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Modelowanie enzymatycznej hydrolizy biatek

Wstep

Reakcja depolimeryzacji jest bardzo specyficzna reakcja szerego-
wo-réwnolegta. Z danego biopolimeru powstaje szereg oligomeréw,
ktére sa substratem dla dalszej depolimeryzacji. Dla biopolimeréw
zawierajacych setki mer6w( a takimi sa m.in. biatka) uktad reakcyjny
ze wzgledu na liczbg wystgpujacych indywiduéw chemicznych jest
bardzo ztoZony.

Opracowano matematyczny model procesu hydrolizy biopolime-
réw, ktéry pozwala na obliczanie postgpu reakcji mierzonego catko-
witym stopniem przereagowania oraz na okreslenie ilo$ciowego
sktadu mieszaniny reakcyjnej [Trusek-Hotownia i Noworyta, 2015].
W tym modelu kinetyki zachodzacego procesu przyjgto podstawowe
zalozenie, Ze substratami reakcji hydrolizy sa poszczegdlne wigzania
chemiczne mer-mer zawarte w danym biopolimerze.

W przypadku biatek poszczegdlne aminokwasy tworzace ten bio-
polimer rdznig si¢ tancuchem bocznym i stad wigzania peptydowe
wystepujace migdzy nimi nie sa tak samo podatne na hydroliz¢ przez
dany enzym. Odniesienie reaktywnos$ci do wiazania peptydowego
powoduje, ze ilo§¢ wiazan o danej sekwencji aminokwasowej oraz
ich potozenie w danym tancuchu oligomeru determinuja opis kinetyki
rozpatrywanej reakcji.

Modelowanie tak ztozonego uktadu reakcyjnego wymagato przy-
jecia pewnych zatozen, a mianowicie:

Znana jest sekwencja meréw w hydrolizowanym biopolime-
rze oraz specyficzno$¢ substratowa stosowanego enzymu.
Dane takie mozna z dobra dokladno$cia uzyska¢ z dostgp-
nych bibliotek np.: BIOPEP, PDB, Expasy, Prosite, PIR, In-
terPro, Scop, MEROPS.

2. W wyniku pojedynczej reakcji zostaje rozcigte tylko jedno
wigzanie.

3. Hydroliza wszystkich wiazan opisana jest réwnaniem kine-
tycznym tej samej postaci uwzgledniajacym wspétczynniki
reaktywnoSci, przy czym kazde z wiazan chemicznych w za-
leznosci od podatno$ci na hydroliz¢ przez dany enzym ma
zdefiniowany wspdtczynnik reaktywnosci. Przyjgto dodatko-
wo, ze wigzania wystgpujace w danym biopolimerze mozna
pogrupowa¢ na kilka rodzajéw rdézniacych si¢ wartoscia
wspodtczynnika reaktywnosci (). Liczba grup dobierana jest
w zaleznosci od specyficzno$ci stosowanego enzymu w sto-
sunku do danego substratu. W przypadku proteaz proponuje
si¢ podziat ograniczy¢ do 3 grup:

— wigzania silnie reaktywne o wspétczynniku § = 1
— wiazania stabo reaktywne o wspéicz. z zakresu S (0,1)
— wiazania niereaktywne o wspétczynniku f =0

4.  Kazdemu merowi w danym biopolimerze przypisuje si¢ taka

sama $rednia mas¢ molowa.

Omawiany model uwzglednia wszystkie aspekty wystepujace
w reakcji enzymatycznej, tj.: wspomniana wyzej reaktywnos¢ kazde-
go z wiazan, st¢zenie sktadnika mieszaniny reakcyjnej zawierajacego
dane wiazanie, mozliwo$¢ wystapienia inhibicji oraz inaktywacje
enzymu w czasie.

W niniejszej pracy przedstawiono wybrane wyniki uzyskane przy
weryfikacji tego modelu na przyktadzie hydrolizy typowego biatka.

Doswiadczalna weryfikacja
na przyktadzie hydrolizy albuminy serum
Przeprowadzono reakcje hydrolizy albuminy wotowej (Sigma-

Aldrich) przy zastosowaniu termolizyny (Sigma-Aldrich). Reakcje
prowadzono w reaktorze okresowym w temperaturze 60°C, w pH 7,0.

Sktad mieszaniny reakcyjnej okreslano przy wykorzystaniu SE-
HPLC (Shimadzu) na potaczonych szeregowo kolumnach: BioSep-
SEC-s2000 i Yarra-3u-SEC-2000 (Phenomenex) (0,1 M bufor fosfo-
ranowy pH 6,8; 0,6 mL/min; 214 nm; 25 °C; 60 min.). Na podstawie
uzyskiwanych chromatograméw obliczano udzial masowy poszcze-
gblnych frakcji oligomeréw oraz ogdlny stopien przereagowania (o)
rozumiany jako utamek zhydrolizowanych wiazan peptydowych.

