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Hydroliza enzymatyczna wigzania peptydowego z oporami dyfuzyjnymi

Wstep

Podstawowym wymaganiem stawianym skutecznej terapii anty-
nowotworowej jest dotarcie leku do miejsca dziatania w formie ak-
tywnej i w danym st¢zeniu oraz aby dawka terapeutyczna pozostata
stata przez mozliwie najdiuzszy czas. Efekty takie sa jednak trudne
do osiagnigcia ze wzgledu na ograniczenia w dziataniu farmaceuty-
kéw, w tym ich degradacjg, oddziatywanie z innymi zwiazkami
i komérkami w organizmie, a takze niezdolnos$¢ do penetracji tkanek
na skutek ich natury chemicznej. Przeszkody te moga pokona¢ poli-
merowe systemy dostarczania lekéw pozwalajace na kontrolowane
uwalnianie substancji aktywnych [Vilar i in., 2012].

Uwalnianie lekéw z matryc polimerowych moze zachodzi¢ na kil-
ka sposobéw: na drodze dyfuzji z nosnika, z powodu pgcznienia
polimeru, jego degradacji lub erozji [Dumoulin i in., 1999].

Stosunkowo nowym podejsciem jest przylaczenie leku do niebio-
degradowalnej matrycy polimerowej wigzaniem kowalencyjnym lub
przez krétki tacznik, w ktérym to przypadku uwalnianie substancji
aktywnej moze zachodzi¢ na drodze rozktadu wspomnianego pota-
czenia pod wptywem réznych czynnikéw, jak kwasne pH czy enzy-
my [Vilar i in., 2012].

Zastosowanie enzymoéw do degradacji wiazania no$nik-lek stanowi
alternatywe dla mato specyficznych strategii uwalniania, jak pgcznie-
nie polimeru, czy chemiczna i fizyczna erozja. Koniugaty skompo-
nowane z odpowiedniego tacznika i ukierunkowanego wobec niego
enzymu stwarzaja nowe mozliwosci lokalnego dostarczania lekéw
z no$nikéw polimerowych umieszczonych w miejscu chorobowo
zmienionym.

Podstawowym zagadnieniem zwigzanym z funkcjonowaniem
uktadu lek-nosnik (matryca polimerowa) — enzym jest wyznaczenie
parametréw kinetycznych reakcji enzymatycznej z natozonymi opo-
rami dyfuzyjnymi, stabilno$¢ katalizatora w warunkach procesowych,
szybko$¢ transportu leku przez matrycg polimerowa, co ostatecznie
sprowadza si¢ do okre$lenia rezimu procesu. Badania szybkosci
transportu substancji przez matryce polimerowe przeprowadzono
i opisano w pracy [Trusek-Holownia i Jaworska, 2014].

Przedmiotem niniejszych badan byto przylaczenie czasteczki mo-
delowej do stalego nosnika z udzialem wigzania amidowego i hydro-
liza powstatego potaczenia z wykorzystaniem odpowiednio dobrane-
g0 enzymu.

Badania doswiadczalne
Materiaty

W badaniach wykorzystano CM Sepharose® jako nosnik, H-D-
Tyr-OMe chlorowodorek jako ligand, N-(3-dietyloaminopropylo)-N’-
etylokarbodiimid (EDC), o-chymotrypsyng z trzustki wotowej, ter-
molizyng z Bacillus thermoproteolyticus rokko, proteaz¢ z Rhizopus
sp., proteazg z Bacillus licheniformis (subtylizyng), wotowa albuming
serum (BSA), standardy biatek 6,5+66 kDa (Sigma-Aldrich), disodu
wodorofosforan, potasu diwodorofosforan, kwas ortofosforowy 85%,
trietyloaming bezwodna o czystosci czda (POCh)

