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Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unui inhibitor serin-proteazic din
seminte de Citrullus vulgaris (pepene verde), in scopul utilizarii acestuia ca agent terapeutic.
Pana in prezent, inhibitorul de tripsina din seminte de pepene s-a studiat, alaturi de
alti inhibitori de origine vegetala, cu scopul cunoasterii structurii lor, dar nu si pentru a
caracteriza efectele acestuia asupra proteazelor, ca mediatori in dezvoltarea unor maladii.

Inhibitorii proteazelor joaca un rol deosebit in elucidarea implicarii acestor enzime in
procesele de degradare la nivel celular [Rawlings Nd, Tolle Dp, Barrett Aj., 2004,
Evolutionary families of peptidase inhibitors, Biochem J. 378(3), 705-16). In ceea ce priveste
inhibitorii serin-proteazici din plante, exista preocupari la nivel international, concretizate in
cercetari de laborator, privind structura, purificarea si mecanismul de inhibitie produs de o
serie de polipeptide extrase din semintele a numeroase soiuri de plante, sugerand
posibilitatea utilizarii lor ca agenti terapeutici.

Pornind de la identificarea inhibitorilor de serin-proteaze [Laskowski M. Jr., 1986,
Adv. Exp. Med. Biol., 19, pp. 1-17] ca o noua claséa de agenti terapeutici eficienti in tratarea
bolilor sistemelor cardiovascular, respirator, gastrointestinal si renal, a bolilor alergice i
inflamatorii [Kitamura Nokiro et al., 2002, Inhibition of natural killer cytotoxicity in vivo by
clinical grade serine protease inhibitors, Haematologia, Vol. 32, No. 2, pp. 103-111], inventia
de fata si-a propus obtinerea unei proteine vegetale cu activitate inhibitoare serin-proteazica
eficienta in tratarea bolilor alergice si inflamatorii.

in literatura de specialitate sunt descrise mai multe procedee care au ca scop
izolarea inhibitorilor tripsinici de tip ,squash”, membri ai familiei Cucurbitaceae, cum ar fi
Cucurbita, Cucumis $i Momordica. Purificarea inhibitorilor tripsinici din semintele de Cucumis
sativus si Bryonia diotica, precum si din Cucurbita ficifolia, Cucurbita pepo var. si, respectiv,
Citrullus vulgaris [Polanowski Antoni, Jacek Otlewski si altii, 1987, Protein inhibitors of trypsin
from the seeds of Cucurbitaceae plants, Acta Biochimica Polonica, vol. 34, pp. 395-406] a
fost efectuata prin fractionarea cu sulfat de amoniu, urmata de cromatografie de schimb ionic
si cromatografie de afinitate utilizand tripsind sau anhidro-tripsind imobilizata. in cazul
inhibitorului serin-proteazic din seminte de Cucurbita maxima, extractia primara a fost
efectuatd cu tampon acetat 0,1 M, pH= 4,5, urmatad de purificare pe tripsina imobilizata.
Separarea a fost efectuata prin cromatografie pe SE-Sephadex, in trei fractii cu activitate
inhibitoare proteazica [Polanowski A, Wilusz T, Nienartowicz B, Cieslar E, Slominska A,
Nowak K., 1980, Isolation and partial amino acid sequence of the trypsin inhibitor from the
seeds of Cucurbita maxima, Acta Biochim Pol. 27(3-4):371-82].

Toate procedeele utilizate in scopul obftinerii inhibitorului proteazic din semintele de
pepene verde (Citrullus vulgaris) se caracterizeaza prin doua principale etape, si anume:
extractia inhibitorului prin diverse metode si in diferite solutii, precum si purificarea extractului
proteic cu activitate inhibitoare, avand la baza metodele cromatografice.

Pepenele verde (Citrullus vulgaris) face parte din familia Cucurbitaceae, genul
Citrullus. Semintele de pepene verde contin, pe langd enzime ca: cistein-sintazg,
malat-dehidrogenaza (glioxisomal precursor) si ureaza, carbohidrati, grasimi, fibre, calciu,
fosfor, fier, vitamina B6, aminoacizi ca: leucing, isoleucina, triptofan, valind si substante
proteice cu activitate inhibitoare. in baza de date SWISS-PROT sunt incluse toate proteinele
cu activitate inhibitoare proteazicd, care contin secvente de 14 sau mai multi aminoacizi.
Inhibitorul din seminte de Citrullus lanatus (Citrullus vulgaris) este un inhibitor serin-proteazic
de tipul: ,trypsin inhibitor I”, codificat CVTI-I.

