Mikrokalorymetria jako narzedzie w badaniach kinetyki enzymatycznej

STRESZCZENIE

Enzymy jako katalizatory wiekszosci proceséw w organizmach zywych stanowia istotny
cel wielu terapii, maja tez duze znaczenie przemystowe, dlatego powtarzalna i dokladna
parametryzacja katalizy enzymatycznej jest bardzo istotna nie tylko w badaniach podsta-
wowych, ale tez wdrozeniowych. Najbardziej popularna w enzymologii metoda detekcji
spektrofotometrycznej, mimo niskich kosztéw i szybkosci, czesto nie moze by¢ zastosowana
bezposrednio z uwagi na nieodpowiednie wlasciwosci spektralne substratow i produktow.
Konieczne jest wtedy korzystanie z pomocniczych enzymoéw, modyfikacji chemicznej sub-
stratéw, badz analizy poreakcyjnej, np. przy uzyciu spektrometrii mas, co moze zwiekszaé
koszty pomiaru, wydluzaé jego czas, badz wplywaé na dokladnos¢ oznaczen. Izotermiczna
kalorymetria miareczkowa jest metoda rozpowszechniona giéwnie w celu charakterystyki
oddzialywan miedzy-molekularnych, jednakze jej uzycie w kinetyce enzymatycznej zdo-
bywa coraz wigksze uznanie z uwagi na bezposredni pomiar predkosci reakcji przy uzyciu
uniwersalnego parametru jakim jest cieplo, brak koniecznosci stosowania sztucznych sub-
stratow lub przetwarzania poreakcyjnego, a takze wysoka czulosé i niskie zuzycie reagen-
tow. Niniejsza praca omawia dwie strategie przeprowadzania kinetycznego eksperymentu
kalorymetrycznego, a takze ich przykladowe zastosowania.

WPROWADZENIE

Enzymy uczestniczg w wiekszosci proceséw biologicznych. Chociaz istnieja
RNA zdolne do katalizowania niektérych reakeji, katalizatorami wiekszosci re-
akgcji biologicznych sa biatka. W przypadku braku katalizy enzymatycznej wiek-
sz0$¢ reakcji biochemicznych przebiegalaby na tyle wolno, ze nie zasztyby w
tagodnych warunkach temperatury i cinienia, sprzyjajacych zyciu. Komoérki za-
wierajq tysiace réznych enzymow, a ich aktywnos¢ okresla, ktéra z wielu moz-
liwych reakcji chemicznych faktycznie zachodzi w komoérce. Dlatego enzymy
stanowia jeden z najwazniejszych celéw terapeutycznych. Znajduja one ponadto
zastosowanie w przemysle chemicznym, spozywczym, czy kosmetycznym. Z tej
przyczyny powtarzalna i dokladna parametryzacja katalizy enzymatycznej jest
niezwykle wazna. Pozwala ona bowiem nie tylko pozna¢ dokladna role danego
enzymu w organizmie i poréwnacé procesy zachodzace w réznych organizmach,
ale takze daje szanse na wytonienie obiecujacych srodkéw farmaceutycznych i
jest niezbedna do zrozumienia ich dziatania. Ponadto, umozliwia kontrole mu-
tagenezy w kierunku otrzymania wysokoaktywnych enzyméw. Scharakteryzo-
wanie funkcji enzyméw ma réwniez kluczowe znaczenie w poszukiwaniu ener-
gii odnawialnej (np. przeksztalceniu biomasy w paliwa ptynne), w produkcji
i przetwarzaniu zywnosci oraz w wielu innych procesach przemystowych [1].

PROBLEMY POPULARNYCH METOD BADANIA
KINETYKI ENZYMATYCZNE]

