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UPROSZCZONA METODA 1ZOLOWANIA HEMOCYJANINY
I KAROTENOPROTEIN RAKOW

Opisano uproszczona metode otrzymywania z surowicy i hemolimfy rakow
hemocyjaniny oraz karotenoprotein. Sprawdzono eksperymentalnie, ze tylko karoteno-
proteiny obecne w surowicy rakow wiaza si¢ selektywnie na zlozu hydroksyapatytowym
przy sile jonowej 0,33 M buforu fosforanowego o pH 6,8. W tych warunkach
hemocyjanina nie zostaje zaadsorbowana, eluujac si¢ tym samym buforem. Po
odwirowaniu eluentu przy 150 000 g przez 6 godzin w temperaturze 4°C otrzymuje si¢
osad ,.crude” hemocyjaniny.

Zaadsorbowane na kolumnie zélto-czerwone karotenoproteiny eluuja sie 0,5
M buforem fosforanowym o pH 6,8.

1. WSTEP

Dominujacym biatkiem w hemolimfie niektdrych przedstawicieli Mollusca
i Arthropoda jest barwnik oddechowy — hemocyjanina (He). U rakdw, jak to
stwierdziliSmy uprzednio, hemocyjanina stanowi ok. 90% zawartosci wszyst-
kich biatek [3].

W obecnie stosowanych procedurach izolowania hemocyjaniny rakow,
przyjeto dwie podstawowe zasady postepowania. Bialko to otrzymuje si¢ na
skalg preparatywna bezposrednio z hemolimfy badZz po wykrzepieniu ,.fib-
rynogenu’” Z SUrowicy.

W przypadku izolowania hemocyjaniny bezposrednio z hemolimfy jako
antykoagulantu najczesciej uzywa si¢ 5% EDTA w 0,1 M buforze octanowym
o pH 5,7. Usunigcie bialek towarzyszacych, tj. glikoprotein, lipokaroteno-
protein i bialek skrzepu, nastepuje po ich wytraceniu (w postaci osadu)
w wyniku dializy do duzych objetosci wody destylowanej. Ultrawirowanie po
usunigciu wytrgconych biatek prowadzi do otrzymania niebieskiego osadu
surowej hemocyjaniny [8].
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W pozostawionej bez antykoagulanta hemolimfie rakéw nastgpuje szybkie
tworzenie skrzepu, po usunigciu ktorego otrzymujemy surowicg [4]. Poddanie
surowicy ultrawirowaniu trwajacemu 6 godz. przy 150 000 g prowadzi do
otrzymania osadu hemocyjaniny [3, 4].

W obu wymienionych procedurach oddzielenie bialek towarzyszacych Hc,
tj. glikoprotein, karotenoprotein, jest czasochlonne i niezupelne.

Do izolowania karotenoprotein z surowicy wprowadzono wlasng modyfi-
kacje opisana ponizej. W zaproponowanym postgpowaniu z puli bialek
towarzyszacych hemocyjaninie bardzo szybko usunigte zostaja kgroteno-
proteiny.

2. MATERIAL I METODY

Hemolimf¢ pobrang z 1 osobnika (Astacus astacus) przez iniekcje doser-
cowa, pozostawiono w temp. pokojowej 2 godz. do wykrzepienia. Skrzep po
rozbiciu bagietka i przepuszczaniu przez watg silikonowa usuwano przez
wirowanie przy 12 000 g przez 15 min.

Otrzymang surowicg rozciericzano 1 M buforem fosforanowym o pH 6,8
do koricowego stezenia 0,33 M (2: 1).

Roztwor ten w ilosci 3 cm? nanoszono na kolumng 2,5 x 2 cm wypelniong
hydroksyapatytem (Bio-Gel HT), eluujac hemocyjaning tym samym buforem
z szybkoscia 30 cm?3/godz.
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Rys. 1. Rozdzial hemocyjaniny i karotenoprotein raka A. astacus na zlozu Bio-Gel HT buforem
fosforanowym pH 6,8
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Ustalilismy doswiadczalnie, ze w podanych warunkach na hydroksy-
apatycie selektywnie absorbuja si¢ tylko karotenoproteiny (rys. 1). Na
podstawie powyzszego faktu opracowana zostala metoda izolowania hemo-
cyjaniny i karotenoprotein z surowicy pojedynczego osobnika (skala mikro)
oraz z hemolimfy w skali makro. Ogélny tok postgpowania preparatywnego
przedstawiono schematycznie na rys. 2.

HEMOLIMFA 1. pobranie i pozostawienie hemo-
limfy do wykrzepienia (2 godz.)
2. homogenizacja skrzepu przesy-
czenie przez wate silikonowa,
wirowanie 12 000 g — 15 min

SUROWICA rozcieniczenie buforem fosfora-
nowym | M pH 6,8 w stosunku
24
HYDROKSYAPATYT
(Bio-Gel HT)

elucja hemocyjaniny 0,33 M
buforem fosforanowym pH 6,8

HEMOCYJANINA KAROTENOPROTEINY z6lto-czerwone pasmo karo-
tenoprotein  zaadsorbowane
na kolumnie

ultrawirowanie elucja 0,5 M buforem
6 godz. 150 000 g fosforanowym pH 6,8
osad KAROTENOPROTEINY

HEMOCYJANINY

Rys. 2. Ogolny schemat postgpowania preparatywnego

Celem otrzymania hemocyjaniny w postaci osadu eluent pozbawiony
karotenoprotein nalezy podda¢ ultrawirowaniu przy 150 000 g przez 6 godz.
w temp. 4°C (skala mikro).

