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U PR O SZC ZO N A  M ETO D A  IZO LO W A N IA  H EM O C Y JA N IN Y  
I K A R O T EN O PR O TE IN  R A KÓ W

O pisano  uproszczoną m etodę o trzym yw ania  z surow icy i hemolimfy raków 
hemocyjaniny oraz  karo te nopro te in . Spraw dzono eksperym entaln ie , że ty lko karo teno- 
p ro teiny  obecne w surow icy raków  wiążą się se lektywnie na z łożu hydroksyapaty tow ym  
przy sile jonow ej 0,33 M buforu  fosforanowego o pH  6,8. W tych w arunkach  
hem ocyjanina  nie zostaje  zaadsorbow ana, eluując się tym  samym buforem . Po 
odwirow aniu  eluen tu  przy 150 000 g przez 6 godzin w tem peraturze  4°C otrzym uje  się 
osad  „crud e” hem ocyjaniny.

Z aadsorbow ane na kolumnie żó łto-czerw one ka ro tenop ro te iny  e luują się 0,5 
M buforem fosforanowym  o pH  6,8.

1. W ST ĘP

D ominującym  białkiem w hemolimfie niektórych przedstawicieli Mollusca  
i Arthropoda  jest barwnik oddechowy hem ocyjanina (Hc). U raków, jak  to 
stwierdziliśmy uprzednio, hemocyjanina stanowi ok. 90% zawartości wszyst-
kich białek [3].

W obecnie stosow anych procedurach izolowania hemocyjaniny raków, 
przyjęto dwie podstawowe zasady postępowania. Białko to  otrzymuje się na 
skalę preparatyw ną bezpośrednio z hemolimfy bądź po wykrzepieniu „fib- 
rynogenu” z surowicy.

W przypadku izolowania hemocyjaniny bezpośrednio z hemolimfy jako 
antykoagu lan tu najczęściej używa się 5% ED TA  w 0,1 M buforze octanow ym
o pH  5,7. Usunięcie białek tow arzyszących, tj. glikoprotein, lipokaroteno- 
protein i białek skrzepu, następuje po ich w ytrąceniu (w postaci osadu) 
w wyniku dializy do dużych objętości wody destylowanej. U ltraw irowanie po 
usunięciu wytrąconych białek prowadzi do otrzym ania niebieskiego osadu 
surowej hemocyjaniny [8],



W pozostawionej bez antykoagulan ta hemolimfie raków  następuje szybkie 
tworzenie skrzepu, po usunięciu którego otrzymujemy surowicę [4], Poddanie 
surowicy ultraw irow aniu trwającemu 6 godz. przy 150 000 g prow adzi do 
otrzym ania osadu hemocyjaniny [3, 4],

W obu wymienionych procedurach oddzielenie białek towarzyszących Hc, 
tj. g likoprotein, karotenoprotein, jest czasochłonne i niezupełne.

D o izolowania karotenoprote in z surowicy w prow adzono własną modyfi-
kację opisaną poniżej. W zaproponow anym  postępow aniu z puli białek 
towarzyszących hemocyjaninie bardzo szybko usunięte zostają kgroteno- 
proteiny.

2. M A T E R IA Ł  I M E T O D Y

Hemolimfę pob raną z 1 osobnika (Astacus astacus) przez iniekcję doser- 
cową, pozostaw iono w temp. pokojowej 2 godz. do wykrzepienia. Skrzep po 
rozbiciu bagietką i przepuszczaniu przez watę silikonow ą usuw ano przez 
wirowanie przy 12 000 g przez 15 min.

O trzymaną surowicę rozcieńczano 1 M buforem fosforanow ym o pH 6,8 
do końcowego stężenia 0,33 M (2: 1).

Roztw ór ten w ilości 3 cm 3 nanoszono na kolum nę 2,5 x 2 cm wypełnioną 
hydroksyapatytem  (Bio-Gel HT), eluując hemocyjaninę tym samym buforem 
z szybkością 30 cm 3/godz.

