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Proteoglikany - metody otrzymywania i
badania wlasciwosci

W sklad proteoglikanéw wchodza biatka i weglowodany, ktére to wystepuja w przewazajacej
wiekszosci (80-90%). Ponadto, proreoglikany (PG) zawieraja duzo estrowych grup siarczanowych

[7].

Proteoglikany (PG) zaliczane sa do glikoprotein. Ich gléwna cecha jest to, ze zawieraja duze ilosci
komponentu cukrowego (az do 90%) , a takze uczestnicza w zorganizowaniu miedzykomdrkowej
substancji podstawowej tkanki tacznej. Biora tez udziat w tworzeniu specyficznych receptorow
powierzchniowych, ktére ,wmontowane, sa w btony plazmatyczne. Fizjologiczne wtasciwosci
proteoglikanéw wynikaja z ich zdolnosci do wigzania kationow, latwego tworzenia komplekséw
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z niektérymi biatkami (np. lizozymem badz kolagenem), a takze z ich wielkiej hydrodynamicznej
objetosci molekularnej [1].

Ponadto, wykazano , ze natywne proteoglikany wystepuja w tkankach w postaci suprakomplekséw tj.
agregatow proteoglikanowych (PGA), ktére to powstaja w wyniku niekowalencyjnej agregacji duzej
liczby podjednostek proteoglikanowych (PGS) z wysokopolimerowa nicia kwasu hialuronowego. Tak
wiec, elementarna jednostka strukturalna jest PGS o charakterystycznym sktadzie chemicznym
i strukturze przestrzennej [1].

Metoda izolacji kompleksow proteoglikanowych z chrzastki za pomoca chlorku guanidyny

[2], [1].

Za pomoca 4M chlorku guanidyny (GdnCl) mozliwe jest catkowite wyekstrahowanie agregatow
proteoglikanowych (PGA) , ktore sa dosc¢ silnie zwigzane z widknami tgcznotkankowymi. Ekstrakcja
jest najefektywniejsza przy pH= 5,8. Jednoczesnie, w srodowisku 4 M roztworu GdnaCl dochodzi do
odwracalnej dusocjacji agregatu PGA na elementy sktadowe tj.:

- PGS

- kwas hioluronowy oraz

- biatka wiazace.

W celu zachowania integralnosci natywnej struktury PGA, do roztworu ekstrakcyjnego wprowadza
sie inhibitory grupowe proteaz, zas oczyszczone czasteczki PGA uzyskuje sie ostatecznie na drodze
ultrawirowania [2], [1].

Jako material wyjsciowy stosuje sie chrzastke przegrody nosowej (lub tchawicy) bydlecej (wotu),
ktore pobiera sie natychmiast po uboju i zamraza w termosie z lodem. Nastepnie, chrzastki
oczyszcza sie ze $luzowki oraz z ochrzestnej, rozdrabnia sie ja na mate kawatki oraz mieli
w elektrycznej maszynce do miesa. Wszystkie te zabiegi nalezy przeprowadza¢ w chtodni.
Rozdrobniona chrzastke mrozi sie w -20 - -40C [2], [1].
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Zdjecie: chlorek guanidyny, https://pl.vwr.com/app/catalog/Product?article number=A4014.1000

Wykonanie:

Rozdrobniona wczesniej chrzastke nalezy rozmrozi¢, po czym 5g chrzastki nalezy zala¢ 100 ml 4 M
roztworu GdnCl (tj. 4 M roztwér GdnCl w 50 mM buforze octanowym o ph=5,8, zawierajacym
inhibitory proteaz: 1 ml benzamidyny, 10 mM wersenianu sodowego i 100 mM kwasu e-
aminokapronowego (EAK). Catos¢ wymiesza¢ doktadnie uzywajac mieszadla szklanego (mieszac
w chtodni przy matych obrotach przez 20 godzin [2], [1].

Po tym czasie opalizujacy ekstrakt nalezy przesaczy¢ na lejku z wata szklang. Otrzymany w ten
sposob klarowny roztwor nalezy rozdzieli¢ na kilka woreczkoéw dializacyjnych, po czym dializowaé go
wobec 9 objetosci 50 mM buforu octanowego z inhibitorami w chtodni. Otrzymany roztwoér zawiera
zasocjowane agregaty proteoglikanowe oraz czes¢ bialek nieproteoglikanowych ( w tym fragmenty
kolagenu) [2].

Nastepnie, do potaczonych dializatéw nalezy doda¢ réwna objetos¢ etanolu zawierajacego 1%
CH3COOK, po czym nalezy odstawi¢ w 4[]C na kilka godzin. Utworzony po odstaniu osad odwirowac
przy 10 000xg przez 10 minut. W tym czasie do odmierzonej objetosci buforu octanowego (pH=5,8)

dodac statego CsCl do koncowego stezenia rownego 1,69g/ml [2].



Osad PGA rozpusci¢ w 20 ml tego roztworu, po czym probke przenies¢ do cienkosciennej
plastikowej probéwki wiréwkowej i po doktadnym zréwnowazeniu przenies¢ do gtowicy katowej 50
Ti (badz podobnej ultrawiréwki) i odwirowa¢ w temperaturze 20[]C przez 20h, przy predkosci 105
000 x g [2].

