ZYWNOSC 3(24) Supi, 2000

MALGORZATA KORZENIOWSKA, WIESLAW KOPEC

IZOLACJA CYSTATYNY Z BIALKA JAJA Z ZASTOSOWANIEM
FILTRACJI MEMBRANOWEJ | CHROMATOGRAFII
POWINOWACTWA

Streszczenie

Podobienstwa budowy i wtasciwosci biologicznych cystatyny biatka jaja kurzego do ludzkiej cystaty-
ny c stwarzajg mozliwos¢ jej wykorzystania w prewencji i leczeniu wielu choréb. Dlatego celem badan
byto opracowanie podstaw proceséw izolacji i oczyszczania cystatyny biatka jaja przy uzyciu techniki
filtracji membranowej i chromatografii powinowactwa. W wyniku diafiltracji odzyskiwano z biatka jaja
lub jego roztworéw, po usunieciu z nich lizozymu, 40-65% aktywnego inhibitora. Wykazano, ze usunie-
cie lizozymu z roztworu biatka nie wplywa na ilo$¢ odzyskanej cystatyny w filtratach. Natomiast w pro-
cesach oczyszczania cystatyny metoda chromatografii powinowactwa odzyskiwano do 50% inhibitora
zawartego w preparatach uzyskanych po suszeniu rozpytowym roztworéw biatek; ilosci te byty nizsze o
3-4% jes$li oczyszczano preparaty biatka z ktérego usunieto lizozym.

Wstep

Surowce zywnosciowe sg bogatym Zzrodtem substancji biologicznie czynnych tj.
enzymoAw i ich inhibitoréw, witamin i prowitamin, steroli i in. Duzo tych zwigzkow
zawierajajo kurze, a szczegdlnie jego czes¢ biatkowa bogata m.in. w lizozym, enzym o
silnych wiasciwos$ciach bakteriobdjczych, ktory jest pozyskiwany z tego surowca i
wykorzystywany na szerokg skale zarowno w przemysle spozywczym, jak i w medy-
cynie [s]. Biatko jaja zawiera takze owomucyne, ktdra stanowi bogate zrédto kwasu
sialowego czy owomukoid wykazujacy silne wiasciwosci inhibicji enzymow proteoli-
tycznych [3], Mniej znanym biologicznie aktywnym skiadnikiem biatka jaja jest cy-
statyna, bedaca inhibitorem proteaz cysteinowych. Wystepuje w biatku jaja kurzego
jako mieszanina dwdéch gtownych izoelektrycznych form o identycznej sekwencji ami-
nokwasowej (obie formy zawierajg po 116 aminokwaséw) i masie molekularnej 12700
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Da: formy A nieufosforylowanej o pi = 6,5 oraz formy B ufosforylowanej o pl=5,6 [2,
9], Cystatyna biatka jaja kurzego jest silnym inhibitorem papainy i ficyny oraz katep-
syn B, H, L i peptydaz papaino-podobnych [1], Biatko to charakteryzujace sie wysoka
stabilno$cig zaro6wno w ekstremalnych warunkach pH (pH okoto 12,0), jak i tempera-
tury (-20°C i 115°C przez 15 min nie powoduje spadku aktywnosci inhibicyjnej) [5,
10], Wedtug klasyfikacji Rawlingsa i Barretta [s ] nalezy ona wraz z ludzka cystatyng c
do drugiej podrodziny cystatyn; oba inhibitory wykazujg wysoki stopied podobien-
stwa, wyrazajacy sie zblizona masa molekularng struktura trzeciorzedowa, sekwencja
aminokwasowga oraz sposobem inhibicji enzymdéw. Dlatego tez cystatyna izolowana z
biatka jaja kurzego moze by¢ stosowana w leczeniu wielu choréb, m.in.: choréb no-
wotworowych, choroby Alzheimera, czy schorzeh przyzebia [4, 7], Istotnym ograni-
czeniem w pozyskiwaniu inhibitora z biatka jaja jest jego niska zawarto$¢ wynoszaca
0,05% oraz duza lepko$¢ biatka jaja utrudniajgca proces chromatografii powinowactwa
z wykorzystaniem papainy, ktéry jest podstawowg metodg wykorzystywang do
oczyszczania cystatyny. W zwigzku z tym procesy izolowania i oczyszczania cystatyny
sg tatwiejsze do przeprowadzenia, jesli stosuje sie rozcieficzone roztwory biatka, badz
frakcje biatek jaja uzyskiwane m.in. w procesach izolacji lizozymu prowadzonych z
wykorzystaniem technik chromatograficznych i separacji membranowej. Proces pozy-
skiwania cystatyny jest wéwczas dwustopniowy; w pierwszym etapie wydziela sie
filtrat biatkowy wzbogacony w inhibitor (przy wykorzystaniu technik membrano-
wych), w drugim prowadzi sie oczyszczanie inhibitora technikg chromatografii powi-
nowactwa, dlatego tez celem przeprowadzonych badan byto opracowanie podstaw
procesdw izolacji i oczyszczania cystatyny biatka jaja przy uzyciu wspomnianych
technik separacji.

