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Dobér metod analitycznych do monitorowania procesu
enzymatycznej hydrolizy biatek

Wstep

W trakcie procesu hydrolizy bialek powstaja liczne produkty
(peptydy) o zréznicowanej dlugosci, ktére czgsto stanowia substrat
do dalszej depolimeryzacji. Reakcje te nosza nazweg nastgpczo-
réwnolegtych. Im stosowana proteaza wykazuje nizsza specyficz-
no$¢, tym uzyskiwana jest wigksza réznorodnos$¢ produktéw przej-
Sciowych i wyzszy koncowy stopien hydrolizy.

Do ilosciowego okreslenia stopnia proteolizy stosowane sa metody
oparte m.in.: na pomiarach pH [Spellman i in., 2003], analizie azotu
rozpuszczonego w wodnym roztworze kwasu tréjchlorooctowego
[Magrot i in., 1994], na pomiarach osmometrycznych [Morais i in.,
2013] oraz spektrofotometrycznych, a popularna jest metoda wyko-
rzystujaca dialdehyd o-ftalowy (OPA) [Morais i in., 2013; Nielsen
iin., 2001] do oznaczania pierwszorzgdowych grup aminowych
uwolnionych w wyniku reakcji. Metoda ta jest szybka, lecz jej gtow-
na wada jest wysoka warto$¢ absorbancji dla préby kontrolnej same-
go biatka wyjsciowego, uzyskiwana w wyniku reakcji N’-koncowych
oraz bocznych grup aminowych lizyny i argininy wchodzacych
w sktad jego tancuchéw polipeptydowych.

IloSciowa analiza wielko$ci czasteczek powstajacych w wyniku
hydrolizy mozliwa jest dzigki rozdziatowi w klasycznej lub wysoko-
sprawnej (SE-HPLC) filtracji zelowej [[rvine, 1997]. Metoda ta
umozliwia wyznaczenie masowego profilu otrzymywanych produk-
tow. Niemniej jednak przy bardzo zréznicowanym sktadzie hydroli-
zatébw wymaga stosowania dlugich kolumn, utrzymania statosci
przeptywu oraz perfekcyjnie przygotowanej krzywej standardowe;j.

Z kolei jakos$ciowa analiza aminokwasowego skladu poszczegdl-
nych sktadnikéw otrzymywanego hydrolizatu wymaga zastosowania
spektrometrii masowej [Yang i in., 2015], metody najdoktadniejsze;j,
lecz najdrozszej inajbardziej czasochtonnej, co przy liczbie préb
niezbgdnych do wyznaczenia kinetyki procesu enzymatycznego jest
dos$¢ problematyczne.

Gléwnym celem prezentowanej pracy byl dobdr odpowiednich
metod analitycznych do monitorowania procesu enzymatycznej
hydrolizy albuminy serum. Badania prowadzono z udzialem pepsyny.
W ramach pracy sprawdzono efektywno$¢ nastgpujacych metod:

— spektrofotometrycznej metody wykorzystujacej dialdehyd
o-ftalowy (OPA),
— wysokosprawnej chromatografii cieczowej typu SE-HPLC (Size

Exclusion Chromatography)

—  Klasycznej filtracji zelowej na ztozu Sephadex®G-50.

Badania doswiadczalne

Materialy i aparatura

Albumina z surowicy bydlgcej (BSA), pepsyna A z btony $luzowe;j
zotadka wieprzowego, SDS, dialdehyd o-ftalowy (OPA), ditiotreitol
(DTT), standardy biatek 6,5 — 66 kDa (Sigma, Niemcy); KH,PO,,
Na,HPO,-12H,0, HCIl, NaOH, Na,B,0,-10 H,O, etanol, woda do
HPLC (POCh, Polska). Wykorzystano kolumny SE-HPLC: BioSep-
SEC-s2000 i Yarra 3u SEC-2000 (Phenomenex, USA) oraz ztoze do
klasycznej chromatografii zelowej Sephadex®G-50 (Sigma, Niemcy).

Metody

Hydroliz¢ albuminy serum z wykorzystaniem pepsyny prowadzo-
no w termostatowanych reaktorach mieszalnikowych (37°C)
przy pH 2,0. Roztwér BSA (poddany uprzednio procesowi rozfatdo-
wania w 60°C przez 30 min.) oraz proteazy preinkubowano oddziel-

nie w 37°C przez 10 min. Reakcj¢ rozpoczynano poprzez zmieszanie
tych roztworéw. Nastgpnie, w odpowiednich odstgpach czasu, pobie-
rano z reaktora prébki i zatrzymywano reakcj¢ przy uzyciu 2,0 M
NaOH doprowadzajac pH do wartosci 6,8+7,0. Pobrane prébki prze-
chowywano do dalszych analiz w temp. -18°C.

