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Niezwykle wlasciwosci zwyklych
polisacharydow - glikozaminoglikany i ich
zastosowanie w medycynie, cz. I

i zwierzecy. Ze wzgledu na swoje wielorakie wtasciwosci znalazly szerokie zstosowanie, m.in
w medycynie. Ponadto petnia bardzo wazne funkcje biologiczne i fizjologiczne, co jeszcze bardziej
podkresla fakt, Zze sa one niezwyklymi czasteczkami.
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Glikozaminoglikany (GAG) sa rodzajem polisacharyddw, ktére zbudowane sa z powtarzajacych sie
jednostek . Wystepuja one na powierzchni komérek oraz w zewnatrzkomorkowej substancji
podstawowej organizméw zwierzecych. Glikozaminoglukany zbudowane sa z powtarzajacych sie
jednostek dwucukrowych, w sktad ktérych wchodzi pochodna cukru. Pochodna ta jest albo
glukozoamina albo galaktozoamina [9].

Ponadto, przynajmniej jeden z cukrow w powtarzajacej sie jednostce disacharydu ma ujemnie
natadowana grupe karboksylowa badz siarczanowa. Podjednostki te w zaleznosci od klasy glikanu,
sktadaja sie z reszty N-acetylowanej heksozaminy (d-galaktozaminy lub D-glukozaminy) albo
N-siarczanowanej D-glukozaminy oraz z reszty kwasu heksuronowego (D-glukuronowego lub
L-iduronowego). W sktadzi epodjednostek mozna takze wyrézni¢ galaktoze. Ponadto, w niektérych
glikozaminoglikanach wykazano obecnos$¢ reszt L-fukozy, D-mannozy, D-ksylozy i kwasu
N-acetyloneuraminowego [4], [3].

Obecnos¢ znacznej liczby reszt siarczanowych i karboksylowych w disacharydowych podjednostkach,
ktore to buduja szkielet polisacharydowy GAG, nadaje tancuchom glikozaminoglikanéw charakter
tzw. polianionéw. Wsrod znanych GAG, kwas hialuronowy wykazuje minimalna gestos¢ tadunku
ujemnego, poniewaz zawiera tylko jedna grupe karboksylowa w pojedynczym disacharydzie.Z kolei,
maksymalng wartos¢ tadunku ujemnego ma heparyna, ktéra zawiera trzy grupy siarczanowe,
a takze jedna grupe karboksylowa w kazdej z podjednostek [4], [3].

Glikozaminoglikany (GAG) maja zdolnos¢ wigzania SO2 oraz tworzenia kompleksow z biatkami
(monomery proteoglikandw), ktére to tacza sie z kwasem hialuronowym co daje makroczasteczki
proteoglikandw. Makroczasteczki te wypetniaja przestrzenie w istocie podstawowej, wigza wode,
przybierajac postac¢ zelu. Istota podstawowa, dzieki swojej budowie, umozliwia krazenie ptynu
tkankowego (tj. przesaczu osocza krwi), ktéry to pelni funkcje odzywcze dla komdrek tkanki tacznej
wlasciwej i tkanki chrzestnej [7].

Wsrod najbardziej znanych glikozaminoglikanow wyro6znia sie siarczan chondroityny , siarczan
keratanu, heparyne, a takze siarczan dermatanu i powszechnie znany kwas hialuronowy [10].

Kwas hialuronowy

Kwas hialuronowy po raz pierwszy zostat wyizolowany z ciatka szklistego oka bydta - przez co
wywodzi sie jego nazwa. W strukturze tego kwasu wyroznia sie podjednostke dwucukru znanego
jako kwas hialoburonowy. Jest on ztozony z N-acetylo-D-glukozaminy oraz z kwasu D-glukoronowego.
Obie jednostki potaczone sa ze soba za pomoca wigzan glikozydowych [9].

