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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania koncentratu monomerycznej cystatyny.

Wynalazek moze znalez¢ zastosowanie w przemysle farmaceutycznym i spozywczym.

Proteazy sg enzymami katalizujgcymi hydrolityczny rozktad wigzan peptydowych w czgstecz-
kach biatek. Réznice w budowie miejsca katalitycznego pozwolity wyodrebni¢ nastepujgce klasy:
aspartylowe, cysteinowe, glutaminowe, serynowe, treoninowe i metaloproteinazy. Aktywnos¢ enzyma-
tyczna proteaz cysteinowych jest uwarunkowana obecnoscig reszt Cys i His w centrum katalitycznym.
W organizmie ludzkim obecnych jest 11 katepsyn cysternowych zlokalizowanych gtéwnie w lizoso-
mach (Rawlings N. D., Morton F. R., Kok Ch. Y., Kong J., Barrett A. J.. MEROPS: the peptidase data-
base, Nucl. Acids Res., 2008, 36, 320-325).

Fizjologiczng rolg katepsyn jest proteolityczny rozktad biatek, prowadzacy do ich degradacji lub
powstania form aktywnych w przypadku prohormonéw i proenzyméw. Katepsyny zaangazowane sg
réwniez w procesy prezentacji antygenow MHC klasy Il, przebudowy tkanki kostnej, réznicowania
keratynocytéw, reprodukcji oraz apoptozy. Niekontrolowana aktywnos¢ katepsyn moze prowadzi¢ do
hydrolizy biatek prawidtowych i w ten sposéb przyczynia¢ sie do powstawania standéw patologicznych
takich jak: inwazja nowotworéw i powstawanie przerzutéw, reumatoidalne zapalenie stawow i kosci,
osteoporoza, choroby przyzebia, demencja starcza, choroba Alzheimera, stwardnienie rozsiane (Va-
silieva O., Reinheckel T., Peters C., Turk D., Turk V., Turk B.: Emerging Roles of Cysteine Cathepsins
in Disease and their Potential as Drug Targets, Curr. Pharm. Des., 2007, 13, 385-401).

Aktywnosc¢ proteaz cysternowych jest regulowana przez kontrole ich syntezy na poziomie tran-
skrypcji, aktywacji zymogenu oraz dziatanie specyficznych endogennych inhibitorow — cystatyn
(Grzonka Z., Jankowska E., Kasprzykowski F., Kasprzykowska R., tankiewicz L., Wiczk W., Wiecze-
rzak E., Ciarkowski J., Drabik P., Janowski R., Kozak M., JaskélIski M., Grubb A.: Structural studies of
cysteine proteases and inhibitors, Acta Bioch. Pol., 2001, 48, 1-20).

Rozwaza sie strategie terapeutyczne oparte na hamowaniu katepsyn cysternowych za pomoca
inhibitorow pozyskiwanych metodami chemicznymi bgdz biotechnologicznymi. Ze wzgledu na dostep-
nos¢ surowca i niskg immunogennos¢ najbardziej obiecujgce wydajg sie badania nad cystatyng biatka
jaja drobiu uzytkowego. Inhibitor ten, zwany réwniez owocystatyng, jest pierwszym wyizolowanym
i najlepiej scharakteryzowanym biatkiem nadrodziny cystatyn. Wystepuje ona w dwdch postaciach:
nieufosforylowanej o pl 6,5 oraz ufosforylowanej o pl 5,6. Czgsteczke owocystatyny buduje pojedyn-
czy tancuch polipeptydowy, sktadajacy sie ze 116 reszt aminokwasowych o masie 13131 Da, pozba-
wiony komponenty weglowodanowej. Cystatyna wykazuje wysokg termostabilno$¢ i pH-stabilnosc.
Inkubacja w temperaturze 373 K lub w roztworach zasadowych i kwasnych przez 30 minut, nie powo-
duje utraty jej aktywno$ci. Procesy takie jak zamrazanie czy liofilizacja powodujg nieodwracalng utrate
wiasciwosci inhibitorowych cystatyny. Ich niekorzystny wptyw na aktywno$¢ biatka mozna ograniczyc
poprzez dodatek do roztworu 20% glicerolu. Ten sposob stabilizacji jest jednak skuteczny tylko dla
preparatéw o stezeniu mniejszym niz 10 pM. Podczas zageszczania do wyzszych stezen cystatyna
ulega procesom agregacji do nieaktywnych polimeréw (Saxena L., Tayyab S.; Protein proteinase inhi-
bitors from avian egg whites, Cell Mol. Life Sci., 1997, 53, 13-23).