Stopien hydrolizy wyznaczano metoda spektrofotometryczng opar-
ta o reakcj¢ dialdehydu o-ftalowego (OPA) z wolnymi grupami ami-
nowymi w obecnosci ditiotreitolu (DTT). W tym przypadku inten-
sywnos$¢ absorpcji §wiatta zwiazku powstajacego w reakcji (uzyski-
wana przy 340 nm) jest wprost proporcjonalna do liczby wolnych
grup aminowych. W obliczeniach stosowano krzywa standardowa
wyznaczong dla réznych ilosci aminokwasu modelowego (seryny),
ktéra wyrazona byta zaleznoscia:

Aszgp=1,20210""x 1)
gdzie x - liczba czasteczek z wolna grupa -NH, w 1 litrze roztworu.
Natomiast stopien hydrolizy (DH) wyznaczano zgodnie ze wzorem:

DH =2 100% @
B
gdzie:
DH - stopien hydrolizy [%]
A - liczba czasteczek z wolna grupa -NH, po danym czasie reakcji

w 1 litrze hydrolizatu

B — maksymalna liczba czasteczek z wolna grupa -NH, mozliwa do
uzyskania w wyniku hydrolizy wszystkich wiazan peptydo-
wych w 1 litrze substratu biatkowego (BSA)

Rozktad mas czasteczkowych w hydrolizatach BSA wyznaczano
wykorzystujac wysokosprawna chromatografi¢ cieczowa SE-HPLC.
W tym celu rozdziat prowadzono na potaczonych szeregowo kolum-
nach BioSep-SEC-s2000 i Yarra-3u-SEC-2000w nastgpujacych wa-
runkach pomiarowych: 0,1 M bufor fosforanowy pH 6,8;
0,6 mL'min™'; 214 nm; 25 °C; 60 min.

Masg czasteczkowa poszczegélnych sktadnikéw mieszaniny reak-
cyjnej wyznaczano na podstawie krzywej standardowej:

10g(Mczqst.) =-0,1296 retencji + 5,2143 3)

wykonanej dla wzorcowych zwiazkéw o znanej masie czasteczkowej
(albumina serum — 66 kDa; anhydraza weglanowa — 29 kDa; cyto-
chrom C — 12,4 kDa; aprotynina — 6,5 kDa, cyjanokobalamina — 1,3
kDa).

Rozdziat uzyskanych hydrolizatow ze wzgledu na masg czastecz-
kowa przeprowadzono za pomoca klasycznej filtracji zelowej na
ztozu Sephadex®G-50. Przed rozpoczeciem procesu kolumne (300 x
15 mm) kondycjonowano 0,1 M buforem fosforanowym pH 6,8
(eluent), a nastgpnie na szczyt ztoza nanoszono préobke hydrolizatu
albuminy serum o objgtosci 1,0 mL i przy ustalonym natgZzeniu prze-
ptywu wynoszacym 0,2 mL'min”' zbierano frakcje o objetosci
1,0 mL. W wyjSciowym roztworze rozdzielanego hydrolizatu oraz
we wszystkich uzyskanych frakcjach mierzono absorbancj¢ przy
dlugosci fali 4 =280 nm. Masy czasteczkowe rozdzielonych produk-
téw wyznaczano na podstawie krzywej standardowe;j:

1Og(MczqsL) = '030401 Velucji + 235136 (4)
sporzadzonej dla wzorcowych zwiazkéw o znanej masie.

Wyniki i dyskusja

Reakcje enzymatyczna przeprowadzono dla trzech stgzen BSA
w obecnosci pepsyny jako biokatalizatora i dla kazdej z tych reakcji
wyznaczono stopien hydrolizy substratu biatkowego w zaleznosci od
czasu trwania procesu testem OPA.
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Rys. 1. Zmiana stopnia hydrolizy (DH) albuminy serum w czasie reakcji katali-

zowanej przez pepsyng, wyznaczona z zastosowaniem spektrofotometrycznej

metody OPA. Warunki procesu: 37 °C; pH 2.0; Cpgpsyna — 0,005 g'L";
Catumma — (9) 2,5, (0) 5,0 oraz (A) 10 gL