Po uptywie czsu wirowania, dochodzi do grawitacyjnego rozwarstwienia mieszaniny biatek probki,
a nastepnie do oddzielenia frakcji PGA . Agregaty proteoglikanowe z racji tego, Zze maja najwieksza
mase czasteczkowa, gromadza sie w dolnej (1/3) stupa roztworu, z kolei kolagen miesci sie
w szczytowej warstwie. Frakcje dolne (zawierajace PGA) mozna mozna w najprostszy sposob uzyskac
odciagajac za pomoca pipety 2/3 gérnego stupa roztworu [2].

Frakcje zawierajace PGA nalezy potaczy¢ , po czym dializowa¢ wobec 50 mM buforu octanowego
o pH=5.8 w chtodni przez kolejne 12 godzin. Na tym etapie nalezy oznaczy¢ zawarto$¢ kwasu
uronowego i biatka w 1 ml roztworu, z kolei pozostalos¢ roztworu zadac¢ 2 objetosciami 98%
roztworu etanolu zawierajacego 1% CH3COOK i odstawi¢ w chtodni na kilka godzin. Utworzony osad
odwirowac¢ przy 10 000xg, nastepnie przemyc¢ etanolem, po czym wysuszy¢ w eksykatorze
prozniowym. Wysuszony osad rozpusci¢ w 10 ml buforu octanowego (pH+5.8), po czym zamrozi¢
w temperaturze -30[JC. Osad ten stanowi material wyjsciowy do preparatyki podjednostek
proteoglikanowych PGS [2].

Izolowanie podjednostek proteoglikanowych w gradiencie chlorku cezu [3], [1].

Oczyszczone agregaty proteoglikanowe (PGA) uzyskane na drodze wirowania w warunkach , ktére
sprzyjaja asocjacji, mozna zdysocjowa¢ w warunkach sprzyjajacych dysocjacji na podjednostki
proteoglikanowe PGS , ktére to nastepnie oddziela sie od pozostatych sktadnikéw przez
ultrawirowanie w gradiencie chlorku cezu [3].

Wykonanie:

Roztwér PGA w 50 mM buforze octanowym o pH=5.8 , nalezy rozcienczy¢ za pomoca réwnej
objetosci 8 M roztworu chlorku guanidyny. Koncowe stezenie 4M roztworu GdnCl powoduje
catkowita dysocjacje agregatéw PGA. Nastepnie, roztwér doprowadzié¢ za pomoca statego chlorku
cezu do wyjsciowego stezenia 1,50 g/ml. Nastepnie, caly roztwdr rozla¢ do przezroczystych
probéwek plastikowych , po czym zwirowac przez 20 godzin w temperaturze 20[]C, przy 105 000xg
[3].

W czasie tego dlugotrwatego wirowania wytwarza sie gradient chlorku cezu, elementy sktadowe
zdysocjowanego agregatu ulegaja rozdzieleniu w polu grawitacyjnym oraz gradiencie (zgodnie z ich
masa czasteczkowa). Biatka wiazace tworza najwyzsza warstwe gradientu, dzieki czemu tatwo jest je
odciggnac. Hialuronian zajmuje warstwe srodkowaq, zas w dolnej 1/3 stupa ptynu gromadza sie
wszystkie niejednorodne czasteczki PGS [3].

Za pomoca pipety automatycznej odciagna¢ 2/3 stupa ptynu, pozostawiajac PGS w dolnej reszcie.
Wszystkie frakcje, ktore zawieraja PGS potaczy¢ i dializowa¢ wobec wody destylowane;j
w temperaturze 4[]C przez 12 godzin. Nastepnie, oznaczy¢ stezenie kwasu uronowego, heksazamin
i biatka w 1 ml roztworu. Pozostaly roztwoér zadac 2 objetosciami etanolu, po czym probke odstawic¢
do chlodni na 12 godzin. Na koniec osad odwirowac, przemy¢ etanolem i wysuszy¢ w eksykatorze
prozniowym [3].

Degradacja proteoglikanow przez proteazy [4], [1].

Proteazy, sa enzymami, ktére odgrywaja bardzo wazna role w kazdej zywej komérce. U cziwieka
wystepuje ok. 500 réznych proteaz, ktore to kodowane sa przez 2% wszystkich ludzkich gendéw.
Proteazy odgrywaja bardzo wazna role w wielu procesach,m.in. w trakcie zaptodnienia, trawienia,
wzrostu, dojrzewania,a takze starzenia sie i Smierci organizmu [6].

Ponadto, reguluja liczne procesy fizjologiczne przez kontrole aktywacji, syntezy i degradacji biatek.



Proteazy pelnia takze istotna funkcje w procesie replikacji i rozprzestrzenianiu sie wirusow, bakterii
oraz parazytéw. Dodatkowo, enzymy te odpowiedzialne sa za efektywna transmisje choroby
wywolywanej przez wymienione patogeny. I to wlasnie z tego powodu peptydazy stanowia istotny
cel w przypadku leczenia wielu choréb. Nieprawidtowy poziom proteaz prowadzi do wielu
nieprawidtowosci fizjologicznych, czego konsekwencja jest choroba [6].