Aktywnosci enzymoéw rutynowo mierzone sa za pomoca metod spektrosko-
powych poprzez pomiar zmiany absorbcji $wiatla, ktéra jest proporcjonalna do
zuzycia substratu lub tworzenia produktu. Takie oznaczenia naleza do tanich,
szybkich i prostych. Niestety, wiekszos¢ enzymoéw nie nadaje sie do badania
metodami kolorymetrycznymi z uwagi na fakt, ze ich produkty i substraty nie
wykazuja odpowiedniej absorpcji w zakresie Swiatta ultrafioletowego i widzial-
nego. Co wiecej, spektroskopia jest metodq wysoce niespecyficzng. Wiele czaste-
czek absorbuje $wiatlo o dlugosci fali w zakresie 220-300 nm, istnieje wiec ryzy-
ko, ze niespecyficzne skladniki preparatu beda stanowily sztuczny przyczynek
do pomiaru absorbancji. Takim ryzykiem szczegdlnie obarczone sg przesiewo-
we testy inhibitoréw, ktérych specyficzne wiasciwosci moga zaburza¢ odczyty
spektrofotometryczne. Aby przezwyciezy¢ te ograniczenia czesto wykorzystuje
si¢ sprzezone reakcje enzymatyczne, w ktérych produkt reakcji ,bezbarwnej”
stanowi substrat dla pomocniczego enzymu/enzymoéw katalizujacych reakcje
barwna, podlegajaca spektroskopowej detekcji. Takie podejscie niestety obar-
czone jest wieloma ograniczeniami; (i) niska dostepnosciq enzyméw pomocni-
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czych oraz ich wysokim kosztem, (ii) trudno$cia w optyma-
lizacji wspélnych warunkéw reakcji wraz z jednoczesnym
zadbaniem o to by tylko badana reakcja byta limitujaca co
do predkosci; (iii) mozliwa inhibicja badanego enzymu po-
przez pomocnicze substraty i produkty; a takze (iv) zréz-
nicowang stabilnosdcia enzymoéw [2]. Innym wyjsciem jest
modyfikacja substratow celem nadania im wtasnosci chro-
mo- badz fluorogennych poprzez kowalencyjne potaczenie
ich np. z barwnikami, jednakze kataliza takich sztucznych
substratow moze skutkowaé zmienionymi warto$ciami pa-
rametrow kinetycznych (tj. K, - statej Michaelisa i k_, - licz-
by obrotéw) w poréwnaniu z naturalnymi substratami [3].
Ponadto, opracowano réwniez testy enzymatyczne oparte
na detekcji innych parametréw takich jak lepkosé, sygnat
elektrochemiczny (pH, tlen itp.), metnoé¢ (turbidymetria),
czy radioaktywnos¢. Jednakze metody te réwniez majq wie-
le wad jak np. praca z promieniowaniem, nizsza czultos¢,
wysoki koszt odczynnikéw, zapotrzebowanie na duze ilo-
ci enzymow oraz zmudna i dtugotrwata procedura. Czesto
bezposrednia detekcja produktu jest zupelnie niemozliwa i
konieczne jest uzycie poreakcyjnych technik pomocniczych,
takich jak chromatografia cieczowa, elektroforeza zelowa
czy spektrometria mas, by ilosciowo okresli¢ ubytek sub-
stratu badz tez przyrost produktu. Takie dodatkowe etapy
wydtuzaja czas, zwigkszaja koszty a takze niepewnos¢ sa-
mego pomiaru [4].

MIKROKALORYMETRIA JAKO BEZPOSREDNIA
METODA BADANIA REAKCJI

Izotermiczna kalorymetria miareczkowa (ang. isothermal
titration calorimetry, ITC), ktéra jest powszechnym narze-
dziem do badania oddzialywari pomiedzy czasteczkami
o zréznicowanej naturze (tj. bialka, kwasy nukleinowe,
zwigzki maloczgsteczkowe czy jony metali), w ostatniej de-
kadzie staje sie coraz popularniejszym narzedziem do po-
miaru kinetyki enzymatycznej. Zamiast §ledzi¢ zmiany ste-
zenia substratéw i produktéw w miare uptywu czasu, kalo-
rymetria jako metoda bezposrednia wykrywa wydzielajace