Badania nad zastosowaniem cystatyny biatka jaja drobiu hodowlanego w terapii nhowotworéw
i choroby Alzheimera sg juz zaawansowane (Gotgb K., Borowski A., Warwas M.: Kurza cystatyna jako
biatko modelowe w medycynie, Farm. Pol.,, 2008, 64, 759-769). Jednak zastosowanie cystatyny
w lecznictwie wymaga opracowania skoncentrowanych preparatéw tego biatka cechujgcych sie wyso-
kg aktywno$cig i stabilnoscia.

Problematyke stabilizacji cystatyn podejmowano juz wczesniej. Z opiséw patentowych
US 6,534,477 B2 oraz US 7,078,488 B2 znane sg rekombinowane cystatyny, ktére byly stabilizowane
przez glikozylacje w wyniku wprowadzenia do gendw cystatyn sekwencji nukleotydowych kodujgcych
kompatybilne z systemem ekspresji miejsca N-glikozylaciji.

Powszechnie znang metodg stabilizowania struktury czgsteczki cystatyny jest przechowywanie
jej w temperaturze ponizej 253 K, w obecnosci 20% glicerolu (Anastasi A., Brown M. A., Kembhavi A.
A., Nicklin M. J. H., Sayers Ch. A., Sunter D. C., Barrett A. J.: Cystatin, a protein inhibitor of cysteine
proteinases. Improved purification from egg white, characterization, and detection in chicken serum,
Biochem. J., 1983, 211, 129-138). Obecnos¢ glicerolu, z uwagi na jego toksycznosé, uniemozliwia
prowadzenie badarn wptywu aktywnosci cystatyny na izolowanych hodowlach komdrkowych.



PL 226 075 B1 3

Wynika z tego, ze glicerol musi by¢ usuniety z roztworu cystatyny, przed rozpoczeciem badan,
Co sprawia, ze cystatyna pozbawiona ochrony, polimeryzuje i traci aktywnosé antypapainowa.

Nieoczekiwanie okazalo sie, ze cystatyne mozna stabilizowa¢ poprzez dobdér odpowiedniej
kompozycji roztworu buforujgcego oraz dodatek, réznych od glicerolu, stabilizatoréw.

Istotg wynalazku jest to, ze z rozcienczonego roztworu wyjsciowego cystatyny, pochodzacej
z biatka jaja drobiu, o stezeniu ponizej 50 uM, usuwa sie glicerol wprowadzajgc do roztworu bufor
o pH powyzej 7,0 i sile jonowej ponizej 0,5 M, po czym dodaje sie stabilizatora jakim jest albumina
woftowa albo glukoza do uzyskania jego koncowego stezenia od 1% do 5%.

Korzystnie jest gdy glicerol z roztworu usuwa sie poprzez dialize.

Korzystnie takze jest, gdy buforem jest TRIS, albo weglan amonu albo kwasny weglan amonu
albo ich mieszaniny.

Korzystnym jest dodatkowe wprowadzenie proceséw oczyszczania i/lub zageszczania i/lub,
zamrazania lub zamrazania i liofilizacji lub suszenia cystatyny po dodaniu stabilizatora.

Podstawowg zaletg wynalazku jest to, ze otrzymuje sie wolny od glicerolu, stabilny preparat cy-
statyny, o aktywnosci wtasciwej powyzej 10 U/mg biatka i o stezeniu do 5 mM.

Przedmiot wynalazku przedstawiono ponizej, w przyktadach realizacji sposobu.

Przyktad 1. 10 ml roztworu cystatyny o stezeniu 10 yM w PBS z dodatkiem 20% glicerolu
o aktywnosci specyficznej 30 U/mg poddaje sie dializie do 50 mM kwasnego weglanu amonu przez
48 godzin w temperaturze 277 K. Bufor dializacyjny zmienia sie trzykrotnie. Do wydializowanego roz-
tworu cystatyny dodaje sie albuminy wotowej do stezenia 0,1%. Roztwor ten zageszczano 10-krotnie
poprzez ultrafiltacje na btonie Amicon YM3. Otrzymano preparat cystatyny o stezeniu 100 uyM o takiej
samej aktywnosci specyficznej. Preparat nie zawierat agregatéw. Analiza elektroforetyczna wykazata,
ze uzyskany koncentrat cystatyn zawiera wylgcznie formy monomeryczne.