Material i metody badan

Cato$¢ doswiadczenia, podobnie jak proces izolacji cystatyny z biatka jaja i jej
oczyszczania, podzielono na dwa etapy. W etapie pierwszym pozyskiwano filtraty
biatek jaja wzbogacone w cystatyne metodami separacji membranowej. Materiatem do
badan byto biatko jaja, oddzielone od zditka metodg przemystowg (Ovopol, Nowa
Sol), o pH w granicach s,5-9,0, ktére poddawano procesowi mikrofiltracji (diafiltracji)
na filtrach kapilarnych polipropylenowych o rzeczywistym punkcie "odciecia" wyzna-
czonym w stosunku do biatek jaja na poziomie 30 kDa (w warunkach filtracji niskoci-
$nieniowej rzedu ok. 1-2-10s kPa) przy rozciericzeniu wodg w stosunku od 1:2 do 1:6.
Przeprowadzono réwniez diafiltracje roztworéw biatka jaja (rozcieficzonych w stosun-
ku 1:4) po izolacji z nich lizozymu metoda chromatografii jonowymiennej w warun-
kach przemystowych (Ovopol, Nowa Sél). Filtraty uzyskane w wyniku separacji na
filtrach kapilarnych polipropylenowych zageszczano na filtrach membranowych poli-
sulfonowych o nominalnym punkcie "odcigcia" 10 kDa, a nastepnie suszono rozpyto-
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wo uzyskujagc dwa rodzaje preparatdow wzbogaconych w cystatyne; pierwszy z biatka
jaja idrugi z biatka jaja - z ktérego usunieto lizozym.

W drugim etapie badan preparaty biatka jaja wzbogacone w cystatyne, po
uprzedniej rehydratacji wodg w stosunku 1:s, oczyszczano technikg chromatografii
powinowactwa wedtug Siewinskiego i wsp. [7], W tym celu roztwory preparatéw na-
noszono na ztoze kolumny chromatograficznej Sepharose 4B z immobilizowang pa-
paing, gdzie nastepowato wigzanie cystatyny tzw. wolnej, tzn. nieskompleksowanej z
innymi biatkami. Po przejsciu roztworu biatka przez ztoze kolumny (tzw. kolumna I)
przemywano 200 cms wody destylowanej, a nastepnie 50 cms 2% roztworem NaCl w
celu usuniecia biatek zanieczyszczajgcych preparat. Inhibitor odzyskiwano ze ztoza
kolumny poprzez przeprowadzenie obrdbki chemiczno-termicznej wykorzystujgcej
bardzo wysoka oporno$¢ cystatyny na dziatania termiczne i zmiany pH. Obrdbka ta
polegata na doprowadzeniu pH zawiesiny ztoza ze zwigzanym biatkiem do wartosci
12,0 przy uzyciu 0,1 M NaOH, ogrzaniu w 100°C przez 3 min, schtodzeniu do 271°C i
utrzymaniu tej temperatury przez 24 godziny, nastepnie zmianie pH do wartosci 6,0-
7,0 przy uzyciu 0,1 N HC1 i odwirowaniu roztworu zawierajagcego oczyszczong cystaty-
ne od ztoza. Roztwor biatek uzyskany po przejéciu przez kolumne chromatograficzng
zawierajagcy kompleksy cystatyny z innymi biatkami poddawano takiej samej obrdbce
chemiczno-termicznej, jak w przypadku ztoza, w celu roztozenia komplekséw, dopro-
wadzenia do denaturacji innych niz cystatyna biatek i ich usunieciu z roztworu w wy-
niku wirowania. Tak przygotowany roztwdr nanoszono na ztoze drugiej kolumny
chromatograficznej (tzw. Il kolumna) i powtarzano cato$¢ procedury przemywania i
odzyskiwania inhibitora ze ztoza.