Protokoty sprzegania

Wytworzenie wigzania amidowego pomigdzy ligandem H-D-Tyr-
OMe a CM-Sepharose przeprowadzono w temperaturze pokojowej w
r6znych warunkach procesowych (Tab. 1) — modyfikacje procedury
[Nakajima i Ikada, 1995]. Schematycznie poszczegdlne etapy przed-
stawiono na rys. 1. 240 pL no$nika (CM-Sepharose) zawierajacego
2,1610° mola grup karboksylowych dodano do 760 pL buforu
o danym pH. W nastgpnej kolejnosci dodano 1,0 mL roztworu EDC

(aktywator) o stgzeniu 41,4 g‘L‘l (21,6:'10° mola) i mieszano przez 20
minut. Po tym czasie dodano 1,0 mL roztworu liganda (2,16:107
mola) oraz 3,0 pL trietyloaminy (2,1610° mola) i pozostawiono na
16 godzin w warunkach mieszania. W przypadku protokotu z odmy-
waniem EDC, nosnik przemyto odpowiednim buforem przed doda-
niem liganda i trietyloaminy.

240 pl CM Sepharose
760 plL buforu

=2~ 1mLEDC

@ aktywacja 20 minut

240 pl CM Sepharose
760 plL buforu
1 mL EDC

@ odmywanie buforem (opcjonalnie)

1 mL liganda

240 pl CM Sepharose
e 3 plL trietyloaminy

760 plL buforu

@ sprzeganie 16 godzin

Ligand przytgczony
do CM Sepharose

Rys. 1. Schemat protokotu sprzggania

Wedlug powyzszego schematu przeprowadzono takze sprzg¢ganie
peptydéw o masach czasteczkowych ok. 200+10000 Da (aktywacja
i sprzgganie w pH 7,0; bez odmywania aktywatora).

Tab. 1. Zastosowane strategie sprzggania i uzyskane wydajnosci

Aktywacja | Sprzeganie . .,
pH oH Strategia Wydajnos¢, [%]
6,0° 6,0 53
5 Bez odmywania EDC
7,0 7,0 73,5
50° 7,0 39,4
6,0 6,0 42
Z odmywaniem EDC
6,0 7,0 17,1
7,0 7,0 48,8

*0,05 M bufor fosforanowy pH 6,0
0,05 M bufor fosforanowy pH 5,0

®0,05 M bufor fosforanowy pH 7,0

Prébki pobrane przed i po reakcji sprzggania analizowano technika
wysokosprawnej ~ chromatografii  cieczowej HPLC  (High-
Performance Liquid Chromatography) w celu sprawdzenia wydajno-
$ci przeprowadzonej immobilizacji.

Analiza HPLC

H-D-Tyr-OMe poddano analizie HPLC wykorzystujac Waters LC
Module I PLUS HPLC System (Waters, USA) oraz kolumng XTerra
RP ;s (Waters). Dobrano nastgpujace warunki analizy: faza mobilna
0,3% kwas ortofosforowy, przeptyw 1,0 mL'min™', objetos¢ nastrzyku
10 pL, temperatura kolumny i detektora 30°C, czas analizy 10 minut,




Prosimy cytowac jako: Inz. Ap. Chem. 2015, 54, 4, 186-188

Nr 4/2015

INZYNIERIA I APARATURA CHEMICZNA

str. 187

detekcja UV przy dlugoscei fali 280 nm. Otrzymane chromatogramy
zanalizowano z wykorzystaniem programu Millennium 32 (Waters,
USA).

Masy czasteczkowe peptydoéw i ich st¢zenie oznaczono metoda
SE-HPLC stosujac potaczone szeregowo kolumny BioSep-SEC-
52000 i Yarra-3u-SEC-2000 (Phenomenex). Zastosowano nastgpujace
warunki pomiarowe: 0,1 M bufor fosforanowy pH 6,8; przeptyw 0,6
mL'min™"; detekcja UV przy 214 nm; temperatura kolumny 25 °C;
czas analizy 60 min. Masg¢ czasteczkowa poszczeg6lnych peptydéw
wyznaczano na podstawie krzywej standardowe;j:

log(M,4s) = -0,1296¢,,, + 5,2143 (1)
wykonanej dla wzorcowych zwiazkéw o znanych masach czastecz-
kowych (albumina serum — 66 kDa; anhydraza wegglanowa — 29 kDa;
cytochrom C — 12,4 kDa; aprotynina — 6,5 kDa, cyjanokobalamina —
1,3 kDa).

