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Enzymatyczna hydroliza kwasu hialuronowego

Wstep

Kwas hialuronowy (hialuronian, HA) jest naturalnym glikozami-
noglikanem o wysokiej masie czasteczkowej, zbudowanym z na-
przemiennie utozonych reszt N-acetylo-D-glukozaminy i kwasu
glukuronowego. Ta stosunkowo prosta liniowa struktura chemiczna
wystepuje u wszystkich ssakow, a nawet u bakterii, co wskazuje, ze
HA jest czasteczka o istotnym znaczeniu biologicznym [Necas i in.,
2008]. W organizmie czlowieka hialuronian wystgpuje w skorze,
pepowinie, mazi stawowej, ciatku szklistym oka, nerkach, strunach
glosowych, krazkach migdzykregowych krggostupa, mézgu, moczu
i surowicy krwi [Chao i in., 2007].

Kwas hialuronowy znalazt réwniez zastosowanie w diagnostyce
choréb nowotworowych [Kogan i in., 2008]. HA wchodzi w sktad
stromy wielu powszechnych nowotwordéw, uczestniczy w ich rozwo-
ju i rozprzestrzenianiu si¢. Jego obecnos$¢ zaobserwowano takze na
powierzchni komoérek nowotworowych. Akumulacja hialuronianu
jest najbardziej widoczna w przypadku nowotwordéw, ktére rozwijaja
si¢ w komdrkach i tkankach zwykle go pozbawionych, takich jak
nabtonek jednowarstwowy oraz stroma tkanki tacznej [Tammi i in.,
2008]. Skuteczne leczenie chemioterapeutykami wymaga wigc takich
modyfikacji metabolizmu nagromadzonego w chorej tkance HA, aby
zwigkszy¢ dostgpno$¢ leku do wngtrza komoérek nowotworowych.
Rozktad hialuronianu i rozluznienie macierzy zewnatrzkomérkowej
mozliwe jest przez wykorzystanie enzyméw hydrolitycznych —
hialuronidaz.

Przedmiotem badan w niniejszej pracy byta hydroliza natywnego
oraz immobilizowanego kwasu hialuronowego przy udziale enzymu
hialuronidazy. Podjgto prébg symulacji warunkéw panujacych na
powierzchni komérek w tkance nowotworowej, gdzie HA tworzy na
powierzchni btony struktur¢ Zelowa. W tym celu przeprowadzono
eksperymenty utworzenia warstwy hialuronianu na powierzchni
membrany ptaskiej i wstgpnie zbadano jak enzym hydrolizuje zloka-
lizowany na membranie kwas hialuronowy.

Badania doswiadczalne
Materiaty

W badaniach wykorzystano kwas hialuronowy w postaci soli so-
dowej ze Streptococcus equi, hialuronidaz¢ wolowa (Sigma-Aldrich),
tris(hydroksymetylo)aminometan (Fluka), siarczan sodu bezwodny
CZDA (POCH).

Hydroliza natywnego HA

Reakcje hydrolizy natywnego kwasu hialuronowego przeprowa-
dzono w objgtosci 15 mL w 24 °C. Roztwory kwasu hialuronowego
o stezeniu 0,1 gL' i enzymu o stezeniu 2,510 gL' przygotowano
w buforze Tris-HCl o pH 6,5; 6,8; 7,01 7,2. W trakcie trwania proce-
su pobierano prébki w odpowiednich odstgpach czasu i poddawano je
analizie HPLC.

