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B YDLECE cialo szkliste zawiera rézne bialka o lacz-
nym stezeniu 1,7 mg/cm?. Wsréd nich wystepuje
kolagen oraz rozpuszczalne bialka niekolagenowe. Cha-
rakterystyka biochemiczna bialek niekolagenowych byla
przedmiotem poprzedniej pracy o

Gléwnym skladnikiem kolagenowym ciala szklistego
jest kolagen typu IL Jego czasteczka sklada sig z trzech
identycznych lancuchéw «;, odpowiada wiec kolagenowi
wystepujacemu w chrzastce. Stwierdzono jednak, ze
sklad aminokwasowy i cukrowy lahicuchéw «; (II) ko-
lagenu ciala szklistego rézni sie nieco od kolagenu
chrzastki. Lancuchy tego biatka wykazuja nizsza ruch-
liwosé elektroforetyczng 2. Ponadto wykazano, ze cialo
szkliste zawiera dodatkowo biatka zakwalifikowane do
kolagenu typu IX. Z uwagi na szezegblng rozpuszczal-
noé¢é w buforze fosforanowym nazwano je symbolem
C-PS (collagenes phosphate soluble). Wyizolowano dwie
frakcje tego biatka: C-PS 1 i C-PS 2. Ro6znig sie one
masa czasteczkowa i rozpuszczalnoscia. Bialka C-PS 1
i C-PS 2 sa produktami proteolizy kolagenu typu TR

Badania ostatnich lat wykazaly, ze cialo szkliste za-
wiera dodatkowo kolagen typu XI o skladzie podjed-
nostkowym ¢ (XI), ¢y (XI), as (XI)"® Ilosciowa analiza
ré6znych frakeji kolagenowych ciala szklistego wykazala,
ze kolagen typu II stanowi 79% catkowitej ilosci kola-
genu, C-PS 1 i C-PS 2 odpowiednio po 10% i 5%, a po-
zostalo§é stanowi kolagen typu XI — 8% 1.

Wiadomo, ze degradacja kolagenu przebiega inaczej
niz innych biatek. W fizjologicznym przedziale pH
i temperatury kolagen jest oporny na dzialanie wiegk-
szodei enzymoéw proteolitycznych. Trawienie kolagenu
zachodzi dwiema drogami: pod dzialaniem kolagenaz
tkankowych lub pod dzialaniem katepsyn kolagenoli-
tycznych 4 %7

Postanowiono sprawdzié czy bydlece cialo szkliste
wykazuje aktywnosé kolagenolityczng wobec podstawo-
wych typéw kolagenu oraz ocenié aktywno$é proteoli-
tyczng wobec hemoglobiny.

MATERIAL I METODYKA

Bydlece gatki oczne pobierano bezposrednio po ubo-
ju. Przecinano twardéwke w okolicy bieguna tylnego
i aspirowano cialo szkliste do strzykawki. Homogenizo-
wano mechanicznie homogenizatorem szklanym 2z tlo-
kiem teflonowym w temperaturze 4°C. Bialko oznacza-
no metoda biuretowa.

Ocene wlasciwosci kolagenolitycznych bydlecego ciala
szklistego przeprowadzono metodg elektroforezy na zelu
poliakryloamidowym w obecnosci SDS wg metody We-
ber i Osborna® Roztwér kolagenu odpowiedniego typu
oraz homogenat bydlecego ciala szklistego poddano dia-
lizie przez 24 h w temperaturze 4°C wobec 0,02 M bu-
foru octanowego o pH 4,8. Nastepnie w réznych obje-
toéciach polgczono: roztwér kolagenu odpowiedniego ty-
pu z buforem octanowym, homogenat ciala szklistego
z tym buforem, homogenat ciala szklistego z roztworem
kolagenu odpowiedniego typu i inkubowano przez 3 h
w temperaturze 37°C. Nastepnie wykonano elektrofo-
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PROTEOLYTIC AND COLLAGENOLYTIC ACTIVITY
OF THE CATTLE VITREOUS

The vitreous contains collagen and soluble non-col-
lagen proteins. The degeneration of collagen takes place
in a different manner than in the other proteins. It
has been detected that the cattle vitreous does not show
any collagenolytic activity against the basic types of
collagen (I, II, IX, and XI). The vitreous digests hae-
moglobin only in the acidic section of pH (optimum
3.5—4.5). No proteolytic activity towards Hb in physio-
logical pH has been found.
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rezy na zelu poliakryloamidowym w obecnosei SDS
trzech wymienionych ukladéw.