Hydroliza wigzania aminokwas-nosnik

Reakcje hydrolizy przeprowadzono dla nos$nika z przylaczona
H-D-Tyr-OMe, przy aktywacji i sprzgganiu zachodzacym w pH 7,0
bez odmywania aktywatora. Do no$nika przemytego po sprzgganiu
buforem o odpowiednim dla danego enzymu pH dodano 5 mL enzy-
mu w danym stgzeniu (Tab. 2). Stezenia enzyméw, pH i temperaturg
w procesie dobrano w niezaleznych reakcjach hydrolizy biatek
w reaktorze mieszalnikowym.

Tab. 2. Warunki prowadzenia reakcji hydrolizy

Stezenie Objgtosée
. Temperatura
Enzym enzymu reakcyjna Bufor °C]
[gL'] [mL]
a-chymotrypsyna 0,5 37
Termolizyna 0,5 Fosforanowy 50
- 6.0 pH17.2

Prolea;a z l?ac'zllus 0.05 A 50
licheniformis
Proteaza 05 KH,PO,/HC1 37
z Rhizopus sp. ? pH 3,0 .

Reakcje prowadzono przez 24 godziny, w trakcie pobierajac prébki
i poddajac je analizie HPLC. Po tym czasie dodano kolejna porcje
enzymu w wyzszym st¢zeniu i pozostawiono na kolejna dobg. Hydro-
lizaty analizowano na HPLC jak poprzednio. Stopien hydrolizy (SH)
wyznaczano wedtug wzoru

st =Y 100% @
H

gdzie:

SH — stopien hydrolizy [%]

W — liczba czasteczek liganda, ktéra zostala odtaczona od nosnika
po danym czasie hydrolizy

H - liczba czasteczek liganda przylaczona do no$nika

Hydroliza przytaczonych peptydow

Wotowa albuming serum (BSA) poddano hydrolizie z udzialem
termolizyny jako biokatalizatora celem uzyskania peptydéw do dal-
szego sprzggania z nosnikiem statym. Hydroliz¢ BSA prowadzono
w termostatowanych reaktorach mieszalnikowych (50°C) w pH 7,2.

W tym celu roztwor biatka [5,0 g‘L‘l] oraz termolizyny [0,5 g'L'l]
preinkubowano w 50°C przez 10 minut. Nastgpnie rozpoczgto reak-
cj¢ dodajac enzym do substratu. Proces prowadzono przez 48 godzin.
Roztwor po hydrolizie, zawierajacy szeroka gamg peptydéw poddano
w dalszej kolejnosci sprzgganiu z no$nikiem CM Sepharose.

Nastepnie przeprowadzono reakcjg hydrolizy sprzggnigtych do no-
$nika peptydéw z udzialem subtylizyny [2,0 gL']. Reakcje prowa-
dzono w temperaturze 50°C przez 48 godzin. Prébki uzyskane na
wszystkich etapach badan (hydroliza BSA, sprzgganie, hydroliza
peptydéw) poddano analizie HPLC.