Dintr-o analiza a datelor de literatura reiese ca inhibitorul proteazic din seminte de
pepene verde este o substanta proteica, avand o secventa de 30 aminoacizi, cu trei legaturi
disulfidice in pozitiile: 4-21, 11-23, 17-29 si centrul activ la legatura Arg-lle in pozitiile 6-7
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[Otlewski J., Whatley H., Polanowski A., Wilusz T., 1987, Amino-acid sequences of trypsin
inhibitors from watermelon (Citrullus vulgaris) and red bryony (Bryonia dioica) seeds, Biol.
Chem. Hoppe-Seyler 368:1505-1507]. Inhibitorul proteazic din seminte de pepene verde a
trezit interesul datoritd moleculei sale cu masa mica, de aproximativ 3500 Da, si care poate
fi cu mai mare usurintd supusa cercetarilor in vederea obfinerii unui produs cu actiune
antialergica si antiinflamatoare.

Pentru a subliniaimportanta obtinerii inhibitorilor serin-proteazici de origine vegetal3,
trebuie mentionat ca ultimele informatii publicate de Organizatia Mondiala a Sanatatii (World
Health Organization) arata ca astmul si bolile alergine sunt in continua crestere in Europa,
astfel 10% dintre copii sufera de simptome astmatice. Ca urmare, sunt deja organizatii care
se ocupa cu informarea, prevenirea si controlul pacientilor cu boli astmatice, si anume: EFA
(European Association of Asthma and Allergy Associations), o aliantd format din 41 de
organizatii din 23 de tari diferite din Europa, WAD (World Asthma Day) si GINA (Global
Initiative for Asthma), care organizeaza intalniri tematice o data pe an, in prima marti a luni
mai a fiecarui an, in afara de congresele anuale tematice ale WHO.

Pentru obtinerea inhibitorului proteazic din seminte de pepene verde, sunt publicate
urmatoarele rezultate:

- la extractia cu sulfat de amoniu a proteinelor vegetale, a rezultat un extract brut cu
activitate inhibitoare proteazica totalad de 60,7 Ul la 100 g seminte;

- purificarea cromatografica a extractului brut s-a realizat cu un randament cuprins
intre 35 si 67%;

- inhibitorul CVTI obtinut in urma procedeelor de purificare cromatografica a avut o
activitate specifica de 6,6 Ul/mg proteina.

Pana in prezent insa nu exista o publicatie referitoare la un procedeu de obtinere a
inhibitorului de serin-proteaze din seminte de Citrullus vulgaris (pepene verde). in literatura
de specialitate este prezentat un procedeu caracterizat prin incarcarea extractului cu saruri
(sulfat de amoniu) ce creeaza dificultati la aplicarea fazelor de purificare, ca $i un consum
mare de materiale in vederea indepartarii acestor saruri.

Prezenta inventie inlatura dezavantajele acestor procedee prin aceea ca:

- extractia inhibitorului serin-proteaze din semintele de pepene verde se realizeaza
cu solutie tampon acetat 0,1 M, pH = 5,0, la temperatura camerei, sub agitare mecanica timp
de 1 h;

- separareafazei lichide de ,turta vegetald” se realizeaza prin centrifugare la 4.000 rot/min,
timp de 30 min;

- se obtine o solutie limpede, care se prelucreaza in continuare, pentru purificarea
inhibitorului serin-proteazic prin metode eficiente, metode cromatografice, pentru cresterea
activitatii specifice, in vederea utilizarii in scopuri medicale.