Rys. 1. R ozdzia ł hemocyjaniny i karo ten opro te in  ra ka  A . astacus  na  złożu Bio-Gel H T  buforem
fosforanow ym  pH  6,8



Ustaliliśmy doświadczalnie, że w podanych w arunkach na hydroksy- 
apatycic selektywnie absorbują się tylko karotenoproteiny (rys. 1). Na 
podstaw ie powyższego faktu opracow ana została m etoda izolowania hemo-
cyjaniny i karotenoprote in z surowicy pojedynczego osobnika (skala mikro) 
oraz z hemolimfy w skali m akro. Ogólny tok postępow ania preparatyw nego 
przedstaw iono schematycznie na rys. 2.
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Rys. 2. Ogólny schemat postępow ania  preparatyw nego

Celem otrzym ania hemocyjaniny w postaci osadu eluent pozbaw iony 
karotenoprote in należy poddać ultraw irow aniu przy 150 000 g przez 6 godz. 
w temp. 4°C (skala mikro).

D o otrzym ania hemocyjaniny w skali m akro łączy się hemolimfę z kilku 
osobników. N astępnie w opisanym powyżej postępow aniu otrzymujemy 
surowicę, k tórą poddajemy ultraw irow aniu przy 150 000 g przez 6 godz. (temp. 
4°C). O trzymany niebieski osad hemocyjaniny zanieczyszczony jest karoteno-



proteinami. Osad należy rozpuścić w niewielkiej ilości buforu fosforanowego 
0,33 M o pH 6,8 i nanieść na kolumnę z hydroksyapatytem . Dalsze 
postępowanie: wymywanie i ultrawirow anie należy wykonać według opisu 
podanego powyżej.

Zatrzym ane na złożu hydroksyapatytow ym  karotenoprote iny eluuje się 0,5 
M buforem  fosforanow ym o pH  6,8.

3. K R Y T E R IA  C Z YST OŚC I

Czystość i jednorodność prepara tów  hemocyjaniny określano na pod-
stawie:

widma pochłaniania (280: 340),
-  rozdziału elektroforetycznego.
Jednorodność frakcji karotenoproteinow ej ustalano elektroforetycznie.
Elektroforezę o 10% żelu poliakryloam idowym z SDS w ykonano według 

Laemmli [5].

4. WY NI K I  I D Y SK U SJA

N a rys. 2 zamieszczono schemat własnego postępow ania preparatyw nego 
w stosowanej uproszczonej metodzie otrzymywania hemocyjaniny i karoteno- 
protein raków. Równolegle otrzym ano preparaty hemocyjanin dotychczas 
stosow anymi dw oma metodami -  według: Pilz i wsp. [8],

Przykładow y rozdział karotenoprote in i hemocyjaniny metodą ch rom ato-
grafii kolumnowej na hydroksyapatycie H T przedstaw iono na rys. 1.

N a podstaw ie wykonanych widm absorpcji hemocyjanin wyliczone sto-
sunki pochłaniania 280/340 zebrano w tab. 1.

Ta be la  1

Stosunki absorbancji p re para tów  Hc (n =  5)

Postępow anie  preparatyw ne A280 : A34o

U ltraw irowanie  surowicy 5,61
U ltraw irow anie  hemolimfy [5] 5,95
Oczyszczanie na hydroksyapatycie 5,48

Rozdziały elektroforetyczne porównyw anych preparatów  hemocyjanin, 
wyizolowanych karotenoprotein oraz białek wzorcowych w żelu poliak-
ryloamidow ym przedstaw iono na rys. 3.
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Rys. 3. R ozdział e lektrofore tyczny  ka ro tenop ro te in  (4) i białek wzorcowych (Wz) oraz  hemo- 
cyjanin: 1 H e po u ltraw irow aniu  surowicy; 2 Hc po u ltraw irow aniu  hemolimfy; 3 He po

oczyszczaniu na  hydroksyapatycie

Otrzym any preparat karotenoprotein okazał się być hom ogenną frakcją 
białkową (rys. 3; 4).