si¢ badZ absorbowane podczas katalizy ciepto w czasie rze-
czywistym. Poniewaz prawie wszystkie reakcje chemicz-
ne uwalniajg lub absorbuja ciepto, kalorymetria moze by¢
stosowana niemal powszechnie. Co wigcej, parametr ciepta
jest mozliwy do detekcji réwniez w roztworach nieprzezro-
czystych, zawiesinach, a takze uktadach wielofazowych,
bez koniecznoéci znakowania substancji chemicznych. Do-
stepne obecnie kalorymetry sa wysoce czule, zdolne do wy-
krycia zmiany ciepta juz od 0,1 pcal/s i wymagajg stosun-
kowo matych objetosci reakcji (280 l). Taka cecha ogranicza
koszt odczynnikéw i enzymoéw, co jest szczegdlnie wazne
gdy mamy do czynienia z drogim i trudno dostepnym sub-
stratem [5]. Kalorymetria pozwala na prowadzenie pomia-
réw bez ograniczeri ze wzgledu na charakter chemiczny
stosowanego buforu i reagentéw. Przy uzyciu dowolnego
substratu (naturalnego lub sztucznego), oznaczanie kalo-
rymetryczne parametrow kinetycznych (k_, i K,) enzymu
mozna zakoniczy¢ w ciagu 10 minut, podczas gdy typowe
procedury spektrofotometryczne/fluorometryczne moga
zajaé wiele godzin i obejmowac precyzyjne przygotowanie
kilku roztworéw substratéw. Ponadto, ré6zne mechanizmy
kinetyki enzymu, ktére obejmuja hamowanie produktu i
allosteryczna aktywacje substratu, mozna réwniez latwo
zbadaé za pomoca ITC [6,7].

Przy pomocy kalorymetrii scharakteryzowano prace en-
zymow opornych na tradycyjne analizy, takich jak np. hy-
drolazy, oksydaza szczawianowa, heparynaza czy systemy
wymagajace zlozonej mieszaniny czasteczek [8]. W odréz-
nieniu od badan oddziatywar miedzyczasteczkowych, kt6-
re wymagaja duzych ilosci materialu do detekcji entalpii, w
testach enzymatycznych cieplo mierzone przez kalorymetr
jest generowane przez reakcje chemiczna katalizowana
przez enzym, a nie przez wigzanie i rownoczesne zmiany
strukturalne, co ma wplyw na projektowanie eksperymen-
tow. Po pierwsze, kazdy enzym zazwyczaj wykonuje wiele
obrotéw w czasie trwania eksperymentu ITC, co skutecz-
nie wzmacnia sygnat cieplny, a iloé¢ enzymu wymaganego
jest znacznie mniejsza (nawet na poziomie pikomolarnym)
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Rycina 1. Schematyczne przedstawienie kalorymetru podczas badania reakcji enzymatycznej. Reakcja zachodzaca podczas dozowania substratu do roztworu enzymu
obecnego w komorze pomiarowej i wydzielane/pochtaniane przez nig cieplo, skutkuje zmiang mocy cieplnej uwalnianej przez kalorymetr, potrzebnej do utrzymania

stalej roznicy temperatury miedzy komora pomiarowq a komorka referencyjng.
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niz w przypadku eksperymentéw wigzania. Jednoczeénie,
w wyniku uzycia minimalnej ilosci materialu ciepto gene-
rowane przez wigzanie i dysocjacje substratow, produktéw
i inhibitoréw mozna bezpiecznie zignorowaé, poniewaz sa
one znacznie mniejsze od ciepta katalizy [9].

PODSTAWY DZIALANIA KALORYMETRU

Kalorymetr skiada sie z ostony adiabatycznej, w ktorej
umieszczone s3 dwie komory w ksztalcie monet (Ryc. 1),
do ktérych dostep zapewniaja waskie kanaly. Komora po-
miarowa wypelniona jest roztworem enzymu, podczas gdy
komora referencyjna zazwyczaj zawiera wode. W komorze
pomiarowej znajduje sie obrotowa strzykawka, ktérej diuga
igla zakorniczona jest mieszadlem. Termostat mierzy réznice
temperatur miedzy komora pomiarows i referencyjng na
zasadzie ,sprzezenia zwrotnego” i utrzymuje te réznice na
zerowym poziomie poprzez dodawanie lub odejmowanie
ciepta. Podczas eksperymentu substrat jest wstrzykiwany
do roztworu enzymu przy stalej, wybranej temperaturze.
Gdy zachodzi reakcja enzymatyczna, iloé¢ ciepta wydziela-
nego lub pochlanianego jest proporcjonalna do liczby cza-
steczek substratu, ktére zostaja przeksztatcone w czasteczki
produktu. Ponadto, szybkos¢ przeptywu ciepla jest bezpo-
$rednio zwigzana z szybkoscia reakcji. Zmierzone dane, po-
jawiajace sie jako odchylenie $ladu ciepla od poczatkowej
linii bazowej, reprezentuja moc cieplna dostarczang przez
instrument do komory pomiarowej, ktéra jest proporcjonal-
na do przeptywu ciepta zachodzgcego w komorze pomiaro-
wej w czasie [6,10].