Wyniki i ich analiza
Efektywnosé reakcji sprzegania

W pierwszej kolejnosci przeprowadzono reakcje sprzggania wy-
branej czasteczki modelowej, jaka byta H-D-Tyr-OMe z no$nikiem
statym CM Sepharose. CM Sepharose jest no$nikiem ziarnistym
posiadajacym na powierzchni wolne grupy karboksylowe, do ktérych
przy udziale EDC jako aktywatora przylaczono wiazaniem amido-
wym ligand majacy wolna grupg¢ aminowa. Reakcje przeprowadzono
w buforach do aktywacji i sprzg¢gania rézniacych si¢ odczynem pH
(modyfikujac samodzielnie posiadany protokét [Nakajima i Ikada,
1995]) w celu znalezienia warunkéw sprzyjajacych najbardziej efek-
tywnej immobilizacji (Tab. 1).

W przypadku, gdy zaréwno bufor do aktywacji no$nika, jak i bufor
do sprzggania liganda miaty pH 7,0, uzyskano najwyzsza wydajnos¢
(73,5%). Z danych literaturowych wynika, ze aktywacja grup karbok-
sylowych najlepiej zachodzi przy pH lekko kwasnym 6,0 [Pieper
i in., 2000; Wissink i in., 2001], jednak wyniki badan uzyskane przez
autor6w niniejszej pracy tego nie potwierdzaja, co wskazuje, iz dla
kazdej pary nosnik ligand nalezy indywidualnie dobra¢ warunki
sprzggania, aby uzyska¢ mozliwie najwyzsza wydajnosc.

Hydroliza wigzania aminokwas-nosnik

Hydroliz¢ utworzonego wiazania ligand (aminokwas)-no$nik pro-
wadzono z wykorzystaniem réznych enzymdéw proteolitycznych
(Tab. 2). Wg bazy MEROPS dobrane proteazy posiadaja specyficz-
no$¢ hydrolizy wiazania peptydowego w pozycji P1°, niemniej pro-
blemem moze by¢, ze posiadaja one niewielka aktywnos¢ egzopepty-
dazowa.

W przypadku zastosowania takich enzyméw jak termolizyna i pro-
teaza z B. licheniformis (subtylizyna), nie zaobserwowano zaj$cia
reakcji hydrolizy. Niewielki, aczkolwiek widoczny postgp hydrolizy
odnotowano, gdy uzyto enzymOw «-chymotrypsyny i proteazy
z Rhizopus sp. (Tab. 3). Po 24 godzinach prowadzenia procesu hydro-
lizy dodano druga porcje odpowiedniego enzymu w st¢zeniu
2,0 gL', W przypadku reakcji z o-chymotrypsyna zaobserwowano
wzrost stopnia hydrolizy o blisko 0,6 punktu procentowego, podczas
gdy stopien hydrolizy po trawieniu proteaza z Rhizopus sp. nie ulegt
zmianie.

Tab. 3. Wydajnosci reakcji hydrolizy wiazania aminokwas-no$nik
uzyskane dla enzyméw o-chymotrypsyna i proteaza z Rhizopus sp.

Enzym Czas hydrolizy [h] | Stopien hydrolizy [%]
L5 0,122
3.5 0,130
a-chymotrypsyna
24 0,146
48 0,723
1.5 0,194
35 0,196
Proteaza z Rhizopus sp.
24 0,295
48 0,295

Wyniki uzyskane dla chymotrypsyny mozna zinterpretowaé nastg-
pujaco: enzym posiada zdolno$¢ dyfundowania do powierzchni no-
$nika w celu hydrolizy wiazania pomigdzy nim a aminokwasem.
Reakcja ta przebiega w rezimie mieszanym, poniewaz z jednej strony
efektywnos¢ calego procesu jest znacznie nizsza anizeli w reaktorze
mieszalnikowym (co spowodowane jest oporami dyfuzji zewngtrz-
nej) a réwnoczesnie wzrost st¢zenia enzymu podnosi znaczaco (nieli-
niowo) stopien hydrolizy.

