
reszty cysteiny. Reakcje NCL mozna przeprowadzi¢ w miejscu gdzie w oczekiwane;j
sekwencji znajduje sie reszta alaniny. Podczas syntezy C-peptydu w miejsce alaniny
wprowadza si¢ cysteing, nastepnie przeprowadza reakcje NCL, po czym po desulfu-
ryzacji otrzymuje si¢ produkt zawierajacy w miejscu ligacji oczekiwang reszte ala-
niny (Schemat 11) [21].
Rl decleoe: S 1y~ A —PRRRIOR
H O
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a HoO
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Schemat 11. Synteza biatka metoda NCL wraz z desulfuryzacja reszty Cys prowadzaca do otrzymania Ala
w miejscu ligacji
Scheme 11.  Synthesis of a protein by NCL with desulfurization of Cys residue leading to Ala at the ligation site

Glowna wadg desulfuryzacji jest stosowany podczas reakeji katalizator niklowy,
ktory czesto powoduje agregacje i doprowadza do réznych reakcji ubocznych, takich
jak epimeryzacja drugorzedowych alkoholi, a takze desulfuryzacja tioeteréw w resz-
tach tiazolidyny (Thz) i metioniny. Opracowano metod¢ pokonujaca te ogranicze-
nia - zastosowano katalizator o budowie rodnikowej (VA-044). Katalizator ten jest
rozpuszczalny w wodzie i ma bardzo niskg temperature rozpadu [22].

Desulfuryzacje mozna przeprowadzi¢ réwniez po reakcji NCL w miejscu,
gdzie w sekwencji bialka znajduje si¢ fenyloalanina lub walina. W przypadku gdy
celem jest otrzymanie biatka zawierajacego reszte waliny, w pozycje 8 lub y tego
aminokwasu wprowadza si¢ tymczasowo grupe tiolows. Grupa tiolowa w pozycji
y bedzie grupa pierwszorzedows, a wigc bardziej reaktywna niz w pozycji p [23].
W przypadku fenyloalaniny grupe tiolowa wprowadza si¢ w pozycje 8, co prowadzi
do produktu ligacji zawierajacego 3-merkaptofenyloalanine [24]. Po przeprowa-
dzeniu obu opisanych reake;ji ligacji nalezy wykona¢ desulfuryzacje co prowadzi do
otrzymania produktu polaczonego natywnym wigzaniem peptydowym z waling lub
fenyloalaning w miejscu ligacji.
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3.3.3. Alkilowanie homocysteiny

Ligacja fragmentéw peptydowych moze zajs¢, gdy na N-koncu C-peptydu
znajduje si¢ homocysteina. Reakeja ta zachodzi analogicznie do NCL jednak w tym
przypadku tworzy sie 6-czlonowy stan przejsciowy, a produkt koncowy potaczony
natywnym wigzaniem peptydowym w miejscu ligacji posiada homocysteine (Sche-
mat 12).

Otrzymany produkt z homocysteing w miejscu ligacji mozna nastepnie zmo-
dytikowa¢ np. poddajac go reakeji alkilowania p-nitrobenzenosulfonianem metylu
co prowadzi do peptydu posiadajacego reszte metioniny w miejscu ligacji [6, 25].

5 H
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-
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Peptyd 2

Schemat 12. Ligacja z wykorzystaniem homocysteiny na N-koncu C-peptydu
Scheme 12.  Ligation using homocysteine at the N-terminus of the C-peptide

3.4. ZASTOSOWANIE GRUP POMOCNICZYCH

Ligacja peptyddéw niezawierajacych reszty cysteiny moze zachodzi¢ takze
w obecnosci grup pomocniczych zawierajacych grupe tiolowa. Wprowadza sie ja
w poblize N-konica C-peptydu, a nastepnie przeprowadza reakcje ligacji. Po powsta-
niu produktu posredniego polaczonego wiazaniem tioestrowym dochodzi do
wewnatrzczasteczkowego przegrupowania jak w przypadku reakcji NCL, a nastep-
nie z nowo powstalego produktu usuwa si¢ grupy pomocnicze (Schemat 13).
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Praktyczne grupy pomocnicze powinny cechowa¢ sie fatwoscig wprowadzania
do fragmentu poddawanego syntezie, powinny tatwo i szybko ulega¢ ligacji w dena-
turujacym buforze wodnym oraz fatwo ulega¢ usuni¢ciu w tagodnych warunkach
6, 26].
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A

Schemat 13. Reakcja ligacji w obecnosci grup pomocniczych
Scheme 13.  Ligation reaction in the presence of auxiliary groups

Grupy pomocnicze to zwigzki organiczne wsrdéd ktérych wyrézni¢ mozemy
grupy fotolabilne (Schemat 14). S3 one zwigzkami N*-1-arylo-2-merkaptoetylowymi
i zawierajg w swojej budowie o-nitrobenzen, pozwalajacy na efektywne laczenie
dwdch fragmentéw peptydowych. Produkty ligacji uzyskuje si¢ z wysoka wydajno-
$cig, po czym grupe pomocnicza usuwa si¢ za pomocg $wiatla. Gléwnym ograni-
czeniem metody jest mozliwo$¢ otrzymywania peptydéw zawierajacych w miejscu
ligacji tylko nierozbudowane sterycznie aminokwasy, takie jak glicyna-alanina i gli-
cyna-glicyna [7, 27].