SE-HPLC hydrolizatow kwasu hialuronowego

Hydrolizaty analizowano wykorzystujac Waters LC Module
I PLUS HPLC System (Waters, USA) wyposazony W Szeregowo
potaczone kolumny do filtracji zelowej PolySep-GFC-P3000 i Poly-
Sep-GFC-P6000. Zastosowano nastgpujace warunki analizy: tempe-
ratura kolumny 30°C, temperatura detektora 40°C, faza mobilna 0,05
M siarczan sodu, przeptyw 1 mL'min', objetosé¢ nastrzyku 50 uL,
czas analizy 35 minut, detekcja UV przy dlugosci fali 205 nm
[Ruckmani i in., 2013]. Do opracowania otrzymanych chromatogra-
moéw wykorzystano program Millennium 32 (Waters, USA). Masy
czasteczkowe uzyskanych hydrolizatéw okreslano na podstawie

krzywej standardowej wyznaczonej dla standardéw Pullulan Stan-
dard Set (Fluka) w zakresie mas 342+805 000 Da. Zastosowane
kolumny o rozdzielczosci 250+10'10° Da pokrywaty caty zakres
wielkosci mozliwych do uzyskania oligo- i polisacharydéw oraz
natywnego HA.

Immobilizacja HA na membranie

W eksperymentach immobilizacji HA wykorzystano membrang
typu VS firmy Millipore o $rednicy 25 mm i $rednicy poréw 0,025
wm. Membrang zamontowano w module z przeptywem krzyzowym,
przy ktérym osadzono na powierzchni membrany kwas hialuronowy.
Mas¢ HA immobilizowanego na membranie okreslono z bilansu.

Hydroliza HA osadzonego na membranie

Membrang z osadzonym HA przeniesiono do modutu z przepty-
wem wzdtuznym. Przy niskim przeptywie (2,2:102 L'h™") i dtawieniu
za membrang uzyskano wystarczajace ci$nienie, aby fizycznie upa-
kowany HA nie ulegal odrywaniu, a uzyskiwany byt permeat na
poziomie 7,310 L'h™.

Proces hydrolizy prowadzono cyrkulujac roztwdr hialuronidazy
o stezeniu 2,5 mg'L" w buforze Tris-HCI przy pH 6,8 nad membrana.
Wspblezynnik retencji enzymu wynosit 1. W odpowiednich odstg-
pach czasu pobierano probki retentatu oraz permeatu i badano postgp
hydrolizy za pomoca analizy HPLC. Stopien hydrolizy (SH) wyzna-
czano wedlug wzoru

SH = w. 100%
H M
gdzie:
SH - stopien hydrolizy [%]
W — liczba czasteczek uzyskana po danym czasie hydrolizy
H - maksymalna liczba czasteczek, jaka mozna uzyska¢ w wyniku
hydrolizy wszystkich wiazan glikozydowych w kwasie
hialuronowym

Wyniki i dyskusja
Hydroliza natywnego hialuronianu

Stezenia kwasu hialuronowego i hialuronidazy dobrano we wcze-
$niejszych eksperymentach, kiedy to réwniez sprawdzono wplyw
temperatury na przebieg reakcji. Badania wykazaly, Ze stopien hydro-
lizy nie r6znit si¢ znacznie dla reakcji prowadzonych w temperaturze
24 °C i 37 °C (temperaturze ciala ludzkiego). Stad dalsze ekspery-
menty prowadzono w temperaturze pokojowej (ok. 24 °C).

Zdrowe tkanki ludzkie maja pH ok.7,2; pH tkanek nowotworo-
wych oscyluje wokét 6,8 [Gatenby i Gawlinski, 1996], podczas gdy
pH optymalne dla dziatania enzymu to 4,0 [Kakizaki i in., 2010]. Ze
wzgledu na potencjalng mozliwo$¢ wykorzystania hialuronidazy do
rozktadu hialuronianu obecnego na powierzchni komérek nowotwo-
rowych, zakres pH ograniczono do wartosci potencjalnie mogacych
wystapi¢ w organizmie. W tab. 1 przedstawiono stopien hydrolizy
natywnego kwasu hialuronowego w zaleznosci od pH buforu,
w jakim proces prowadzono.