Na podstawie uzyskanych wynikéw (Rys.1) mozna stwierdzi¢, ze

zastosowana metoda pomiarowa jest odpowiednim narzedziem do
kontrolowania przebiegu hydrolizy BSA, ktérego najwigksza zaleta
jest krétki czas analizy (2 min. na jedna probke). Wada metody jest
jej czutos¢, szczegdlnie istotna przy oznaczaniu niskich stopni pro-
teolizy. Przykladowo zmiana absorbancji o 0,01 odpowiada powsta-
niu 8,319:10'® czasteczek z wolna grupa —NH,, co przy stezeniu BSA
5,0 g/L odpowiada DH 0,03%. Ponadto istniato réwniez podejrzenie
(zweryfikowane nastgpnie wynikami z HPLC), ze pomiary z zasto-
sowaniem OPA moga generowaé zawyzone wyniki. Przyczyny moz-
na dopatrywac si¢ w zanizonej warto$ci proby kontrolnej wykonanej
dla substratu, wynikajacej z przypuszczenia, ze pewna czg$¢ grup -
NH, w natywnej czasteczce biatka nie reaguje z OPA, poniewaz jest
niedostgpna przed hydroliza (schowana wewnatrz czasteczki).
W takim przypadku zanizona warto$¢ startowa bedzie sprzyja¢ przy-
pisywaniu wzrostu absorbancji proteolizie. W rzeczywistosci jednak
na skutek cigcia fancuchéw w poczatkowej chwili procesu, schowane
uprzednio grupy aminowe bgda eksponowane na zewnatrz, ale nie
bedzie to wynikiem bezposredniego cigcia wiazania peptydowego,
tylko czgsciowego rozluznienia przestrzennego upakowania cza-
steczki biatka. Stosowane przed reakcja rozfaldowanie struktury BSA
powinno przynajmniej czg§ciowo ten problem zminimalizowac.
W nastgpnej kolejnosci zbadano efektywnos¢ wysokosprawnej chro-
matografii cieczowej opartej o rozdziat mieszaniny poreakcyjnej na
poszczegdlne sktadniki ze wzgledu na ich masg czasteczkowa (SE-
HPLC). Metoda ta umozliwia iloSciowe obliczenie udziatu frakcji
peptydowych o danym zakresie mas czasteczkowych i jest tym do-
kladniejsza, im mniejsza jest réznorodnos$¢ otrzymanych produktéw,
co ma miejsce przy stosowaniu proteaz o wysokiej specyficznosci.
Przyktadowe wyniki uzyskane po réznym czasie hydrolizy BSA,
przedstawiajace procentowy udziat produktéw o danym zakresie mas
czasteczkowych pokazano na rys. 2. Metoda ta pozwala réwniez na
precyzyjne wyliczenie stopnia hydrolizy wyjsciowego substratu
w kazdym momencie trwania procesu wg schematu opisanego
uprzednio [Trusek-Holownia i Noworyta, 2015].

Ostatnia z testowanych procedur byl rozdziat otrzymywanych hy-
drolizatow BSA na frakcje o rdéznej masie czasteczkowe;j,
z wykorzystaniem klasycznej filtracji zelowej (ztoze Sephadex®
G-50).
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Rys. 2. Procentowy udziat frakcji o zdefiniowanych masach czasteczkowych

w hydrolizatach uzyskiwanych po réznym czasie trwania reakcji hydrolizy BSA

(5.0 gL"); w pH 2.0 katalizowanej w obecnosci pepsyny (0,005 gL™"). Warunki
procesu: 37 °C; pH 2.0; czas reakcji: 0,25 (czarny), 5,0 (szary) i 60 min (biaty)

Rys. 3. Filtracja zelowa (Sephadex® G-50) hydrolizatéw albuminy serum (5 gL™)
uzyskanych po 0,5 min (linia ciagta, @) oraz 60 min (linia przerywana, A)
reakcji katalizowanej przez pepsyng (0,005 mgmL™") w 37 °Ci pH 2.0.

Przyktadowe wyniki takiego procesu uzyskane dla prébek pobranych
w trakcie pepsynolizy BSA po réznym czasie reakcji przedstawiono
na rys. 3. Po uwzglednieniu krzywej standardowej maksimum piku I
odpowiada natywnej czasteczce BSA (66 kDa), maksimum piku II —
peptydom o sredniej masie (15,8 kDa), a maksimum piku III — pro-
duktom najmniejszym (5,6 kDa). Metoda ta umozliwia rozdziat
hydrolizatéw BSA na grupy produktéw w zakresie danych mas cza-
steczkowych. Gtéwna jej wada jest dilugi czas procesu
(3+ 6 h) oraz dobér odpowiednich wymiaréw stosowanej kolumny.
W trakcie realizacji procesu obserwowana jest réwniez kompresja
ztoza, co skutkuje zwigkszaniem oporéw przeptywu i zmiang czasu
przebywania w kolumnie.

Whnioski

Potaczenie zaprezentowanych metod analitycznych pozwala na
efektywne monitorowanie enzymatycznej hydrolizy bialek i uzyska-
nie pozadanej frakcji produktow.

Metoda OPA umozliwia szybkie wstgpne oszacowanie postgpu
proteolizy, a SE-HPLC jest niezbgdna w ilo$ciowej analizie sktadni-
kéw hydrolizatu o réznej masie czasteczkowej i planowaniu warun-
kéw reakcji w celu uzyskania pozadanej frakcji peptydéw (stopnia
hydrolizy biatka).

Klasyczna filtracja zelowa umozliwia wstgpny rozdziat mieszaniny
poreakcyjnej z wyodrgbnieniem frakcji produktéw o pozadanym
zakresie mas czasteczkowych. Natomiast dalszy rozdziat danej frak-
cji bylby mozliwy na ztozu o mniejszych porach i zastosowaniu
dtuzszej kolumny.
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