W charakterystyce kinetyki enzymatycznej za pomoca
kalorymetru mozna przyja¢ jedna z dwoéch strategii po-
miarowej, tj. metode jednonastrzykowa badz wielonastrzy-
kowa. Decyzja, ktéra strategia bedzie dla naszego ukladu
lepsza zalezy od specyficznosci substratowej i szybkosci
badanego enzymu, od tego czy jest on podatny na inhibicje
produktem, a takze od rozpuszczalnosci substratu ijego cie-
pla rozciericzania.

METODA JEDNEGO NASTRZYKU (ITC-SIM)

W przypadku metody jednonastrzykowej SIM (ang.
single injection method) iloé¢ enzymu dobierana jest tak, by
umozliwi¢ catkowite przeksztalcenie substratu w produkt
w czasie od kilku do kilkudziesieciu minut. Stezenie sub-
stratu uzyte w eksperymencie powinno by¢ na tyle duze, by
w momencie nastrzyku enzym byl poczatkowo wysycony
substratem ([S] >> K, gdzie [S] oznacza stezenie substratu
a K, stala Michaelisa). Reakcja przeprowadzana ta metoda
moze by¢ rozpoczeta zaréwno poprzez wstrzykniecie sub-
stratu (w strzykawce) do enzymu (w komorze pomiarowej)
lub odwrotnie, poprzez wstrzykniecie enzymu do komory
pomiarowej wypelnionej substratem. W obu przypadkach
sygnal ITC wykazuje duze odchylenie natychmiast po
wstrzyknieciu, a przeplywy ciepla utrzymuja sie tak diu-
go, jak dlugo enzym pozostaje nasycony substratem. W
miare ubytku substratu sygnat stopniowo powraca do po-
ziomu stanu linii bazowej (Ryc. 2). Gdy substrat znajduje
sie w strzykawce, procedure mozna powtérzy¢ kilka razy
w ramach tego samego eksperymentu, gdy jednak w strzy-
kawce znajduje sie enzym mozna dokona¢ tylko jednego
powtorzenia eksperymentu, poniewaz caly substrat obecny
w komorze zostanie zuzyty. Powyzszy fakt ma znaczenie
przy planowaniu eksperymentéw z inhibitorami. Predkos¢
reakcji (v) mozna odczytaé bezposdrednio z przesunigcia sy-
gnatu ITC jako funkcji czasu, gdyz zmiana ciepta jest wprost
proporcjonalna do szybkosci reakgji. Ilos¢ substratu w kaz-
dym punkcie czasowym jest obliczana dzieki czesciowej in-
tegracji sygnatu cieplnego, w ten sposéb mozemy uzyskac
pelna krzywa zaleznosci wartosci v od [S] (krzywa Micha-
elisa-Menten) (Ryc. 2). W poréwnaniu do metody wielona-
strzykowej MIM (ang. multiple injection method) oméwionej
w nastepnym rozdziale, metoda SIM jest szybsza i pozwa-
la na wyznaczenie parametréw k_, i K, w jednym, czasem
zaledwie kilkudziesieciosekundowym eksperymencie, ma
ona tez jednak kilka ograniczen. Po pierwsze, w tego typu
eksperymencie w komorze pomiarowej kumulowana jest
duza iloé¢ produktu, co w przypadku wystepowania inhi-
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Rycina 2. Charakterystyka kinetyczna jednej z izoform dehydrogenazy glutaminianowej GDH1 z A. thaliana okre$lona metoda ITC-SIM. Nad surowymi danymi ITC
umieszczono krzywa zaleznosci stezenia NADH od predkosci reakeji z dopasowaniem réwnania Michaelis-Menten (na podst.15), pod krzywa kinetyczng umieszczono
parametry kinetyczne K, i k  obliczone z dopasowania, a takze schemat obserwowanej reakcji, katalizowanej przez dehydrogenaze.
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bicji produktem moze by¢ duzym utrudnieniem. Po drugie,
w przypadku enzyméw bardzo wolnych czy mniej specy-
ficznych moze doj$¢ rowniez do technicznych problemoéw,
takich jak brak mozliwosci catkowitego przerobu substratu
w racjonalnej skali czasowej, czy tez zmiana wlasciwosci
buforu spowodowana duzym nagromadzeniem produktu,
co moze wywolywac dodatkowe efekty cieplne zaburzajgce
przebieg krzywej katalitycznej [6, 8, 9, 11-13]. Przyktadem
pokazujagcym duza czulos¢ tej metody jest wykorzystanie
ITC-SIM do ukazania réznic w parametrach kinetycznych
miedzy nieorganicznymi fosfatazami z réznych organi-
zmow (Arabidopsis thaliana i Medicago truncatula), wptywu
na te parametry obecnoéci peptydu sygnalnego kierujacego
biatko do chloroplastu, a takze ukazania wplywu réznych
mutacji punktowych na katalize [14]. Przykladem wykorzy-
stania ITC-SIM jako techniki uzupelniajacej metodyke spek-
trofotometryczng jest charakterystyka kinetyki dehydroge-
nazy glutaminianowej z A. thaliana, enzymu katalizujacego
reakcje 3 substratowa, w wyniku ktérej jon amonowy, kwas
a-ketoglutarowy (AKG) i NADH przeksztalcane sg w kwas
glutaminowy i NAD* [15]. W tym przypadku monitorowa-
no predkosé konsumpgji réznych stezeri AKG przy pomocy
zmiany absorpcji ubywajacego NADH (uzytego w jednym
stezeniu) w czasie, otrzymujac parametry kinetyczne dla
AKG. Jednakze wyznaczenie tych parametréw dla kofak-
tora NADH okazalo si¢ technicznie niemozliwe z uwagi
na niemoznoé¢ uzycia wysycajacych stezen NADH, ktore
wykraczaja poza detekcje spektrofotometru [2], a takze zbyt
staby sygnat dla NADH w stezeniach ponizej K,. Pomocna
okazala sie tu metoda ITC-SIM, ktéra pozwolila na wyzna-
czenie parametréw konsumpcji NADH wprowadzonego w
jednym 10pL nastrzyku do komory pomiarowej (do final-
nego stezenia ImM) zawierajacej 20nM enzym w obecnosci
nielimitujacego stezenia jonu amonowego i AKG (Ryc. 2).

