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Analiza MS polipeptydow otrzymywanych
z kolagenu: od technologii do ciekawego odkrycia?

Przyrodniczo-Humanistyczny w Siedlcach

Prosimy cytowac jako: CHEMIK 2016, 70, 3, 144-149

W ostatnich latach obserwuje sie rosnace zainteresowanie polipep-
tydami, poniewaz s3 one przedmiotem wielu prac badawczych i apli-
kacyjnych w roznych obszarach przemystu chemicznego i lekkiego,
w medycynie, farmakologii, kosmetologii, w przemysle spozywczym,
itp. [1-8]. Na duza skale mozna je m. in. otrzymywac w procesie hydro-
lizy kolagenu [9, 10]. Niedawno opublikowano proekologiczng i ener-
gooszczedna technologie produkgii polipeptyddw z tego surowca (tj.
z rozdrobnionych skérek zwierzecych, pozyskiwanych w czasie uboju
bydfa i trzody chlewnej). Byta ona opracowana i wdrozona w Che-
micznej Spétdzielni ,Zelatyna” w Stupsku (p6zniejszy LOTON) [I1].
Niezwykle waznym zagadnieniem w tej technologii jest analiza otrzy-
mywanego hydrolizatu, tj. okreslenie wielkosci czasteczek polipepty-
déw. Ostatecznie zaproponowano szybka i dogodna metode analizy
za pomocga spektrometrii mas (MS), pozwalajaca prowadzi¢ kontrole
‘on-line’ w trakcie hydrolizy, jak réwniez identyfikowa¢ tworzace sie
frakcje peptydowe po zakonczeniu procesu (w finalnym produkcie).
Widma rejestrowano technikami tzw. jonizacji miekkiej (elektrosprej,
fotosprej, fotojonizacja pod cisnieniem atmosferycznym). Idea i szcze-
goly tej metody zostaty opublikowane w [12].

Opracowanie metody, pod katem wykorzystania w dyskutowanej
technologii, byto mozliwe dzieki poczynionej obserwaciji, ze czgsteczki
polipeptyddw, niezaleznie od wielkosci taricucha, jonizujq sie ok. 50-krot-
nie. Sa to ciekawe i bardzo zaskakujace wyniki. Obserwowana prawi-
dfowos¢ zostata potwierdzona prowadzonymi réwnolegle badaniami
metoda elektroforetycznej analizy poréwnawczej [12], ktéra czesto
stosuje sie do analizy biatek i peptydéw. Wiasciwie to korelacja po-
migdzy wynikami uzyskanymi metoda MS oraz metoda elektrofore-
zy pozwolita sformutowa¢ wniosek o takiej samej krotnosci jonizacji.
W widmach MS pojawialy si¢ serie sygnatéw w niskim zakresie war-
tosci m/z = 400-2500 (przyktad na Rys. la). Zastanawiajace byto ich
wzajemne podobienstwo, z charakterystycznym, szerokim rozkfadem
(obwiednia) pikéw na widmie.

Widma s3 mafo czytelne, co niewatpliwie jest zwigzane z ogromna
populacja mierzonych jonéw. Na przykltad, w przedziale 43-44 kDa
(rzeczywista frakeja; patrz [12]) potencjalnie mozna oczekiwa¢ nawet
tysiaca tanicuchéw polipeptydowych. Kazdy z nich moze by¢ wielo-
krotnie zjonizowany i dla kazdego powinien by¢ widoczny gaussow-
ski rozktad (dla serii sygnatéw odpowiadajacych kolejnym tadunkom)
[13]. Zawezajac przedziat zmiany tadunku tylko do z_ = 10 (Az =
20), zaobserwuije sie¢ 1000 x Az = 20000 jonéw dla wybranej frakgji
polipeptydéw. Dodatkowo, kazdy jon ma charakterystyczny rozkiad
izotopowy, dobrze widoczny dla duzych mas molekularnych; np. dla
M = ok. 40 kDa wyraznie daje si¢ zaobserwowac siedem jonéw izo-
topowych. Prowadzi to do 20000 x 7 = 140000 jonéw. Interpretacja
tak ’szerokiego piku’ jest praktycznie niemozliwa, szczegdlnie w przy-
padku naktadania sie z innymi podobnymi ’pikami’ z sasiedztwa. Ale
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mozna okreslic maksimum krzywej, tzw. $rednia wartos¢ [m/z],.