Analogicznego zjawiska nie zaobserwowano dla proteazy z Rhizo-
pus sp., co $wiadczy, ze dyfuzja zewngtrzna jest czynnikiem dominu-
jacym w procesie i na tyle silnym, ze po hydrolizie wigzan latwiej
dostegpnych proces zostaje zatrzymany i w konsekwencji jego wydaj-
nos$¢ jest bardzo niska.
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Hydroliza przytaczonych peptydow

W przypadku eksperymentéw majacych na celu sprawdzenie prze-
biegu hydrolizy immobilizowanych na no$niku stalym peptydéw,
w pierwszej kolejnosci przeprowadzono reakcj¢ hydrolizy wotowej
albuminy serum z udzialem enzymu termolizyna. Uzyskany po 48 h
rozktad peptydéw pokazano na rys. 2. Wynika z niego, iz w procesie
enzymatycznej degradacji BSA powstaje szeroki wachlarz peptydéw
o masach od ok. 10 kDa do ok. 0,2 kDa (masa pojedynczych amino-
kwasow). Hydrolizat albuminy serum byl nastgpnie substratem do
reakcji sprzggania z nosnikiem statym CM Sepharose. Wydajno$é
tego procesu wyniosta 88,0 %.

W kolejnym kroku przeprowadzono hydroliz¢ peptydéw na nosni-
ku, wykorzystujac jako biokatalizator proteaz¢ z B. licheniformis
(subtylizyng), ktéry to enzym charakteryzuje si¢ szeroka specyficz-
noscia substratowa. Sktad uzyskanych hydrolizatéw przedstawiono
na rys. 3. Jak wida¢, sktad jakosciowy proby rézni si¢ od sktadu
roztworu podawanego do przytaczenia z no$nikiem. Czasteczki te
(Rys. 3) powstaty najprawdopodobniej przez odcinanie od dtuzszych
fancuchéw, do ktérych enzym mial dogodny dostgp. Z tego tez
wzgledu w hydrolizacie nie ma fragmentéw o masie wigkszej niz 5,5
kDa i mniejszych niz 0,2 kDa. Z bilansu masy wynika, iZ uwolnione
zostato 77,2 % masy immobilizowanych peptydéw. Czasteczki, ktére
pozostaty przylaczone do no$nika to takie, do ktérych enzym nie
dotart ze wzgledu na opory sferyczne.

Whnioski

Badania przedstawione w niniejszej pracy stanowia wstgp do dal-
szych badan nad zagadnieniem koniugatéw substancji biologicznie
czynnych i no$nikéw statych, ktére w przysztosci moga zosta¢ wyko-
rzystane jako rezerwuary lekéw do kontrolowanego uwalniania przy-
ktadowo w terapii antynowotworowe;.

Pomimo, iz sprzgganie réznych ligandéw z nos$nikami jest dosé
szeroko opisane w literaturze, wyniki badan wilasnych pokazaty
potrzebg optymalizacji warunkéw prowadzenia tego procesu dla
danego uktadu ligand-no$nik.
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Rys. 2. Rozktad mas czasteczkowych peptydéw uzyskanych w procesie hydroli-
zy albuminy serum (BSA) z udzialem termolizyny, bgdacych nastgpnie
substratem reakcji sprzggania z no$nikiem statym.
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Rys. 3. Rozktad mas czasteczkowych dla fragmentéw uzyskanych w wyniku
hydrolizy peptydéw immobilizowanych na nosniku CM Sepharose z udziatlem
enzymu subtylizyny jako aktywatora.

Hydroliza wigzania amidowego migdzy czasteczka aminokwasu
a no$nikiem statym z udziatem proteaz jest silnie ograniczona przez
dostgpno$¢ enzymu do unieruchomionego substratu. Istnieje potrzeba
dobrania tacznika oddalajacego uwalniana czasteczkg od powierzchni
no$nika. Potrzebeg ta potwierdzaja wyniki uzyskane dla hydrolizy
dtuzszych peptydéw immobilizowanych na no$niku stalym. Osig-
gnigty znacznie wyzszy stopien hydrolizy §wiadczy o lepszej dostgp-
nos$ci enzymu do takiego substratu.
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