Przyktad 2. Postepuje sie jak w przyktadzie 1, z tym, ze dializie poddaje sie roztwér cysta-
tyny o stezeniu 40 uM a jako bufor stosuje sie 50 mM weglan amonu. Do wydializowanego roztworu
cystatyny dodano glukozy do stezenia 0,5%. Roztwor ten zageszcza sie do stezenia 100 uyM i zamra-
za w temperaturze 193 K po czym rozmraza sie. Cykl powtarza sie 4-krotnie. Aktywnos$é specyficzna
badanego preparatu nie réznita od aktywnosci preparatu wyjsciowego. Analiza elektroforetyczna wy-
kazata, ze uzyskany koncentrat cystatyn zawiera wytgcznie formy monomeryczne.

Przyktad 3. Postepuje sie jak w przyktadzie 2, przy czym roztwér po zamrozeniu, poddaje
sie liofilizacji. Otrzymany liofilizat rozpuszcza sie do uzyskania 100 yM roztworu. Aktywnosé specy-
ficzna otrzymanego preparatu byta o 10% nizsza od aktywno$ci preparatu wyjsciowego. Preparat byt
catkowicie rozpuszczalny i nie zawierat agregatéw. Analiza elektroforetyczna wykazata, ze uzyskany
koncentrat cystatyn zawiera wytgcznie formy monomeryczne.

Przyktad 4. Postepuje sie jak w przyktadzie 1, z tym, ze jako bufor stosuje sie 50 mM IRIS
o pH 1,0, zas do wydializowanego roztworu cystatyny dodaje sie albuminy wolowej do stezenia 0,5%.
Roztwor ten zageszczano 10-krotnie poprzez ultrafiltracje na btonie Amicon YM3. Otrzymany preparat
cystatyny o stezeniu 100 uM o takiej samej aktywno$ci specyficznej, zamraza sie w temperaturze 250 K.
Po rozmrozeni, preparat w obecno$ci albuminy, nie zmienit aktywnosci specyficznej.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb otrzymywania koncentratu monomerycznej cystatyny z roztworu wyjsciowego, stabi-
lizowanej glicerolem, znamienny tym, ze z rozcienczonego roztworu wyjsciowego cystatyny pocho-
dzgcej z biatka jaja drobiu, o stezeniu ponizej 50 yM, usuwa sie glicerol wprowadzajgc do roztworu
bufor o pH powyzej 7,0 i sile jonowej ponizej 0,5 M, po czym dodaje sie stabilizatora, jakim jest albu-
mina wotowa albo glukoza, do uzyskania jego koncowego stezenia od 1% do 5%.

2. Sposob, wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Ze glicerol usuwa sie poprzez dialize.

3. Sposdb, wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze buforem jest TRIS, albo weglan amonu albo
kwasny weglan amonu albo ich mieszaniny.

4. Sposob, wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Ze stabilizator dodaje sie przed rozpoczeciem
procesu oczyszczania nystatyny.

5. Sposéb, wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze stabilizator dodaje sie przed rozpoczeciem
procesu zageszczania cystatyny.
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6. Sposdb, wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze stabilizator dodaje sie przed rozpoczeciem
procesOw 0czyszczania a nastepnie zageszczania cystatyny.

7. Sposob, wedtug zastrz. 1 albo 4, albo 5, albo 6, znamienny tym, ze stabilizator dodaje sie
przed rozpoczeciem procesu zamrazania nystatyny.

8. Sposob, wedtug zastrz. 1 albo 4, albo 5, albo 6, znamienny tym, ze stabilizator dodaje sie
przed rozpoczeciem procesu zamrazania i liofilizacji cystatyny.

9. Sposob, wedtug zastrz. 1 albo 4, albo 5, albo 6, znamienny tym, ze stabilizator dodaje sie
przed rozpoczeciem procesu suszenia cystatyny.
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