Strategia SIM umozliwia znaczne zmniejszenie zuzycia
substratu, co w przypadku drogich i trudnych do zdoby-
cia zwigzkéw, jak np. fosforan imidazolo-glicerolu, bedacy
substratem dla enzymu katalizujacego piaty etap roslinnego
szlaku syntezy histydyny [5], czasem moze stanowi¢ jedyna
osiagalna droge do wyznaczenia parametréw kinetycznych
badanego biatka.

Metoda SIM moze by¢ uzyta do wyznaczenia stalej in-
hibicji K, w jednym, zaledwie godzinnym eksperymencie
co w popularnych technikach jest czasochfonne i wymaga
przygotowywania serii rozcienczen substratu i inhibitora
Di Trani i inni zaadaptowali ITC-SIM do wyznaczenia sta-
tej inhibicji reakgji trypsyny dla benzamidyny wypelniajac
strzykawke kombinacja inhibitora i substratu [8]. Nastep-
nie wykonano serie nastepujacych po sobie eksperymentéw
SIM, w ktérych inhibitor gromadzit sie w komorze pomia-
rowej wraz z kazdym kolejnym wstrzyknieciem substratu.
W rezultacie parametry kinetyczne uzyskane dla drugiego
nastrzyku odpowiadaja dwukrotnie wiekszemu stezeniu
inhibitora w poréwnaniu do pierwszego, a te dla trzeciego
szczytu trzykrotnie wiekszemu stezeniu inhibitora itd.