Zdolnos¢ (aktywnos$¢) inhibicyjng cystatyny oznaczano w roztworach odzyska-
nych ze ztoza kolumny po obrdobce chemiczno-termicznej, a takze w roztworach uzy-
skanych po przejsSciu przez kolumne oraz roztworach przemywajacych tj. wodzie i 2 %
roztworze NaCl metodg posrednig poprzez okreslenie zdolnosci hamowania aktywno-
Sci papainy wobec substratu syntetycznego BANA [7], Jednostka aktywnos$ci cystaty-
ny stosowana w badaniach wiasnych oznacza zdolno$¢ inhibowania przez 100 mg
cystatyny takiej ilosci papainy, ktéra hydrolizuje 1,0 mM substratu syntetycznego
BANA na minute w warunkach standardowych (37°C). Odzysk inhibitora zostat wyli-
czony jako stosunek aktywnosci oczyszczonego inhibitora [jedn. akt.] do aktywnosci
inhibitora w roztworze wyjsciowym [jedn. akt.], przeliczony na objeto$¢ roztworow
oraz wyrazony w procentach.

Omowienie wynikow
Na podstawie uzyskanych wynikdw stwierdzono, ze w przeprowadzonych proce-

sach membranowych tj. mikrofiltracji i diafiltracji odzyskiwano od okoto* 10% do 65%
aktywnej cystatyny zawartej w wyjsciowym biatku jaja, przy czym najkorzystniej wy-
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padta diafiltracja roztworéw biatka rozcienczonych wodg w stosunku 1:4, dla ktorej
odzysk aktywnego inhibitora w filtracie wynosit 64,4% a po zageszczaniu i suszeniu
50,4% (tab. 1). Po diafiltracji roztworéw biatka o stosunku rozciericzenia 1:6 uzyskano
odzysk cystatyny wynoszacy 47,6%), ktory nie rézni sie statystycznie od wartosci uzy-
skanej w procesie, w ktérym filtrowano biatko rozcieficzone w stosunku 1:4. Tak wiec
stosowanie wyzszych rozcienczen (1:6) jest nieuzasadnione. Stwierdzono réwniez, ze
odzysk cystatyny z roztwordw biatka jaja, z ktorych uprzednio wydzielono lizozym,
ksztaltuje sie na poziomie zblizonym do odzysku inhibitora z roztwordw biatka nie

Tabela 1
Separacja membranowa roztworéw biatka jaja.
Membrane separation of egg white solutions.
Diafiltracja
po adsorpcji
2 awartosé ' . ' Diafiltracja Diafiltracja Diafiltracja lizozymu
aktywnej cystatyny M'lkroflltra?Ja . -1:2 . . -1:4 . _ _1:6 _ _ _1:4 _
. . Microfiltration  Diafiltration  Diafiltration  Diafiltration Diafiltration
Content of active cystatin
1:2 1:4 1:6 after lyso-
syme re-
moval 1:4

Zawarto$¢ aktywnej

Cystatyny w filtracie w

stosunku do zawartosci

wyjsciowej (%) 94 a 418D 64,4 c 65,0 ¢ 64,0 c
Quantity of active cystatin
in filtrates in relation to
initial amount (%)
Zawartos$¢ aktywnej
cystatyny w preparatach
po zageszczaniu i suszeniu
w stosunku do zawartosci
wyjsciowej (%)

Quantity of active cystatin
in preparates after con-
centration and drying in
relation to initial amount
(%)

6.8 a 30,0 b 50,4 c 476 c 521¢

a, b, ¢, d wystgpienie wspélnej litery w indeksach warto$ci $rednich w jednym wierszu wskazuje na brak
réznic statystycznych przy P > 0,95.
The same letter in lineans indices in row shows lack of significant difference at P > 0,95.
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poddanego procesowi chromatografii jonowymiennej w celu adsorpcji lizozymu i wy-
nosi 52,1%. Najnizsze wartosci (s ,s %) odzysku inhibitora w filtracie uzyskano po
procesie mikrofiltracji nierozcieficzonego biatka jaja, co wyklucza te metode jako
mozliwg do zastosowania w warunkach przemystowych.

Do oczyszczania cystatyny zawartej w suszonych preparatach biatka jaja wzboga-
conych w ten inhibitor (po ich uprzedniej rehydratacji) zastosowano metode chromato-
grafii powinowactwa inhibitora tj. cystatyny do enzymu - papainy. llosci oczyszczonej
cystatyny odzyskanej bezposrednio w formie inhibitora niezwigzanego (I kolumna)
oraz inhibitora wydzielonego z kompleksow biatkowych (I kolumna) przedstawiono
na rys. 1. W efekcie przeprowadzonego procesu ze ztoza pierwszej kolumny chroma-
tograficznej odzyskiwano okoto 33,39% aktywnej cystatyny w odniesieniu do ilosci
inhibitora w wyjsciowych suszonych preparatach wzbogaconych w cystatyne, dla biat-
ka o petnym skiadzie protein oraz okoto 30,95% dla biatka po izolacji lizozymu. Na
ztozu kolumny chromatograficznej 1l adsorbowano cystatyne z roztworéw po roztoze-
niu komplekséw biatkowych odzyskujgc 18,41% wyjsciowej ilosci aktywnego inhibi-
tora dla roztworéw biatka nie poddanego procesowi adsorpcji lizozymu i 12,57% dla
roztwordw po izolacji lizozymu. Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze z
roztworoéw, z ktérych usunieto uprzednio lizozym, uzyskuje sie o0 3-4% mniej oczysz-
czonej cystatyny. tacznie z preparatow biatka jaja wzbogaconych w cystatyne odzy-
skiwano okoto 44-52% aktywnego inhibitora z uwzglednieniem strat w procesie rehy-
dratacji. Siewinski i wsp. [7] w swoich badaniach uzyskiwali wyzszg ilos¢ oczyszczo-
nej cystatyny tj. okoto 70% w stosunku do ilosci wyjsciowej, stosujagc podobng proce-
dure analityczng. Jednakze rozdziat i oczyszczanie cystatyny prowadzono z natywnego
biatka jaja (bez zageszczania i suszenia), co zapewne wptywato na lepszg wydajnosé
procesu.