Po zabarwieniu zelu uzyskano obraz przedstawiony
na ryc. 1—4.

Ryc. 1. a — ruchliwo$é elektroforetyczna kolagenu ty-
pu I, b — ruchliwo$é elektroforetyczna homogenatu
ciala §;klistego z kolagenem typu I po 3 godzinnej in-
kubacji. Widoczne s3 wszystkie frakcje jak na zelu c,
o= obraz elektroforetyczny bydlecego ciala szklistego.
Wl.doczne sq pasma $wiadczace o obecnosci bialek o roz-
nej masie czasteczkowej (typowych dla elektroforogra-
mu bydlecego ciala szklistego).
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Ryc. 2. a — ruchliwosé elektroforetyczna kolagenu ty-
pu II zanieczyszczonego kolagenem XI, b — ruchliwosé
elektroforetyczna bydiecego ciata szklistego i kolagenu
typu II (zanieczyszczonego typem XI) po 3 godzinnej
inkubacji. Nie wykazano zaniku pasm charakterystycz-
nych dla kolagenu typu II, ¢ — poréwnawczy elektro-
forogram bydlecego ciala szklistego.
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Ryc. 4. a — elektroforogram kolagenu typu IX, b —
elektroforogram kolagenu typu IX i bydlecego ciata
szklistego. Nie wykazano zaniku pasm charakterystycz-
nych dla kolagenu typu IX, ¢ — poréwnawczy elektro-
forogram bydlecego ciala szklistego.

Podjeto réwniez prébe oceny wlasciwosci kolagenoli-
tycznych bydlecego ciala szklistego w pH fizjologicz-
nym. Oznaczenie wykonano W Wwyzej wymienionych
ukladach stosujac bufor fosforanowy 0,01 M o pH 74.

Pomiar aktywnosci proteolitycznej wykonano w prze-
dziale pH 2,5—8,5. R6znice miedzy kolejnymi prébami
wynosily 0,5 jednostki. 4% roztwér hemoglobiny zdena-
turowanej 6 M mocznikiem rozcienczono buforem Brit-
tona-Robinsona o odpowiednim pH, w stosunku I1:1.
Oznaczenie aktywnoSci proteolitycznej wykonano W
ukladzie zawierajacym: 0,5 ml ciala szklistego i 0,5 ml
Hb (oba o odpowiednim pH). Prébe inkubowano w laZ-
ni wodnej w temperaturze 37°C przez 4 h. Reakcje
przerywano przez dodanie 25 ml 5% kwasu tréjchloro-
OC'tOWEgO (TCA). Préba kontrolna, nieinkubowana za-
wierata: 0,5 ml ciala szklistego, 0,5 ml Hb, 2,5 ml 5%
TCA. Nastepnie préby badane jak i kontrolne saczono.
W przesaczu oznaczano zawartogé kwasorozpuszczalne]
tyrozyny metods Folina-Ciocalteau®, Aktywnosé proteo-
ht):CZna.ciala szklistego wyrazono w umolach tyrozy-
ny/mg biatka.

WYNIKI I OMOWIENIE
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ciala szklistego wobec hemoglobiny. Uzyskano obraz
przedstawiony na ryc. 5.
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Ryc. 5. Aktywnosé proteolityczna bydlecego ciala szkli-
stego.

Stwierdzono, iz cialo szkliste trawi hemoglobine je-
dynie w kwasnym przedziale pH (optimum 3,5—4,5).
Nie stwierdzono aktywnosci proteolitycznej wobec Hb
w pH fizjologicznym. W pH nizszym i wyzszym od op-
tymalnego aktywno$é enzymu gwaltownie maleje.
Wskazywaloby to na obecno$é w ciele szklistym enzy-
méw z grupy katepsyn o optymalnej aktywnosci w pH
3,5—4,5. Jednak powyzsze fakty nie wyjasniaja mecha-
nizmu degradacji kolagenu w ciele szklistym. Byé moze
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ciato szkliste zawiera kolagenaze w -
— latentnej. W dalszych badaniach b
wYy. 1ia mechanis: degradacji
szklistym.
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