W rozpatrywanych widmach obserwowane maksima pasuja bardzo
dobrze do stopnia jonizacji z,_ = ok. 50+ (dobra korelacja dyskutowa-
nej wyzej tendencji do multi-jonizacji z wynikami uzyskanymi metoda
elektroforezy [12] i pomiarami metoda optyczna [I |, 14]. Oznacza to,
ze wszystkie czasteczki polipeptydow tworzace sie w procesie hydro-
lizy kolagenu (niezaleznie od masy molekularnej) jonizuja sie w trakcie
pomiaru MS ok. 50 razy. Dzieki temu udato sie zidentyfikowa¢ frakcje
o roéznych masach czasteczkowych, gtéwnie z przedziatu 28-82 kDa.

Podsumowujac, jesli zatozenie o krotnosci jonizacji jest prawdzi-
we, to ksztatt pasm, dla ogromnej populacji jondw, jest wynikiem:
(a) roznej wielkosci taricuchéw polipeptydowych, (b) réznego stop-
nia jonizacji dla kazdej czasteczki (ujawniajacego sie¢ w przyblizeniu
z rozkfadem gaussowskim, (c) pojawiania sig jonéw izotopowych i (d)
naktadania si¢ z pikami z sasiedztwa (pochodzacymi od innych frak-
cji). W widmie produktu, tworzacego sie w koncowej fazie hydrolizy
(Rys. 1b), wiekszos¢ pikow miesci sie w przedziale m/z = 700-1500
([m/z],, = ok. 950), co odpowiada M = 35-75 kDa. Serie sygnatow pod
obwiednia, bardziej oddalone od usrednionego m/z, moga by¢ nastep-
stwem uwarunkowan ujetych w punktach (a)—(d).

) o e 6a
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(

Rys. 1. Widma MS frakcji polipeptydowych: (a) poczatkowa faza
hydrolizy kolagenu (technika ESI turbo-sprej), (b) widmo wybranej
frakcji (technika ESI); szczegoty eksperymentalne — patrz [ 12]. Maksima
m/zx50 w przyblizeniu odpowiadaja usrednionym wartosciom mas
czasteczkowych tworzacych sie polipeptydow.
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Zastanawiajaca jest sprawa protonowania fragmentéw polipep-
tydowych. Wprawdzie s3 one ukfadami znanymi z duzej tenden-
cji do przechodzenia w jony wielokrotnie natadowane [15] i jest
to zjawisko do$¢ powszechne w trakcie pomiaru MS-ESI, ale kwestia
otwarta jest nieznana preferencja ,wyeksponowania” ok. 50 grup
podatnych na protonowanie. Jak wynika z pomiaréw, dzieje sie tak
niezaleznie od dfugosci faricucha. Z literatury, dotyczacej widm MS
potaczen biatkowych (rejestrowanych technika MS-ESI) wiadomo,
ze liczba przytaczonych protonéw na ogét zalezy od wielkosci cza-
steczki i (w przypadku mniejszych molekut) ma $cisty zwiazek z licz-
ba zasadowych aminokwaséw wchodzacych w ich sktad. Ostateczne
wyijasnienie tego zjawiska zapewne wymagatoby podjecia komplek-
sowych studiéw, w tym obejmujacych pomiary MS dla pojedynczych
nici peptydowych. Niniejszy artykut stanowi prébe dyskusji tego zja-
wiska na podstawie danych MS (uzyskanych i literaturowych) oraz
wiedzy o tworzeniu sie i strukturze kolagenu.

Po pierwsze, w literaturze sg przykifady widm MS, w ktoérych
obserwowano wysoki stopien jonizacji tego typu zwiazkéw (trans-
feryna: gléwnie 52+/54+ [16], a-fetoproteina (glikoproteina wy-
stepujaca w surowicy ptodowej): ok. 50+ [17], surowicza albumina
bydleca (BSA): srednio 45+ [15]). Kto wie, czy nie jest to obszar
jakiej$ granicznej wartosci stopnia jonizacji dla tych czasteczek (z =
ok. 50). Ale wydaje sie, ze rozstrzygajacej odpowiedzi nalezy szuka¢
w samej strukturze kolagenu, gdzie mamy do czynienia z niespotyka-
na regularnoscia rozmieszczenia aminokwasoéw [ 18]. Niewiele innych
biatek wykazuje taka regularnos¢.

Po drugie, kolagen skfada sie gtféwnie z powtarzajacych sie triad
aminokwaséw: glicyna-prolina-hydroksyprolina. Zawsze co trzecia
pozycje w tancuchu polipeptydowym okupuje glicyna, ale zamiast
dwaoch ostatnich (jest ich tacznie ok. 30%) w niewielkich ilosciach
pojawia sie w tych triadach hydroksylizyna i niektére inne aminokwa-
sy. Charakterystyczne, ze hydroksyprolina praktycznie nie wystepuje
w innych biatkach (lub wystepuje sporadycznie). Nie ma ona kodu ge-
netycznego kontrolujacego jej wbudowywanie do syntetyzowanego
biatka. W przypadku kolagenu, ni¢ jest budowana gtéwnie z proliny;
i wybrane jednostki prolinowe sa utleniane potranslacyjnie (w pro-
cesie katalizowanym przez hydroksylazy w obecnosci witaminy C)
do hydroksyproliny. Jak wiadomo, niedobér witaminy C powoduje
szkorbut i ma to bezposredni zwiazek z utrata zdolnosci organizmu
do tworzenia kolagenu.