Generalnie stosunkowo niskie wydajnosci procesu oczyszczania cystatyny biatka
jaja, z wykorzystaniem chromatografii powinowactwa, wynikajg z duzego udziatu
komplekséw inhibitora w roztworach i zwigzanej z tym koniecznosci prowadzenia
procesu co najmniej dwustopniowego.

Na rys. 2. przedstawiono straty cystatyny w roztworach uzytych do przemywania
ztoza kolumny chromatograficznej (I i Il kolumny), tj. wodzie destylowanej i 2% NaCl
oraz w roztworze uzyskanym po przejsciu rozcieAczonego preparatu wzbogaconego w
cystatyne przez pierwszg oraz drugg kolumne. W wodzie destylowanej uzytej do prze-
mywania pierwszej kolumny chromatograficznej zanotowano od 8,20% do 8,90% wyj-
Sciowej ilosci aktywnego inhibitora, natomiast w przypadku drugiej kolumny wykaza-
no 6,33-9,26% aktywnosci cystatyny; przy czym wyzsze wartosci odnoszg sie do pre-
paratow biatka z usunietym lizozymem. Podobna zalezno$¢ wystepowata w odniesie-
niu do strat cystatyny w 2% roztworach NaCl uzytych do przemywania z6z kolumn
chromatograficznych. W wyniku przemywania pierwszej kolumny tracono od 1,58%
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do 3,20% aktywnej cystatyny, a w przypadku drugiej kolumny od 0,87% do Z,11%
inhibitora.

Rys. 1. Odzysk cystatyny w procesie chromatografii powinowactwa w zalezno$ci od rodzaju oczysz-

czanego preparatu.
Fig. 1. Cystatin recovery in affinity chromatography process according to the kind of purified prepara-

te.

Rys. 2. Straty aktywnej cystatyny w trakcie przemywania kolumny chromatograficznej w zaleznos$ci od

rodzaju oczyszczanego preparatu.
Fig. 2. Loss of active cystatin in washing processes of affinity chromatography column according to the

kind of washing solution.
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W wyniku diafiltracji biatka jaja rozcienczonego wodg odzyskiwano w filtracie od
40% do 65% aktywnego inhibitora; zwiekszanie rozciericzenia biatka jaja powyzej
wartosci 1:4 nie wptyneto na wzrost ilosci aktywnej cystatyny.

W procesie chromatografii powinowactwa odzyskiwano do 50% cystatyny zawar-
tej w preparatach biatka jaja wzbogaconych w inhibitor, z czego okoto 33% sta-
nowita cystatyna w formie niezwigzanej.

Z preparatéw wytworzonych z biatka, z ktérego uprzednio usunieto lizozym, odzy-
skiwano o 3-4% mniejsze iloSci aktywnej cystatyny niz z preparatow wytworzo-
nych z biatkajaja nie poddanego procesowi adsorpcji.
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CYSTATIN ISOLATION FROM EGG WHITE USING MEMBRANE FILTRATION AND
AFFINITY CHROMATOGRAPHY

Summary

The similarity of structure and biological properties of hen's cystatin and human cystatin c gives the
possibility for application of egg cystatin in therapy and prevention of many illness. In the studies basic
processes for isolation and purification of cystatin from hen's egg using membrane filtration and affinity
chromatography have been worked out. As the effect of diafiltration 40-65% active inhibitor was recov-
ered from egg white or egg white solutions after lysosyme removal. It was found that quantity of active
cystatin is not lowered if lysozyme was removed from egg white. Purification of cystatin with affinity
chromatography led to 50% recovery of inhibitor from preparations obtained after spray drying of protein
solutions. The amount of purified inhibitor was 3-4% lowered for preparations made from egg white after
lysozyme removal. §||