R

1 R*=tancuch boczny
R aminakwasu
R'=H,0Me

Schemat 14. Grupa fotolabilna
Scheme 14.  Photocleavable auxiliary group
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Kolejnym przykladem czgsto wprowadzanych na N-koniec C-peptydu grup
pomocniczych s3 grupy etanotiolowe i oksyetanotiolowe (Schemat 15.). Po wpro-
wadzeniu grupy do fragmentu peptydowego zostaje przeprowadzona reakcja NCL,
po czym wigzanie N-O znajdujace si¢ w grupie oksyetanotiolowej moze zostaé zre-
dukowane cynkiem w $rodowisku kwasnym co prowadzi do otrzymania natywnego
wigzania peptydowego w miejscu ligacji [28], natomiast grupa etanotiolowa nie
zostaje usunieta z peptydu. Zwigzki te wielokrotnie sprawdzily si¢ w syntezie pepty-
dow trudnych i problematycznych takich jak peptydy cykliczne.

- R=lancuch bocny
aminakwasuy
¥=CH,, OCH

Schemat 15.  Grupa etanotiolowa/oksyetanotiolowa
Scheme 15.  Ethanethiol/oxyethanethiol auxiliary group

Do grup pomocniczych zaliczamy réwniez grupy N*-1-arylo-2-merkap-
toetylowe, ktére pozwalajg na tgczenie fragmentéw ze stosunkowo wysoka wydaj-
noscig, gdy w miejscu ligacji znajduja si¢ nierozbudowane sterycznie aminokwasy
takie jak alanina lub glicyna. Pozwalaja na uzyskanie wysokiej wydajnosci synte-
zowanych peptydéw, moga to by¢ zaréwno glikopeptydy, jak i peptydy cykliczne.
Grupe pomocniczg usuwa si¢ w warunkach silnie kwasowych tj. pod dzialaniem
TFA/TMSBr lub cieklego fluorowodoru (Schemat 16) [6, 7].
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Schemat 16. Reakcja ligacji z zastosowaniem grupy N“-1-arylo-2-merkaptoetylowej
Scheme 16.  Ligation reaction using N*-1-aryl-2-mercaptoethyl group
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Do grup pomocniczych naleza réwniez silnie nukleofilowe zwiazki z grupy
4,5,6-trimetoksy-2-merkaptobenzyloaminowych (Tmb) (Schemat 17). Grupa
2-merkaptobenzylowa zostala tak zaprojektowana, by byla labilna w $rodowisku
kwasowym oraz by reakcja ligacji byla bardziej efektywna, dzigki tworzacemu si¢
trzeciorzedowemu amidowi [6].

=] R

Peptyd 1/ ~sph 4 SH gy \T -\Peptyd 2

Peptyd iy SN {/PEP‘W‘ 2

!

0

Schemat 17. Ligacja z zastosowaniem grupy 4,5,6-trimetoksy-2-merkaptobenzyloaminowej (Tmb)
Scheme 17.  Ligation using 4,5,6-trimethoxy-2-mercaptobenzylamine (Tmb) group

Niedawno zaprojektowano réwniez bardzo funkcjonalng grupe pomocnicza
2-merkapto-2-fenyloetylowa (Schemat 18), ktéra po dolaczeniu drugiego frag-
mentu peptydowego jest selektywnie usuwana w fagodnie zasadowych warunkach
i w obecnosci TCEP [29].

i [‘ gl ks

HS. | 0

Schemat 18. Grupa 2-merkapto-2-fenyloetylowa
Scheme 18.  2-mercapto-2-phenethyl auxiliary group

Jako prekursory tioestru dla reakcji natywnej chemicznej ligacji zaprojekto-
wano réowniez pochodne amidu peptydowego Weinreb z grupg merkaptoetylowa
podstawiong do atomu azotu. Udowodniono, ze amidy te sa doskonatymi elektro-
filami, ktére ulegajac wewnatrzczasteczkowej acylowej substytucji nukleofilowej
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tworzg tioestry dla NCL in situ. Reakcja ligacji takich tioestréw z peptydem zawiera-
jacym reszte cysteiny zachodzi szybko w normalnych warunkach NCL, prowadzac
do utworzenia réznych wigzan peptydowych Xaa-Cys, w tym réwniez trudnego do
otrzymania innymi metodami wigzania Val-Cys [30].

PODSUMOWANIE

Synteza peptydéw z wykorzystaniem natywnej chemicznej ligacji oraz kine-
tycznie kontrolowanej ligacji posiada wiele zalet, a wérdéd nich:

reakcja chemicznej ligacji pozwala rozwigzaé problemy zwigzane z rozpusz-
czalnoscig i racemizacja, ktére wystepuja w klasycznej syntezie w roztworze
reakcja ta umozliwia efektywne sprzeganie nawet duzych lancuchéw pepty-
dowych

jest to reakcja wysoce chemoselektywna, gdyz w wyniku jej zajscia nie two-
rzg si¢ zazwyczaj produkty uboczne

jest to reakcja regioselektywna, gdyz pierwszy etap reakgji tj. wymiana tiol
— tioester jest catkowicie odwracalny w obecnosci egzogennego tiolu jako
katalizatora

substratami do reakcji sg nieostoniete fragmenty peptydowe, ktore dosé¢
fatwo mozna otrzymac za pomocg syntezy na no$niku statym

zaréwno substraty, jak i produkty mozna z tatwosécia oczysci¢ za pomoca
wysokosprawnej chromatografii cieczowej na fazach odwroconych
(RP-HPLC).

Wymienione zalety sprawily, ze reakcja ligacji cieszy si¢ coraz wigksza popular-
noscig. Naukowcy z calego $wiata coraz czg$ciej wybierajg metody NCL oraz KCL do
syntezy bialek oraz polipeptydéw o trudnych sekwencjach, rozgatezionych, czesto
agregujacych i problematycznych, na co wskazujg liczne doniesienia literaturowe.
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