Kwas hialuronowy to polimer zbudowany z monomerdéw tj. kwasu glukuronowego
i acetyloglukozaminy. W istocie podstawowej przybiera forme witdkienek o diugosci ok. 2,5 pm.
Kwas ten wystepuje we wszystkich organizmach zywych w takiej samej formie: solihialuronianu sodu
(w stawach), we wszystkich substancjach tacznych oraz wigze wode w naskorku. Z wiekiem ilos¢é
kwasu hialuronowego w tkankach maleje, co powoduje starzenie sie skory (najbardziej znany objaw
to powstawanie zmarszczek). Ponadto, kwas ten wystepuje rowniez w gatce ocznej i ptynie Izowym,
jest tez jedna z niewielu stosowanych w medycynie substancji identycznych z tymi wystepujacymi
w organizmie [7].
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Zdjecie: http://naturalia.blox.pl/2012/01/Zbawienne-dzialanie-kwasu-hialuronowego.html

Wazna wlasciwoscia kwasu hialuronowego sa jego naturalne wtasciwosci zelujace. Jedna czasteczka
kwasu wiaze az 250 czasteczek wody, ponadto z racji tego, ze kwas ten wystepuje w takiej samej
postaci we wszystkich organizmach, otrzymywanie go jest bardzo tatwe. Kwas hialuronowy
wystepuje w galtce ocznej w ciele szklistym, a takze w ptynie Izowym i cieczy wodnistej. W okulistyce
stosowane sa jego sole, okreslane mianem hialuronianow.

Hialuronian stosowany jest takze w chirurgicznym leczeniu zaé¢my, utrzymuje prawidtowa
gtebokos¢ przedniej komory oka oraz chroni rogéwke przed wysychaniem. W chirurgii rogowki tj.
w przeszczepach, hialuronian tworzy wysciétke dla nowej rogéwki,dzieki czemu pozwala uniknac
formowania sie zrostéw, a takze umozliwia skuteczniejsze zamkniecie sie rany. Ponadto,
wykorzystuje sie go w leczeniu urazéw oka, gdzie pomaga w przywroceniu poprzedniego cisnienia
oraz zapobiega zrostom [7].

Chondroityna

Jest glikozaminoglikanem, ktérego jednostka strukturalna jest dwucukier chondrozyna. Chondrozyna
zbudowana jest z kwasu D-glukuronowego, ktory potaczony jest glikozydowo
z N-acetylogalaktozamina. Lancuch chondroityny (tj. 100-200 dwucukréw) powstaje w wyniku
liniowej polimeryzacji chondrozyny wiazaniami glikozydowymi. Co ciekawe, chondroityna wystepuje
jedynie w rogowce oka (nie stwierdzono jej obecnosci w innych tkankach) [9].

Siarczan dermatanu

Siarczan dermatanu zaliczany jest do wyjatkowych glikanéw wsrdod polisacharydow siarkowych, a to
ze wzgledu na fakt, ze zawiera rzadko spotykany izomer kwasu glukoronowego tj. kwas L-iduronowy.
Ponadto, zwiazek ten rézni sie od pozostatych siarczanéw chondroityny tym, ze posiada catkowita
odpornos¢ na dziatalnos$¢ hialuronidazy rozktadajacej oba pozostale siarczany chondroityny [9].

Siarczan keratanu

Siarczan keratanu, dawniej znany jako keratosiarczan, wyréznia sie brakiem w czasteczce kwasu
uronowego. W jego strukturze wyrdznia sie rowne ilosci D-galaktozy a takze
N-acetylo-6-O-sulfo-D-glukozaminy, ktére polaczone sa wiazaniami glikozydowymi. Siarczan
keratanu wystepuje we wszystkich tkankach zwierzecych , ponadto obok siarczanéw chondroityny
jest podstawowym sktadnikiem proteoglikandéw. Najwieksze ilosci siarczanu keratanu odnotowuje sie
w rogoéwce oka, gdzie stanowi on ok. 50% catkowitej ilosci GAG- to wlasnie taki sktad zapewnia
rogowce przezroczystosc [9].


http://naturalia.blox.pl/2012/01/Zbawienne-dzialanie-kwasu-hialuronowego.html

Zdjecie: (1) Gléwne proteglikany chrzastki. Proteoglikany: biatka zawierajace jeden lub wiecej
kowalencyjnie potaczonych tancuchéw glikozoaminoglikan6w. Najmniejszymi jednostkami taczacymi
proteoglikany sa mukopolisacharydy, diugie polimery zbudowane z powtarzajacych sie
glikozaminoglikanow (GAG-1),
http://brain.fuw.edu.pl/edu/BIOL:Kom%C3%B3rki podporowe i substancja pozakom%C3%B3rkowa