METODA WIELONASTRZYKOWA (ITC-MIM)

Strategia ta sklada sie z dwoéch osobnych eksperymen-
tow. W pierwszym nalezy wyznaczy¢ Srednia calkowita
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molowa entalpie reakcji poprzez wprowadzenie do komo-
ry pomiarowej wypelnionej enzymem kilku nastrzykéw
substratu, dobierajac tak jego stezenie, a takze stezenie
enzymu i interwaly miedzy nastrzykami, by zapewni¢ cat-
kowita przemiane substratu w produkt. Po zintegrowaniu
kazdego z otrzymanych pikéw wartosci entalpii usrednia
sie¢ (Ryc. 3A). Nastepnie okreéla sie zmiane mocy réznico-
wej (dQ/dt) wynikajaca z przemiany substratu w produkt
w tzw. eksperymencie przesuniecia predkosci cieplnej, w
ktérym w komorze pomiarowej znajduje sie roztwoér en-
zymu w stezeniu na tyle niskim, by zuzycie substratu w
trakcie trwania eksperymentu bylo zaniedbywalne. Do
takiej komory wstrzykiwany jest substrat w interwalach
na tyle krétkich, by réwniez zapewni¢ minimalne zuzycie
substratu. W ten sposéb sygnat ITC miedzy nastrzykami
jest zblizony do poziomego przypominajac serie krokéw
(Ryc. 3B). Po kazdym nastrzyku reakcja jest w stanie pseu-
do-pierwszorzedowym, a réwnolegly sygnat ITC oznacza
liniowa zaleznoé¢ predkosci reakcji od czasu (czyli pred-
kos¢ poczatkowa reakcji). Nastrzyki sg zaprojektowane tak,
ze wczesne kroki maja [S]<<K|, a koricowe wstrzykniecia
wysycaja enzym z [S]>>K . Przesuniecie kazdego kroku
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Rycina 3. Eksperyment ITC-MIM na przykladzie asparaginazy ReAV (na podst.
18). A. Wyznaczenie éredniej calkowitej entalpii molowej za pomocg trzech 2L
nastrzykéw 10mM asparaginy do komory pomiarowej z 2uM biatkiem. B. Su-
rowe dane kinetyczne otrzymane poprzez miareczkowanie 10nM biatka 100mM
asparaging za pomoca 1,8uL nastrzykéw z przerwami 60 sekundowymi. C.
Wartosci AQ/ At zostaly przeliczone na predkosci poczatkowe i umieszczone na
wykresie zaleznosci od stezenia substratu z dopasowaniem réwnania Michaelis-
-Menten; pod krzywa kinetyczna umieszczono parametry kinetyczne K, i k_,
obliczone z dopasowania, a takze schemat obserwowanej reakcji, katalizowanej
przez asparaginaze ReAV.
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Rycina 4. Wykres zaleznosci wydajnosci enzymatycznej od temperatury wyznaczony za pomoca metody wielonastrzykowej ITC przeprowadzonej w réznych temperatu-
rach dla izoform ReAlV i ReAV asparaginaz z Rhizobium etli [18] (A), a takze dla termofilnej deacetylazy (B) [21].

wzgledem poczatkowej linii bazowej jest wprost proporcjo-
nalne do predkosci reakcji (Ryc. 3B), natomiast wyznaczone
wczedniej catkowite molowe cieplo reakcji bedzie stuzylo
do przeliczenia predkosci cieplnej na predkos¢ reakcji. Ste-
zenie substratu obecnego w komorze pomiarowej po kazdej
iniekgji jest znane na podstawie stezenia substratu w strzy-
kawce i objetosci wszystkich wstrzyknieé. Otrzymujemy w
ten sposéb wykres zaleznoéci predkosci poczatkowych od
stezenia substratu (Ryc. 3C) [6,8,10,11,16]. Metoda ta zna-
lazta zastosowanie m.in. w badaniu umiarkowanie specy-
ficznych asparaginaz klasy 3 z Rhizobium etli, ktére wyka-
zuja wlasciwosci czynigce je obiecujagcymi kandydatami do
testow w kierunku leczenia ostrej biataczki limfoblastycznej
(ang. acute lymphoblastic leukemia, ALL). W leczeniu ALL do
tej pory wykorzystuje sie asparaginaze EcAIl z Escherichia
coli oraz ErAll z Erwinia chrystanthemi. W klinicznym uzy-
ciu tych preparatéw pojawia sie jednak problem z efektami
ubocznymi zwigzanymi z ich aktywnoscig glutaminazowa
[17]. Co ciekawe, metoda ITC-MIM wykazano brak takiej
aktywnodci u asparaginaz rizobialnych [18]. Strategia ITC-
-MIM pozwolita tez na ocene wplywu na aktywnos¢ aspa-
raginazowa ReAlV i ReAV szeregu czynnikow, takich jak
mutageneza punktowa, pH, jony cynku i innych metali
przejéciowych, temperatura czy stezenie soli [18-20]. ITC-
-MIM umozliwito tez charakterystyke kinetyki termofilnej
deacetylazy [21].