Podjednostka proteoglikanowa PGS sklada sie z nitkowatego rdzenia polipeptydowego oraz z
przytaczonych do niego tancuchow siarczanéw chondroityny i siarczanu keratanu.

Proteazy maja zdolno$¢ rozrywania tancuchéw peptydowych w réznych miejscach, dzieki czemu
powstaja fragmenty o réznej masie czasteczkowej. Dodanie do mieszaniny poreakcyjnej chlorku
cetylopirydynowego (CPC) powoduje wypadanie z roztworu nierozpuszczalnych komplekséw nie
roztozonego PGS oraz powstalych peptydoglikanéw. Z kolei, wprowadzenie kwasu trichlorooctowego
powoduje rozpuszczenie peptydoglikanéw (produktéw enzymatycznego rozktadu) [4].

Wykonanie:

Przed przystapieniem do przeprowadzenia doswiadczenia, nalezy przygotowa¢ odpowiedni roztwor
substratu tj. kazdorazowo sporzadzi¢ swiezy roztwoér substratu o stezeniu 5 mg PGS w 1 ml
odpowiedniego buforu:

- dla trypsyny: 50 mM bufor fosforanowy o pH= 7.8

- dla pepsyny: 50 mM bufor cytrynianowy o pH=3,6

- dla lizosomowej katepsyny D: 50 mM bufor octanowy pH= 5.0 [4], [1].

Roztwory proteaz w 1 ml odpowiedniego buforu:
1) 20 pg krystalicznej trypsyny

2) 50 ng krystalicznej pepsyny

3) 5 mg lizosomowej katepsyny D

N-acetylo-S0-glukozoamina

H  NHCOCH,

Kwas SD-qlukuronowy

HIALURONIAN

Zdjecie: http://www.phmd.pl/images/ryciny/20081223114758.jpg [5].

Do probdwki wiréwkowej typu Eppendorf wprowadzi¢ 100 pl roztworu substratu PGS, prébke
preinkubowa¢ w temp. 37[]C przez 5 min. Nastepnie, do prébki dodac¢ 50 pl proby enzymatycznej,
dobrze wymiesza¢ (proba B). Réwnolegle, nastawi¢ probe kontrolna (K) dodajac w tym celu do
substratu 50 pl wody. Probke inkubowa¢ w 37[] przez 30 minut. Po uptywie czasu inkubacji, dziatanie
enzymatyczne nalezy pzrerwac dodajac 50pl roztworu CPC (tj. 2,5% roztwor CPC), po czym préobke
odstawi¢ w temperaturze pokojowej na 5 minut, zas po uptywie tego czasu dodac¢ 100 pl 9%
CCI3COOH i catosc dobrze wymieszaé [4], [1].

Pozostawi¢ w temperaturze pokojowej na kolejne 5 minut, Po tym czasie probéwki przeniesc do tazni
lodowej (temp. 4-5[C) na 30 minut. Po uptywie tego czasu odwirowac¢ przy 10 000xg,
w temperaturze 4[JC przez 10 minut [4].



Po wirowaniu, w klarownym supernatancie oznaczy¢ kwas uronowy metoda boranowa stosujac
mikromodyfikacje, tj. do probéwek szklanych o poj. 5 ml oznaczonych: B (préba badana),
K(kontrola), Wku(wzorzec kwasu uronowego: 250 pg kwasu glukuronowego w 1 ml H20)
i Wes(wzorzec siarczanu chondroityny: 1000pg siarczanu chondroityny w 1ml H20) wprowadzi¢ 0,2
ml wody i 1,5 ml roztworu : stezony H2SO4- 0,025 M czteroboran sodu. Probédwki wstawic¢ do tazni
lodowej i ochtodzi¢, nastepnie na powierzchnie odczynnika boranowego nawarstwi¢ po 50ul
odpowiedniej probki i trzymajac nadal w tazni wodnej zawarto$¢ probowek bardzo doktadnie
wymieszac [4], [1].

Wszystkie probki nalezy wstawi¢ jednoczesnie do wrzacej tazni wodnej na 15 minut, po inkubacji
probki ochtodzi¢ i doda¢ do nich po 50ul 0,125% roztworu karbazolu w etanolu bezwodnymi dobrze
wymieszac, ponownie wstawi¢ do tazni wodnej na 6 minut. W tym czasie rozwija sie zabarwienie
prob. Po inkubacji probki wyja¢ z tazni i odstawi¢ do wystygniecia. Na koniec dokona¢ odczytu
absorbancji (dopiero po uptywie 30 minut) wobec kontroli przy A= 530 nm. W podobny sposo6b
nalezy odczyta¢ absorbancje wzorcow. Powstata w probkach barwa jest trwata przez 48h. Aktywnosc
enzymu wyrazic¢ liczba pg kwasu uronowego oraz siarczanu chondroityny powstatych z rozktadu PGS
w ciagu 1 minuty [4], [1].

Autor: Lidia Koperwas
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