Heparyna

Heparyna jest glikanem, ktory po raz pierwszy zostat wyizolowany z watroby bydlecej w 1916 roku,
w trakcie badan nad wtasciwosciami przeciwkrzepliwymi tego nieznanego wéwczas zwiazku. Swoja
nazwe zawdziecza swojemu pochodzeniu. Heparyna powstaje w komoérkach w komédrkach tucznych,
a takze (czesciowo) w Sréddbtonku pecherzykéw ptucnych. Zwiazek ten nigdy nie wystepuje
w organizmie w postaci wolnej, lecz zawsze jest ona zwigzana z biatkami [9].

Biologiczna rola tego glikanu ujawnia sie w przedtuzeniu czasu krzepniecia krwi u ssakow. Ponadto,
inna rownie wazna funkcja fizjologiczna jest aktywujacy wplyw heparyny na system lipolityczny
lipazy lipoproteinowej , ktéra prawdopodobnie zawarta jest w srodbtonku naczyn wlosowatych. Tym
samym, zwiagzek ten ogrywa bardzo wazna funkcje w transporcie lipidéw (co szczegdlnie ujawnia sie
w etiologii zmian miazdzycowych tetnic) [9].

Wynikiem polianionowego charakteru GAG jest udziat tych zwiazkéw w wewnatrzkomérkowych
procesach transportowych oraz w ich powinowactwie do kationéw. Konsekwencja powinowactwa
GAG do kationdéw jest mozliwo$¢ transportowania kationéw i odktadania ich w tkankach. Z kolei,
obecnos¢ polianionowych proteoglikandéw (tj. zwigzkéw zbudowanych z biatkowego rdzenia,
z ktérym zwigzany jest jeden lub wiecej lancuchow GAG, jednego lub réznych typéw) na powierzchni
bton komoérkowych lezy u podstaw interakcji typu : komorka- komoérka oraz komdrka-substrat, co
warunkuje procesy adhezji i migracji komérek [5], [3], [11].

HO,
a0 [oH
[ L0~
Q. g
\_.-‘"-"Q!::IJ HM, . E
HO H o HO
Ao
S=0

Zdjecie: wzér heparyny, [8].

Heparyna, jest naturalnym antykoagulantem, jej dziatanie polega na zapobieganiu powstawania
skrzepow. Substancja ta wytwarzana jest przez komérki tuczne, zas z chemicznego punktu widzenia
jest mieszaning ujemnie naladowanych makroczasteczek o réznej masie.
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Dziatanie heparyny opiera sie na wzmacnianiu dziatania biatkowego czynnika krzepniecia t;.
antytrombiny, dzieki czemu moze ona przerywac kaskade krzepniecia na kazdym etapie,
realizowanym w osoczu (heparyna wigze rowniez wapn - kofaktor wielu biatek uczestniczacych
w krzepnieciu osoczowym). Tak wiec, wykazuje ona silne dziatanie in vivo i ex vivo po podaniu
dozylnym (dzialanie natychmiastowe) lub podskérnym [8], [11].

Dzieki kompleksowemu i prawie natychmiastowemu dziataniu po dozylnym podaniu, heparyna
stosowana jest do leczenia wielu powaznych chorob i dolegliwosci, a takze w profilaktyce stanow
chorobowych. Tak wiec stosuje sie ja przy wszystkich zaburzeniach proceséw krzepniecia i przy
krwawieniach zwiazanych z powstawaniem skrzepéw wewnatrz naczyn krwionosnych. Ponadto,
dzieki swojemu dziataniu ex vivo (czyli w krwi poza ukladem krwiono$nym), heparyna jest stosowana
w zabiegach wymagajacych zastosowania tzw. krazenia pozaustrojowego [8], [11].

IloSciowe oznaczanie heksosamin (zmodyfikowana metoda Elsona-Morgana) [2].