Na rys.1 przedstawiono typowy przebieg stopnia przereagowania
w czasie, charakterystyczny réwniez dla innych biatek poddawanych
enzymatycznej hydrolizie.
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Rys. 1 Przyktadowy przebieg stopnia przereagowania albuminy przy zastoso-

waniu termolizyny jako katalizatora. Stgzenie poczatkowe substratu 2,5 g/L,
stezenie enzymu 0,005 g/L, temp. 60°C

Wyrézni¢ mozna dwa charakterystyczne okresy. W pierwszym,
trwajacym zwykle do jednej minuty, ma miejsce bardzo szybka
reakcja, po czym nastgpuje silne zalamanie szybko$ci hydrolizy
idalszy zdecydowanie wolniejszy przebieg reakcji. Taki przebieg
potwierdza stusznos$¢ zatozenia o wystgpowaniu w surowcu wigzan
o wyraznie réznej reaktywnos$ci. Przeprowadzenie obliczen wg opra-
cowanego modelu wymagato znajomosci liczby i potozenia w tancu-
chu biopolimeru wigzan bardzo reaktywnych, co zwyczajowo robi si¢
wykorzystujac dostgpne biblioteki specyficznosci substratowej dla
stosowanej proteazy. Przebieg wyznaczonej doswiadczalnie wartosci
stopnia przereagowania (Rys. 1), mozna dodatkowo wykorzysta¢ do
zweryfikowania poprawnosci wyznaczenia liczby tych wiazan.

Zmniejszenie szybkos$ci hydrolizy biatek, zwtaszcza przy niewiel-
kim stopniu przereagowania, moze by¢ réwniez spowodowane inhi-
bicja, z reguty tworzacymi si¢ w wyniku reakcji peptydami o krétkich
i $rednich dtugosciach tancucha [Greenwell i in., 1969; Wei i Zhimin,
2006]. Kolejnym krokiem byto zatem potwierdzenie lub wykluczenie
takiego mechanizmu zachodzacych reakcji. Jezeli w danej reakcji ma
miejsce inhibicja produktem (produktami) reakcji, nalezy inhibitor
zidentyfikowa¢ oraz okresli¢ rodzaj inhibicji.

W procesie okresowym stgzenie inhibitora (jednego z produktéw
reakcji) jest zmienne. Stosujac nomenklaturowa analogi¢ do termino-
logii uzywanej w inzynierii reakcji chemicznych mozna powiedziec,
ze jest to reakcja autoinhibicji. Aby potwierdzi¢ wystgpowanie inhi-
bicji i okresli¢ jej rodzaj przeprowadza si¢ standardowe testy, pro-
wadzac reakcje przy réznych stgzeniach surowca a niezmiennym
stgzeniu enzymu badz/i przy réznych st¢zeniach enzymu. Wykonano
takie badania, a analiza uzyskanych wynikéw wykazata, ze rozpatry-
wany proces hydrolizy albuminy z udzialem termolizyny przebiega
z inhibicja produktem(-ami) reakcji, przy czym im wyzsze jest po-
czatkowe stg¢zenie surowca, tym silniejszy efekt inhibicji.

Opracowany algorytm obliczania przebiegu reakcji depolimeryza-
cji [Trusek-Hotownia i Noworyta, 2015] pozwala na wyznaczenie
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stezenia wszystkich sktadnikéw mieszaniny reakcyjnej, w tym réw-
niez inhibitora. Pozostaje do ustalenia, co jest inhibitorem danej
reakcji zawierajacej setki reagentéw. Mozna to udowodni¢ do§wiad-
czalnie, ale nalezy dysponowa¢ zbiorem prébek wszystkich substan-
cji (powstajacych oligomeréw) obecnych w mieszaninie reakcyjnej,
co jest to praktycznie niemozliwe.

Literatura dostarcza jednak licznych informacji o potencjalnych
inhibitorach danego enzymu, wskazuje je bezposrednio, badz okresla
istotne cechy chemicznej budowy takiego inhibitora [Chanprapaph
iin., 2005; Ceruso i in., 2012]. Z reguly w tak zlozonej mieszaninie
reakcyjnej jest obecnych kilka inhibitoréw. Przyjeto zatem, aby na
potrzeby obliczen modelowych utworzy¢ frakcje inhibitorow, ktorej
stgzenie reprezentowac¢ bgdzie inhibitor w réwnaniu kinetycznym.