KOLAGEM

Schemat |. Uproszczony schemat analizy MS polipeptydéw
otrzymywanych z kolagenu

Po trzecie, tancuchy polipeptydowe kolagenu, na skutek oddzia-
tywan miedzy soba, maja tendencje do przyjmowania scisle okre-
$lonych konformacji. Trzy dfugie skrecone, zagigte w lewo tancuchy
(zawierajace po ok. 1000 aminokwaséw) owijaja sig spontanicznie
nawzajem w podjednostki zwane tropokolagenem, ktory ma ksztatt
potrojnej, prawoskretnej, scisle upakowanej helisy. Czasteczki tropo-
kolagenu, zwigzane ze soba bokami i koncami, tworza widkna kola-
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genowe [18, 19]. Obecnos¢ hydroksyproliny, w potaczeniu z prolina,
zapewnia wytworzenie bardzo mocno zwinietej struktury. Wptyw
na ostateczny ksztatt widkien maja stabilizujace helise wiazania ko-
walencyjne i wodorowe.

By¢ moze jest to kluczowa sprawa. | w procesie odwrotnym,
czyli w trakcie hydrolizy, 'pociete’ fancuchy przyjmuja (w zwiaz-
ku z regularng budowa) charakterystyczne dla siebie konformacje,
ktére réwnomiernie i w okreslonej ilosci majg rozlokowane gru-
py dostepne do protonowania w trakcie pomiaru MS (Schemat 1).
Jest wiec inaczej niz w przypadku niewielkich oligopeptydow,
gdzie — jak wspomniano wyzej — liczba przytaczonych protonéw
na ogot zalezy od liczby zasadowych aminokwaséw, a tym samym od
wielkosci czasteczki.

Tak wiec kolagen zaréwno tworzy sie inaczej, jak i prawdopodob-
nie rozpada sig inaczej. A utrwalona struktura tancuchéw po hydrolizie
jest zapewne wymuszana przez jakies wzgledy konformacyijne.

Podsumowanie

Trudno powiedzie¢, jaka jest rzeczywista przyczyna tej zunifiko-
wanej jonizacji. W niniejszym artykule przedstawione zostaty fakty
eksperymentalne — ze tak jest. Pokazano tez, na podstawie doniesien
literaturowych, ze wielokrotna jonizacja peptydéw w trakcie pomiaru
MS jest mozliwa. Podjeto probe wyjasnienia, dlaczego tak sie dzieje.
Ale powyzsze rozwazania nie daja ostatecznej odpowiedzi. S zwro-
ceniem uwagi na obserwowane zjawisko i maja stanowi¢ zachete
do dalszej dyskusji. Wszystko razem przyczynito sie do opracowania
dogodnej metody analizy polipeptydéw, otrzymywanych w techno-
logii hydrolizy kolagenu.
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Grupa Azoty SA - porozumienie z Urzedem Dozoru

Technicznego (UDT)

Dziatania, ktére beda realizowane na podstawie porozumienia,
maja podnies¢ poziom bezpieczenstwa eksploatowanych przez Gru-
pe Azoty SA urzadzen technicznych i instalacji podlegajacych dozo-
rowi technicznemu. Porozumienie dotyczy w szczegélnosci przygo-
towania i wdrozenia programu eksperckiego opartego na metodzie
Risk Based Inspection (RBI) oraz wypracowania rozwiazan zmierza-
jacych do optymalizacji okreséw miedzyinspekcyjnych i miedzyre-
montowych wynikajacych z tego programu. Wspétpraca obejmie tak-
ze konsultacje lub przeprowadzanie analiz zagrozen HAZOP, analiz
warstw zabezpieczert LOPA i analizy zagrozen uktadéw automatyki
sterowania C-HAZOP.