Do otrzymania hemocyjaniny w skali makro laczy si¢ hemolimfe z kilku
osobnikéw. Nastgpnie w opisanym powyzej postgpowaniu otrzymujemy
surowice, ktéra poddajemy ultrawirowaniu przy 150 000 g przez 6 godz. (temp.
4°C). Otrzymany niebieski osad hemocyjaniny zanieczyszczony jest karoteno-
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proteinami. Osad nalezy rozpusci¢ w niewielkiej ilosci buforu fosforanowego
0,33 M o pH 6,8 i nanies¢ na kolumn¢ z hydroksyapatytem. Dalsze
postgpowanie: wymywanie i ultrawirowanie nalezy wykona¢ wedlug opisu
podanego powyzej.

Zatrzymane na zlozu hydroksyapatytowym karotenoproteiny eluuje sie 0,5
M buforem fosforanowym o pH 6,8.

3. KRYTERIA CZYSTOSCI

Czysto$¢ i jednorodnosé preparatéow hemocyjaniny okreslano na pod-
stawie:

— widma pochtaniania (280: 340),

— rozdziatu elektroforetycznego.

Jednorodnos¢ frakcji karotenoproteinowej ustalano elektroforetycznie.

Elektroforeze o 10% zelu poliakryloamidowym z SDS wykonano wedtug
Laemmli [5].

4. WYNIKI I DYSKUSJA

Na rys. 2 zamieszczono schemat wlasnego postgpowania preparatywnego
w stosowanej uproszczonej metodzie otrzymywania hemocyjaniny i karoteno-
protein rakow. Rownolegle otrzymano preparaty hemocyjanin dotychczas
stosowanymi dwoma metodami — wedlug: Pilz i wsp. [8].

Przyktadowy rozdziatl karotenoprotein i hemocyjaniny metoda chromato-
grafii kolumnowej na hydroksyapatycie HT przedstawiono na rys. 1.

Na podstawie wykonanych widm absorpcji hemocyjanin wyliczone sto-
sunki pochlaniania 280/340 zebrano w tab. 1.

‘

Tabela 1
Stosunki absorbancji preparatow Hc (n = 5)
Postgpowanie preparatywne Az : Ago
Ultrawirowanie surowicy 5,61
Ultrawirowanie hemolimfy [5] 5,95
Oczyszczanie na hydroksyapatycie 5,48

Rozdzialy elektroforetyczne poréwnywanych preparatow hemocyjanin,
wyizolowanych karotenoprotein oraz bialek wzorcowych w Zzelu poliak-
ryloamidowym przedstawiono na rys. 3.
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Rys. 3. Rozdzial elektroforetyczny karotenoprotein (4) i bialek wzorcowych (Wz) oraz hemo-
cyjanin: 1 -~ He po ultrawirowaniu surowicy; 2 ~ He po ultrawirowaniu hemolimfy; 3 — He po
oczyszczaniu na hydroksyapatycie

Otrzymany preparat karotenoprotein okazal si¢ by¢ homogenna frakcja
biatkowa (rys. 3; 4).

Rozdzialy elektroforetyczne preparatéw hemocyjaninowych (rys. 3; 1, 2, 3)
nie roznig si¢ migdzy soba i pozostaja w zgodnosci z danymi literaturowymi.

Hemocyjaniny — miedzioproteiny speiniajace w hemolimfie Arthropoda
i Mollusca rolg¢ przeno$nikéw tlenu moga wystepowaé u osobnikéw tego
samego gatunku w postaci agregatow (skladnikoéw) o réznych statych sedy-
mentacji [7]. Ma to miejsce rowniez w przypadku Hc rakéw, gdzie u jednego
osobnika wystepuja skladniki 5 S, 16 S i 24 S [6].

Obok hemocyjanin w hemolimfie Crustacea obecne sa zawsze karoteno-
proteiny (astaksantyna, karoteny) m. in. odpowiedzialne za charakterystyczne
zabarwienie pancerzy skorupiakow [1, 2]. Zwiazki te tworza trwale polaczenia
z biatlkami wystepujacymi w hemolimfie pod ogdlng nazwa karotenoprotein.
Im tez przypisuje si¢ wazna funkcje zmiataczy wolnorodnikowych, w tym
anionorodnika ponadtlenkowego [9].

Zaprezentowane postgpowanie preparatywne daje mozliwos$¢ réwnoczes-
nego otrzymania wymienionych bialek w stanie czystym, bedac wielce uzytecz-
nym do dalszych badan ich struktury i funkcji.
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SIMPLIFIED METHOD OF THE ISOLATION
OF CRAYFISH HAEMOCYANIN AND CAROTENOPROTEINS

The simplified method of the isolation of haemocyjanin and carotenoproteins from crayfish
hemolymph was described and characterized. It has been hypothesized and confirmed experimen-
tally that only carotenoproteins present in crayfish hemolymph seléctively bind to hydroxyapatite
bead at the ionic strength corresponding to 0.33 M phosphate buffer pH 6.8. Under these
conditions haemocyanin remains unadsorbed in the solution and may be eluted with the same
buffer. Following the centrifugation at 150 000 x g for 6 h (4°C) the residuem of ,crude”
haemocyanin may be harvested. Red-yellowish carotenoproteins, adsorbed at the top of
hydroxyapatite bead, may be subsequently eluted with 0.5 M phosphate buffer pH 6.8.