Procedeul conform inventiei consta in aceea ca: semintele de Citrullus vulgaris sunt
supuse extractiei in tampon acetat 0,1 M, pH = 5, si precipitarii fractionate cu alcool etilic in
doua trepte: in prima se trateaza cu un volum egal de etanol, timp de 1 h, la temperatura
camerei, dupa care se indeparteaza precipitatul format, iar in a doua treapta, supernatantul
limpede se trateaza cu 4 volume etanol la temperatura scazuta, la-20°C, precipitatul rezultat
se solubilizeaza in apa si se aduce in volum egal de tampon acetat 0,1 M, pH = 5,5, apoi se
adauga pe o coloana cu schimbator de ioni, preechilibrata cu tampon acetat0,05M, pH=5,5,
iar pentru adsorbtie se utilizeaza o solutie de NaCl in gradient de concentratie 0...0,6 M, in
acelasi tampon, fractiile reunite se aduc cu o solutie de Tris 2M la un pH = 7,5, si se aplica
pe o coloana umpluta cu tripsind imobilizata, coloana fiind echilibratd in prealabil cu solutie
tampon Tris-HCI 0,05 M, pH = 7,5, inhibitorul serin-proteazic se desoarbe prin elutie cu tampon
glicocol-HCI, pH = 2,8, in gradient de concentratie 0...0,3 M, in volume egale.
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in aceste conditii se realizeaza:

- un extract brut cu activitate inhibitoare proteazica totala de 295,9 Ul la 100 g pulbere
seminte de pepene verde;

- un precipitat proteic alcoolic cu activitate inhibitoare proteazica specifica de 542 Ul/mg
protein3;

- inhibitor serin-proteazic purificat prin cromatografie de schimb ionic, cu o activitate
specifica de 1.667 Ul/mg proteina;

- inhibitor serin-proteazic purificat prin cromatografie de afinitate, cu o activitate
specifica de 9.122 Ul/mg proteina.

Inventia prezinta urmatoarele avantaje:

- procedeul este realizat in conditii optime unei extractii totale a inhibitorului
serin-proteazic din pulberea de seminte de pepene verde;

- inventia de fata prezinté un procedeu de purificare prin cromatografie de afinitate,
utilizand, ca suport afin, un biopreparat realizat de un colectiv de cercetatori romani;

- tematica brevetului se incadreaza intr-una dintre cele mai dinamice directii de
dezvoltare a cercetérilor din domeniul produselor farmaceutice, directie care se axeaza pe
valorificarea potentialului materiilor prime vegetale, in scopul obtinerii de principii active
naturale;

- purificate corespunzator, principiile active naturale permit, fatd de terapia clasica,
folosind medicamente de sinteza, o maniera de tratament neagresiv asupra organismului,
cu efecte favorabile de lungéa durata, fara reactii secundare si fara actiuni toxice pregnante.

in continuare se prezintad un exemplu de realizare a inventiei.

Extractia proteinelor din seminte de pepene verde (Citrullus vulgaris) se realizeaza
dupa urmatorul protocol:

1. Semintele alese se maruntesc prin zdrobire, pentru a ugura prelucrarea acestora.

2. Delipidizarea se realizeaza cu acetona volum/greutate material vegetal utilizat, prin
agitare la temperatura camerei, timp de 2 h. Materialul delipidizat se usuca la vacuum.

3. Pulberea degresaté uscaté este supusa unei extractii apoase cu 10 volume de
solutie tampon acetat 0,1 M, pH = 5, faté de materialul vegetal (v/g), cu agitare la temperatura
camerei timp de 1 h.

4. Materialul rezultat se centrifugheaza la 4000 rpm, timp de 30 min, pentru separarea
supernatantului bogat in proteine.

5. Extractul apos contine, pe langa proteine, si alti compusi, cum ar fi polizaharide,
care trebuie indepartati prin precipitare fractionata cu alcool etilic. Precipitarea se realizeaza
in doua trepte: in prima etapa se trateaza cu un volum egal de etanol timp de 1 h, la4°C, sub
agitatie mecanica, dupa care se indeparteaza precipitatul format prin centrifugare. in a doua
etapa, supernatantul limpede se trateaza cu patru volume etanol, la temperaturi scazute
(-20°C). Pentru perfectarea precipitarii proteinelor, solutia alcoolica este Iasata |a frigider timp
de 24 h.

6. Precipitatul se separa prin centrifugare la 4.000 rpm, timp de 30 min, la4°C, si se
usuca la vacuum.

Rezultatele extractiei sunt prezentate in tabelul 1.

Purificarea pulberii proteice cu activitate inhibitoare serin-proteazica prin metode
cromatografice se realizeaza prin cromatografie de schimb de ioni si prin cromatografie de
afinitate pe tripsina imobilizatd. Rezultatele extractiei sunt prezentate in tabelul 1.