— W Grupie Azoty stawiamy na ciggly rozwdj. Chcemy by¢ nowo-
czesniejsi, bardziej konkurencyjni i przede wszystkim chcemy dbac o to,
co jest naszym podstawowym obowiqgzkiem czyli bezpieczenstwo tech-
niczne. Naszym celem jest zapewnienie go na najwyzszym swiatowym
poziomie, a podpisane dzis porozumienie z Urzedem Dozoru Techniczne-
go daje nam dodatkowo mozliwos¢ poprawy efektywnosci urzqdzen i tym
samym obnizenia kosztéw produkcji — powiedziat Witold Szczypinski,
wiceprezes zarzadu Grupy Azoty. UDT konsekwentnie realizuje stra-
tegie redefinicji inspekgji technicznej w kierunku wykorzystywania naj-
nowszych metod badawczych. To dla nas wielka satysfakcja, ze tak wazny
dla polskiej gospodarki podmiot z branzy chemicznej, jakim jest Grupa
Azoty, dofqczyt do firm — lideréw bezpieczeristwa technicznego. Decyzja
Grupy Azoty o podjeciu scistej wspétpracy z UDT w zakresie wdrazania
nowoczesnych swiatowych rozwiqzan w dziedzinie optymalizacji zakresu,
metod i czestotliwosci inspekcji urzqdzen technicznych, przektada sie
bezposrednio na obnizenie kosztéw zwiqzanych z postojami remontowy-
mi, a co za tym idzie, na poprawe konkurencyjnosci naszych partneréw
z przemysfu — zaznaczyt Mieczystaw Borowski prezes UDT. (abc)

(http://grupaazoty.com/pl/wydarzenia, 10.03.2016)

Grupa TAURON rozpoczyna trzeci program poprawy

efektywnosci

Grupa TAURON przyjefa program poprawy efektywnosci na lata
2016-2018. Program obejmie wszystkie obszary dziatalnosci holdingu
i przyniesie 1,3 mld PLN oszczednosci. taczny skumulowany wzrost
EBITDA z tytutu Programu Poprawy Efektywnosci w latach 20162018
szacowany jest na ok. | mld PLN. Bedzie to juz trzecia inicjatywa tego
typu i — co warte podkreslenia — najwieksza pod wzgledem spodzie-
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wanych efektéw. Poprzednie, prowadzone w latach 2010-2015, przy-
niosty facznie 2,3 mld PLN oszczednosci. (kk)
(http://media.tauron.pl/, 9.03.2016)

KONKURSY, NAGRODY, WYROZNIENIA

Wybitni inZzynierowie nagrodzeni w plebiscycie ,Zioty

Inzynier 2015”

25 inzynieréw nagrodzono w plebiscycie ,Ztoty Inzynier 2015”
promujacym dokonania polskich inzynieréw. Organizatorem XXII edy-
cji plebiscytu o tytut Ztotego Inzyniera s3: Federacja Stowarzyszeri Na-
ukowo-Technicznych Naczelna Organizacja Techniczna oraz czasopismo
Przeglad Techniczny. Nagroda ma promowa¢ dokonania polskich inzy-
nieréw i zwroci¢ uwage na ich role w budowaniu innowacyijnej i konku-
rencyjnej gospodarki. Inzynieréw nagrodzono w 9 marca br. podczas gali
w Warszawskim Domu Technika. (wiecej na str. 167) (kk)

(http://naukawpolsce.pap.pl/, 10.03.2016)

TAURON liderem relacji inwestorskich

TAURON, po raz drugi z rzedu, zwyciezyt w najwiekszym w kraju
badaniu relacji inwestorskich spétek z WIG30 zorganizowanym przez
Izbe Domoéw Maklerskich i Gazete Gietdy i Inwestoréw ,,Parkiet”.
Spotka prowadzi aktywny dialog z inwestorami poprzez m.in. konfe-
rencje prasowe, konferencje inwestorskie, dni inwestora i analityka, ro-
adshows, czaty inwestorskie i spotkania z inwestorami indywidualnymi.
Tegoroczna, zdobyta drugi raz z rzedu, nagroda przyznana w badaniu
relacji inwestorskich spotek z WIG30 zorganizowanym przez Izbg Do-
mow Maklerskich i Gazete Gietdy i Inwestoréw ,,Parkiet” to kolejne
przyznane TAURONOWI wyréznienie. (kk)

(http://media.tauron.pl/, 4.03.2016)

PCC EXOL SA zitotym sygnatariuszem spotecznej

odpowiedzialnosci biznesu

Spotka PCC EXOL SA, najwiekszy w Polsce i regionie Europy Srod-
kowo-Wschodniej producent surfaktantéw, otrzymata ztoty poziom
spotecznej odpowiedzialnosci biznesu przyznany przez kapitute plat-
formy EcoVadis. Ztoty poziom CSR jest bardzo istotnym i niezwykle
prestizowym wyréznieniem, przyznawanym za proekologiczny rozwoj
i osiagniecia w obszarach dotyczacych srodowiska, zatrudnienia, uczci-
wych praktyk biznesowych oraz faficucha dostaw. (kk)

(http://www.pcc-exol.eu/, 25.02.2016)
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