Poniewaz, jak juz zaznaczono, inhibitorami sa peptydy o krétkich
i $rednich tancuchach, z reguly nie sa one produktami posrednimi
wystgpujacych reakcji nastgpczych. Przeprowadzone obliczenia
wykazaty, ze ich stgzenie monotonicznie rosnie a udzial poszczeg6l-
nych sktadnikéw tej frakcji jest w trakcie procesu z wystarczajaca
doktadnoscia staty.

W rozpatrywanym przypadku hydrolizy albuminy przyjgto, ze
w sktad frakcji inhibitoréw wchodza peptydy zawierajace od jednego
do szesnastu aminokwaséw w lancuchu. Na tej podstawie mozliwe
jest wyznaczenie na drodze estymacji statych réwnania kinetycznego,
w tym statej inhibicji odniesionej do frakcji inhibitoréw.

Fakt, ze w trakcie procesu okresowego zmienia si¢ st¢zenie inhibi-
tora(-6w) powoduje, ze trudno jest w sposéb jednoznaczny stwier-
dzi¢, jaki rodzaj inhibicji wystgpuje. Literatura [Greenwell i in.,
1969; Chanprapaph i in., 2005] oraz przeprowadzone badania suge-
ruja, ze prawdopodobna jest inhibicja kompetycyjna i taka tez przyje-
to w niniejszej pracy. Stad do opisu kinetyki zachodzacego procesu
wybrano réwnanie o postaci:

rmaxc() (1_ a) (1)

KM(1+yI’:“]+co(1—a)

1

r=

gdzie:

Co poczatkowe stgzenie biatka, [g/L]
K; - stalainhibicji, [g/L]

Ky — stala Michaelisa-Menten, [g/L]

r — szybkos¢ reakcji [g/Ls]
y;  — utamek masowy frakcji inhibitora, [-]
a — stopien przereagowania, [-]

Ostateczng weryfikacj¢ modelu przeprowadzono wykorzystujac
dane o sktadzie mieszaniny reakcyjnej w trakcie przebiegu procesu.
Dane takie nie sa tatwe do uzyskania, jako ze jak juz wspomniano
w uktadzie wystgpuje bardzo duza liczba reagentéw ich rozdzielenie
do celéw analitycznych jest skomplikowane, a czasami wrgcz nie-
mozliwe. Z tej przyczyny celowym jest pogrupowanie wystgpujacych
reagentéw na frakcje wzgledem dlugosci tancucha aminokwaséw
(masy czasteczkowej). Od strony algorytmu obliczen opartego na
opracowanym modelu nie stanowi to zadnej trudnosci, bowiem stg-
zenie kazdego reagenta liczone jest oddzielnie. Grupowanie na frak-
cje nalezy zatem przeprowadzi¢ w taki sposéb, w jaki uda sig roz-
dzieli¢ piki na chromatogramie.

Na rys. 2 przedstawiono przebieg dwéch wybranych frakcji, tj.
frakcji zawierajacej od 160 do 177 aminokwaséw, jako przyktad
reagentéw posrednich w reakcji nastgpczej oraz frakcji zawierajacej
od 10 do 18 aminokwaséw, jako przyktad frakcji koncowe;.

Poréwnanie przebiegu modelowego z doswiadczalnym mozna
uzna¢ za zadowalajace, zwlaszcza pamigtajac jak ztozona jest analiza
poszczegdlnych sktadnikéw mieszaniny reakcyjne;j.

Whioski

Proces enzymatycznej hydrolizy albuminy serum przy zastosowa-
niu termolizyny opisano modelem depolimeryzacji biatek.
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Rys. 2a. Zmiana utamka masowego frakcji zawierajacej od 160 do 177
aminokwaséw w czasie reakcji. (Linia obrazuje przebieg modelowy)
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Rys. 2b. Zmiana utamka masowego frakcji zawierajacej od 10 do 18
aminokwasow w czasie reakcji (Linia obrazuje przebieg modelowy)

Uzyskano bardzo dobra zgodno$¢ odnosnie catkowitego stopnia
hydrolizy oraz zadowalajaca zgodnos¢ co do sktadu poszczegélnych
peptydéw w mieszaninie reakcyjnej. Ta ostatnia zaleznos¢ jest bardzo
wazna w strategii prowadzenia hydrolizy biatek, poniewaz spo$réd
wielkiej liczby powstajacych peptydéw tylko niektére przedstawiaja
istotng warto$¢ technologiczng i proces powinien by¢ tak prowadzo-
ny, aby ich stgZenie bylo jak najwigksze.
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