Rozdziały elektroforetyczne preparatów  hemocyjaninowych (rys. 3; 1,2,  3) 
nie różnią się między sobą i pozostają w zgodności z danymi literaturow ymi.

Hemocyjaniny miedzioproteiny spełniające w hemolimfie Arthropoda 
i Mollusca rolę przenośników  tlenu mogą występować u osobników  tego 
samego gatunku w postaci agregatów  (składników) o różnych stałych sedy-
mentacji [7]. Ma to miejsce również w przypadku Hc raków , gdzie u jednego 
osobnika występują składniki 5 S, 16 S i 24 S [6],

O bok hemocyjanin w hemolimfie Crustacea  obecne są zawsze karoteno- 
proteiny (astaksantyna, karoteny) m. in. odpow iedzialne za charakterystyczne 
zabarwienie pancerzy skorupiaków  [1, 2], Związki te tw orzą trwałe połączenia 
z białkami występującymi w hemolimfie pod ogólną nazwą karotenoprotein. 
Im też przypisuje się ważną funkcję zmiataczy w olnorodnikow ych, w tym 
aniono rodnika ponadtlenkow ego [9],

Zaprezentow ane postępowanie preparatyw ne daje możliwość równoczes-
nego otrzym ania wymienionych białek w stanie czystym, będąc wielce użytecz-
nym do dalszych badań ich struktury i funkcji.

5. B IB L IO G R A FIA

[1] B a u c h a u  A. ,  d e  B r o u w e r  M. B. (1974). J. M icrosc., 19, 37-46.
[2] C z e c z u g a  B., K r y w u t a  S. (1981), Com p. Biochem. Physiol., 68B, 339-343.
[3] G o n d k o R . ,  H e l s z e r Z . ,  A d a m s k a M .  (1985), A cta  Biochim . Polon ., 32, 251-257 .



[4] G  o  n d  k o R ., M i c h a 1 a k W., Ś w i e r c z y r i s k i  B. (1981), C om p. Biochem. Physio l., 69A, 
637-640 .

[5] L a e m m l i  U. K. (1970), „ N atu re” , 227, 680 685.
[6] M i c h a l a k  W ., G  o n d k o  R. (1988), A cta Univ. L odz., Fo lia biochim . biophys., 6, 135 144.
[7] M i c h a l a k  W ., G  o n d k o R. (1988), A cta Univ. Lodz., Folia biochim . biophys., 6, 145 175.
[8] P i l z  J., G o r a l  K. ,  H o y l a e r t s  M. ,  W i t t e r s  R. ,  L o n t i e  R. (1980), E ur. J. Biochem., 

105, 539-543.
[9] P ł o n k a  A. (1976), A cta Univ. Lodz., 19, 27 66.

W płynęło do  Redakcji 
„ Folia  b ioch imica et b iophysica”
25.07.1991

Ludw ik Bialy, Roman Gondko

S IM P L IFIE D  M E T H O D  O F  T H E  ISO L A TIO N  
O F C R A Y F IS H  H A E M O C Y A N IN  A N D  C A R O T E N O P R O T E IN S

T he simplified m ethod  o f  the  iso la tion  o f haem ocyjanin  and  caro tenopro te ins from  crayfish 
hemolym ph was described and  characterized . It has been hypothesized  and  confirm ed experim en-
tally th a t only caro tenopro te ins presen t in crayfish hem olym ph selectively bind  to  hydroxyapatite  
bead  a t the  ion ic strength  corresponding  to  0.33 M ph osphate  buffer pH  6.8. U nder these 
conditions haem ocyanin  rem ains unadsorbed  in the  solu tion  a nd  m ay be e luted with the same 
buffer. Fo llow ing the centrifugation  a t 150 000 x  g for 6 h (4°C) the residuem  o f  „c ru d e” 
haem ocyanin  m ay be harvested . Red-yellowish caro tenopro te in s, adsorbed  a t the  top  o f 
hydroxyapatite  bead, may be subsequently  e luted  with 0.5 M  phosphate  buffer pH  6.8.
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