Heksozaminy sa zwigzkami, ktére w podwyzszonej temperaturze oraz w srodowisku zasadowym
ulegaja degradacji. Z kolei, w obecnosci acetyloacetonu powstaja chromogeny (gtéwnie
2-metylopirol), ktore z kolei tatwiej ulegaja kondensacji w srodowisku kwasowym z aldehydem
p-dimetyloaminobenzoezowym (tzw. ADAB), w wyniku czego powstaje barwny kompleks.
Maksymalna absorpcja tego kompleksu przypada przy A= 530 nm [2].

Wykonanie:

Do 2 ml roztworéw badanych i wzorcowych (tj. roztwor glukozaminy zawierajacy 200 pg
D-glukozaminy w 1 ml wody 3xdestylowanej), nalezy doda¢ 0,7 ml zasadowego roztworu
acetyloacetonu (przed dodaniem roztwdr acetonu rozpusci¢ w 50 ml 0,8M roztworu Na2CO3).
Probéwki nalezy zamkna¢ szczelnie korkami z chtodniczkami zwrotnymi, po czym wstawi¢ do
wrzacej tazni wodnej na 15 minut. Po uptywie czasu inkubacji, nalezy doda¢ do prébek 4 ml
etanolowego odczynnika ADAB (tj. podstawowy roztwor aldehydu p-dimetyloaminobenzoesowego: 4
g rozpusci¢ w 300 ml stezonego roztworu HCI cz.d.a).

Catos¢ dobrze wymieszac , zamkna¢ korkiem (najlepiej z chtodnica zwrotna) i wstawic¢ do tazni
wodnej o temp. 75]C na 30 minut. W czasie inkubacji wytwarza sie trwaty chromogen . Po czasie
inkubacji, probki nalezy ochtodzi¢ do temperatury pokojowej i oznaczy¢ w nich absorbancje przy A =
530 nm. W sposéb analogiczny postapi¢ z prébami wzorcowymi o stezeniu 50, 100, 200 pg/ml.
Z wykreslonej krzywej kalibracyjnej odczytac stezenie badanych heksozamin (préba badana) [2].

Ilosciowe oznaczanie N-acetylowanej heksozaminy (J.Reissig i wsp., 1995)

Podstawa reakcji barwnej w tej metodzie jest kondensacja produktéw degradacji acetylowanych
heksozamin z aldehydem p-dimetyloaminobenzoesowym (ADAB). W wyniku reakcji powstaje barwny
kompleks z maksymalng absorpcja przy A= 530 nm.

Wykonanie:

Do 2 probdéwek nalezy odmierzyé po 0,5 ml proby badanej, réwnolegle nalezy sporzdzié¢ serie
roztworow wzorcowych zawierajacych 25, 50, 100 ug N-acetyloglukozaminy. .Préba kontrolna
powinna zawieraé¢ 0,5 ml wody (3x destylowanej). Do wszystkich probéwek doda¢ 0,1 ml
czteroboranu potasu (tj. 0,8M roztwdr czteroboranu potasu o pH= 9.1), a nastepnie umiescic je we
wrzacej tazni wodnej na doktadnie 3 minuty, co ma bardzo istotne znaczenie w tym doswiadczeniu,



poniewaz kazde przedtuzenie czasu inkubacji powoduje spadek intensywnosci barwy [1].

Po uptywie inkubacji, probki nalezy natychmiast schtodzi¢ w wodzie z lodem, a dalej dodac do nic 3
ml roboczego roztworu ADAB (tj. rozpusci¢ 10 g ADAB cz.d.a. w 100 ml lodowatego kwasu octowego
(CH3COOH) zawierajacego 12,5% HCI- roztwér podstawowy, z kolei roztwor roboczy ADAB
otrzymuje sie przez zmieszanie 1 objetosci roztworu podstawowego z 9 objetosciami lodowatego
kwasu octowego- wykonuje sie to bezposrednio przed uzyciem) [1].

Nastepnie, probowki zamkng¢ korkami i wstawi¢ do tazni wodnej o temperaturze 38[JC na 20 minut.
W tym czasie nastepuje rozwoj chromogenu, ktérego absorbancje nalezy oznaczy¢ przy A=545 nm
wobec proby kontrolnej [1].

Autor: Lidia Koperwas
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