Z danych zaprezentowanych w tab. 1 wynika, ze hydroliza najefek-
tywniej zachodzita w najnizszym badanym pH 6,5, co potwierdza
fakt, iz enzym preferuje srodowisko kwasne. Wyniki przy pH 6,8; 7,0
i 7,2 sa bardzo zblizone (oscyluja w zakresie btedu analitycznego).
Wg  Kakizaki i in. [2010] w pH ok. 7,0 enzym wykazuje nie tylko
aktywno$¢ hydrolityczna, ale réwniez transglikozylacyjna. Niemniej
w badanym przypadku w $rodowisku obojgtnym obserwowano
sukcesywna hydrolize.
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Masa czasteczkowa uzytego do badan natywnego kwasu hialuro-
nowego wynosita ok. 2,5:10° Da. Jak zaprezentowano na rys. 1 juz po o
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20 sekundach reakcji powstaja fragmenty o masie od 16- do 34-
krotnie mniejszej niz wyjsciowego HA. Hydrolizaty uzyskane po
24 h zawieraly 23 podjednostki (w pH 6,5), a w pH 6,8+7,2 odpo-
wiednio wigcej, srednio 52 podjednostki.

Hydroliza unieruchomionego HA

Z uwagi na zagadnienie hydrolizy kwasu hialuronowego znajduja-
cego si¢ w tkance nowotworowej, gdzie pH jest bliskie 6,8, dalsze
badania nad degradacja immobilizowanego na membranie HA pro-
wadzono w tymze pH. Stgzenie powierzchniowe HA na membranie
wynosito 10,0 gm™. Hydrolizaty uzyskane w okre§lonym czasie
przedstawiono narys. 2.

Jak mozna zauwazy¢, hydroliza przebiegala z odcinaniem tancu-
chéw o znacznie mniejszej masie czasteczkowej (Srednio 15 podjed-
nostek), anizeli w przypadku hydrolizy hialuronianu natywnego.
Sktad jako$ciowy zmienial si¢ przez pierwsza godzing trwania proce-
su, gdzie po 60 min odnotowano fragmenty dtuzsze niz po 30 minu-
tach reakcji. Swiadczyé to moze o taczeniu sig krétszych tancuchéw
polisacharydowych w wyniku wcze$niej wspomnianej aktywnosci
transglikozylacyjnej enzymu. Obliczony stopien hydrolizy po 3 go-
dzinach trwania degradacji byt niewielki i wynosit 0,93 %. Swiadczy
to o silnych oporach procesu zwiazanych z dyfuzja zewngtrzna cza-
steczek enzymu.

Whnioski

Przedmiotem badan byla enzymatyczna hydroliza natywnego
i unieruchomionego na membranie kwasu hialuronowego. Ze wzglg-
du na obecnos$¢ tego wielkoczasteczkowego polimeru w tkance wielu
nowotwordw, gdzie blokuje on dojscie lekéw do chorych komorek,
sprawdzenie dostgpnosci enzymu do warstwy HA moze by¢ niezwy-
kle uzyteczne z punktu widzenia zwigkszenia efektywnosci leczenia.

Z przeprowadzonych eksperymentéw wynika, ze jest mozliwa hy-
droliza HA prowadzona w pH dalekim od optymalnego, a wynikaja-
cym z pH panujacego w organizmie czlowieka, w tym w zmienio-
nych nowotworowo tkankach. W tym pH nie mozna wykluczy¢
aktywnosci transglikozylacyjnej hialuronidazy, zauwazalnej szcze-
g6lnie przy braku wolnego HA w $rodowisku reakcji.

Przedstawione wyniki stanowia wstgp do dalszych badan nad hy-
droliza kwasu hialuronowego, immobilizowanego w postaci warstwy,
w kontekscie zwigkszenia dostgpnosci lekéw do chorych komérek.
Badania nad dyfuzja lekéw przy czgsciowo zhydrolizowanej war-
stwie HA bgda stanowi¢ informacjg, czy zjawisko oporéw dyfuzyj-

Rys. 2. Rozktad mas czasteczkowych w hydrolizatach uzyskanych w procesie
degradacji powierzchniowej hialuronianu immobilizowanego na membranie plaskie;j.

nych w dostgpie enzymu do substratu umozliwi lub nie przeprowa-
dzenie zamierzonego celu.
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