1. Purificarea inhibitorului serin-proteazic prin cromatografie de schimb ionic: pulberea
proteica se solubilizeaza in apa distilata si se aduce in volum egal de tampon acetat 0,1 M,
pH = 5,5 apoi se adauga pe o coloana de CM-Sephadex C-25, preechilibraté cu tampon acetat
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0,05 M, pH = 5,5. Ca eluant se utilizeaza o solutie de NaCl in gradient de concentratie
0...0,6 M, in acelagi tampon. Desorbtia se urmareste prin citirea eluatelor la A=280 nm, precum
si prin determinarea concentratiei proteice si a activitatii inhibitoare tripsinice a fiecarei fractii.
Desorbitele proteice semipurificate cu activitate inhibitoare serin-proteazica se reunesc pentru
a trece la urmatoarea faza de purificare.

2. Purificarea inhibitorului serin-proteazic prin cromatografie de afinitate pe tripsina
imobilizata: fractiile reunite se aduc cu o solutie de Tris 2 M laun pH = 7,5 si se aplica pentru
legarea specifica a inhibitorului, pe coloana umpluta cu tripsind imobilizatd, coloana echilibrata
in prealabil cu solutie tampon Tris-HCI 0,05 M, pH = 7,5. Proteinele nelegate se spala cu
acelasi tampon Tris-HCI. Inhibitorul serin-proteazic se desoarbe prin elutie cu tampon
glicocol-HCI pH = 2,8, in gradient de concentratie 0...0,3 M, in volume egale.

Rezultatele purificarii sunt prezentate in tabelul 2.

Tabelul 1
Rezultatele obtinute in urma aplicérii procedeului de extractie a inhibitorului
serin-proteazic din seminte de pepene verde (Citrullus vulgaris)

Materia prima Pulbere Precipitat Analize
delipidizata | rezultat prin
luata in fractionare I"Gontinut | Activitate Activitate
lucru cu EtOH proteic inhibitoare specifica
(@) (9) (mg) (Ul Ul/mg
proteind
Seminte de
Citrullus 170 1,78 182 98.716 542
vulgaris (300 Q)
Tabelul 2

Rezultatele obtinute in urma aplicarii procedeului de purificare a inhibitorului
serin-proteazic din seminte de pepene verde (Citrullus vulgaris)

Nr. Proba Continut proteic Activitate Activitate specifica
crt. (mg) inhibitoare (Ul/mg proteina)
(Uh)

Extract proteic

1 | (precipitat cu ETOH) 182 98716 542
Solutie proteica
2 | (eluat cromatografie de 73,9 123224 1667

schimb ionic)

Solutie proteica
3 | (eluat cromatografie de 16,61 151512 9122
afinitate)
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Revendicare

Procedeu de obtinere a inhibitorului serin-proteazic din seminte de Citrullus vulgaris,
caracterizat prin aceea ca semintele de Citrullus vulgaris sunt supuse extractiei in tampon
acetat 0,1 M, pH = 5, si precipitarii fractionate cu alcool etilic in doua trepte: in prima, se
trateaza cu un volum egal de etanol timp de 1 h, la temperatura camerei, dupa care se
indeparteaza precipitatul format, iar in a doua treapta, supernatantul limpede se trateaza cu
4 volume etanol la temperatura scazuta, la-20°C, precipitatul rezultat se solubilizeaza in apa
si se aduce in volum egal de tampon acetat 0,1 M, pH = 5,5, apoi se adauga pe o coloana
cu schimbator de ioni, preechilibratad cu tampon acetat 0,05 M, pH = 5,5, iar pentru adsorbtie
se utilizeaza o solutie de NaCl in gradient de concentratie 0...0,6 M, in acelasi tampon, fractiile
reunite se aduc cu o solutie de Tris 2M la un pH = 7,5, si se aplica pe o coloana umpluta cu
tripsina imobilizata, coloana echilibrata in prealabil cu solutie tampon Tris-HCI 0,05 M, pH=7,5,
inhibitorul serin-proteazic se desoarbe prin elutie cu tampon glicocol-HCI pH =2,8, in gradient
de concentratie 0...0,3 M, in volume egale.

Editare si tehnoredactare computerizatd - OSIM
Tiparit la: Oficiul de Stat pentru Inventii gi Marci
sub comanda nr. 347/2014
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