WYKORZYSTANIE ITC DO OKRESLENIA OPTIMUM
TEMPERATUROWEGO AKTYWNOSCI ENZYMU

Poniewaz mikrokalorymetry, takiejak iTC-200 czy PEAQ-
-ITC, wyposazone sa w system termostatowania, pozwalaja-
cy na wykonanie pomiaru w $ciéle okreslonej temperaturze
w zakresie od 2°C do 80°C, sa one idealnym narzedziem do
okreslania optimum temperaturowego pracy enzymow, co
jest szczegodlnie przydatne w ustaleniu odpowiednich wa-
runkéw oraz w wyborze wariantéw dla celéw medycznych
i przemystowych. Dobrym tego przykladem jest okreslenie
optimum temperaturowego aktywnosci dwoéch izoform
asparaginaz z Rhizobium etli ReAIV i ReAV [18], ktére poka-
zuje, iz izoforma ReAlIV ma szersze optimum aktywnosci w
zakresie wyzszych temperatur (37-55°C) od izoformy ReAV
(Ryc. 4A) i tym samym jest bardziej odpowiednia do testow
na liniach komoérkowych i modelach zwierzecych w kierun-
ku wykorzystania jej jako leku przeciw ALL.
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Przykladem na wykorzystanie gérnych zakresow tem-
peratur pracy kalorymetru jest poréwnanie wydajnosci
enzymatycznej termofilnej deacetylazy pochodzacej z orga-
nizmu ekstremofilnego Pyrococcus chitonophagus wzgledem
dwoéch réznych substratéow (Ryc. 4B) [21], z ktérego wynika,
ze dopiero w wysokiej temperaturze jesteSmy w stanie wy-
toni¢ specyficzny dla tego enzymu substrat.

PODSUMOWANIE

Izotermiczna kalorymetria miareczkowa (ITC) staje sie
coraz bardziej uznawanym narzedziem do pomiaru kine-
tyki enzymow, posiadajacym wyrazng przewage nad tra-
dycyjnymi technikami. ITC mierzy przeplyw ciepla, ceche
prawie wszystkich reakcji chemicznych i zapewnia natych-
miastowy odczyt predkosci enzymu, eliminujac potrzebe
stosowania sztucznych substratéw lub przetwarzania po-
reakcyjnego. W literaturze pojawia sie coraz wiecej opraco-
wan pokazujacych mozliwosé uzycia kalorymetrii do wy-
znaczenia stalych inhibicji w pojedynczym eksperymencie.
Wysoka czuto$¢ metody pozwala na $ledzenie zmian pa-
rametréw kinetycznych, nawet tych subtelnych, wywota-
nych przez manipulacje w sekwencji aminokwasowej, oraz
zmiany warunkéw reakcji. Funkcja termostatowania reakcji
w $§cisle kontrolowanej temperaturze stwarza mozliwosé
tatwego technicznie wyznaczenia optymalnej temperatury
reakcji, a szeroki zakres termostatowanych temperatur po-
zwala réwniez na badanie kinetyki enzymoéw z organizméw
ekstremofilnych. Istotna zaleta jest rowniez automatyzacja
procesu, komputerowo kontrolowana strzykawka zapew-
nia wysoka powtarzalnos¢ oznaczeri i ogranicza bledy pipe-
towania wystepujace w metodach spektroskopowych.
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SUMMARY

Enzymes, as biocatalysts, are an important target of many therapies and are also of great industrial importance, which is why repeatable and
accurate parameterization of enzymatic catalysis is very important. The most popular spectrophotometric detection method in enzymology,
despite its low cost and speed, often cannot be used directly due to the inappropriate spectral properties of substrates and products. It is
then necessary to use auxiliary enzymes, chemical modification of substrates or post-reaction analysis, which may increase the cost of mea-
surement, extend its time or affect the accuracy. Isothermal titration calorimetry is a method widely used mainly for the characterization of
inter-molecular interactions, however, its use in enzyme kinetics is gaining more and more recognition due to the direct measurement of the
reaction rate using the universal parameter of heat, high sensitivity and low reagent consumption. This work discusses two strategies for
conducting a kinetic calorimetric experiment and their applications.
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