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Annotatsiya. Gialuron kislotasi (GK) umurtgali hayvonlarning, shuningdek,
odamlarning turli to'gimalari va suyugliklarida mavjud bo'lgan eng keng targalgan
polimerdir. Ma'lumki, gialuron kislotasi glikozaminoglikanlar sinfiga kiradi. So'nggi
paytlarda umurtgali hayvonlarning to‘gimalaridan yoki polisaxaridlardan himoya
qobig’ini yaratadigan bakteriyalardan ham ekstraktsiya qilishga ko'prog e'tibor
garatilmogda. Ammo hozirgacha asosan xo'roz tojlaridan GK ajratib olinadi. Shuning
uchun bu tadgigot ishining asosiy magsadi qoramol, tuxum gobig'i va to'gimalaridan
GK ajratib olish va olingan moddalarning 1Q spektrini tahlil gilish.

Kalit so'zlar va iboralar: gialuron kislotasi, ekstraktsiya, 1Q spektr, xo roz toji,
buqga terisi, polisaxaridlar, glikozaminglikan.

Annomayusn. 'uanyponosas kucroma (I'K) — naubonee pacnpocmpanenmsiii
noaumep, NPUCYMCmeyIiowull 8 pAa3IUYHbIX MKAHAX U IHCUOKOCMAX NO360HKOG
JHCUBOMHDBIX, A MaAKICe HeloseKa. M36ecmHo, Ymo 2uaiypoHo8as KUCI0ma OMmHOCUMCSL
K KAACCY 2MUKO3AMUHOIUKAHO8. 3 ciu3su 8bloesienbl MyKONOIUCAXAPUObL, KOMOPLIM
OHU NPUOAIOM B53KO-CMA30UHbBLE CEOUCMBA. DMU CBOUCMEBA, 8 C8OIO 0Uepedb, CE53AHbL
CO CNOCOOHOCMbIO 2NUKO3AMUHOIUKAHOS8 C853bl8aMb 3HAYUMENbHOe KOJUYECmBO
800bl. B nocnednee 8pems nosvlutenHoe enumanue yoensiemcs uzeneveruro I'K u3z
MKaHel NO360HOYHBIX HCUBOMHBIX UIU U3 OAKMEPUL, CO30A0WUX 3AUWUMHYIO KANCYTLY
u3 noaucaxapuoos. Ho oo cux nop I'K oobvieanu npeumyujecmeenno u3 nemyuluHvlx
epeoneti. Taxum obpazom, OCHOBHOU Yenbl0 OAHHOU UCCIe008AMENbCKOU PAOOmbl
aensemcs uzeneverue 'K uz auuHou ckopaynvi u mraHel KpynHo20 po2amozo cKoma;
nposecmu 0030p NOJYYEHHBIX ewecma ¢ nomoupvio UK-ananuza.

Knroueevle cnosa u sviparrcenusn: cuanyponosas xucioma, sxempaxyus, K-
cnekmp, nemywuHHbll epedeib, Oblubs MKAHb, NOIUCAXAPUObL, STUKOZAMUHSTIUKAH.

Annotation. Hyaluronic acid (HA) is the most abundant polymer present in
various tissues and fluids of the spinal cord of animals as well as humans. Hyaluronic
acid belongs to the class of glycosaminoglycans. Mucopolysaccrides are isolated from
the mucus, which gives it a viscous-lubricating property. These properties, in turn, are
associated with the ability of glycosaminoglycans to bind a significant amount of
water. Recently, more attention HA has been paid to the extraction of HA from
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vertebrate tissues or from bacteria that create a protective capsule of polysacchrides.
But until now, HA mainly been extracted from rooster combs. Therefore, the main
objective of this research work is to extract HA from eggshells and tissues of cattle;
examine the resulting substances using IR analysis.

Key words and expressions: hyaluronic acid, extraction, IR spectrum, rooster
comb, bovine tissue, polysaccgialuron kislotarides, glycosaminglycan.

Gialuron Kkislotasi  (-GIcNAc-GICUA-) n turidagi tabbiy polisaxarid
glikozaminoglikan bo'lib, bu erda GIcNAc N-Asetil-D-glyukozamin va GIcUA D-
glyukuron kislotasidir. Ushbu polimer turli xil biriktiruvchi to'gimalarning tarkibiy
gismi bo'lib, doimo ogsil bilan bog'lig bo'ladi. Gialuron kislotasi (gialuronan,
gialuronat), boshga glikozaminoglikanlar (GAG) singari, D-glyukuronid-B(1,3)-N-
asetil-D-glyukozamindan iborat, B (1,4)-glikozid bog’lar bilan bog’langan
takrorlanadigan disaxarid bo’lagidan qurilgan tarmoglanmagan chiziqli polimerdir.
Karboksil, gidroksil va asetamid guruhlari ushbu polianion geteropolisaxarid
molekulasiga gidrofil xususiyatlarini beradi. Boshqa GAG lardan farqli o’laroq,
gialuronan  proteoglikan ~ makromolekulalarining  qurilishida ishlatilmaydi,
biosintezdan so’ng kimyoviy modifikatsiyaga uchramaydi, yuqori molekulyar
og’irlikka ega va biriktiruvchi to’qimalarning hujayradan tashgari matritsasida erkin
holatda bo’ladi [1].

Gialuronan (GU) ning molekulyar og’irligi 105 dan 107 daltongacha, bu 10 000
va undan ortiq takrorlanadigan disaxarid birliklariga to’g’ri keladi. Boshqa GAG
larning molekulyar og’irligi pastroq va ular, odatda, sulfat guruhlarining joylashuvi va
ularning molekulalarini yig’uvchi fermentlar (glikoziltransferazalar,
sulfotransferazalar) funksiyasini muvofiglashtirish bilan bog’liq ko’plab izomerlar
bilan ifodalanadi [2]. Eritmada molekulyar og’irligi 2 500 000 Da bo’lgan GU
makromolekulasining o’rtacha bo’ylama kattaligi 10 mkm dan oshadi, bu taxminan
inson eritrotsitining diametriga teng va bakterial hujayraning o’rtacha kattaligidan
sezilarli darajada katta. GU makromolekulasining uzunligi va egiluvchanligi asosan
o’zgaruvchan va S.M.Bichkova va boshqalar (1982) ma’lumotlariga ko’ra, kation
tabiati uning makromolekulasi konformatsiyasiga dominant ta’sir ko’rsatadi va bu

borada Ca?* va Mg?* aynigsa faoldir. Qattiq holatdagi GU zanjiri (natriyli tuzi) chap
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tomon yo’nalishga buralgan, 4 ta disaxarid birligidan tashkil topgan spiralni tashkil
etadi. Yadro magnit-rezonans usuli bilan GU ning donor va akseptor guruhlarining
sterik joylashuviga ega ekanligi ko’rsatildi, bu esa asetamid va karboksilat guruhlari
o’rtasida barqaror vodorod aloqalarini hosil qilish uchun zarurdir [3]. GU 1934 yilda
Karl Meyer tomonidan sigir ko’zining shishasimon tanasidan (GUalos - shishasimon)
topilgan va ajratilgan, keyinchalik GU turli to’qimalardan va umurtqali hayvonlarning
ko’pgina biologik suyugqliklaridan ajratilgan. Kindik ichakchasidagi GU miqdori 4100
mkg/g, sinovial suyuglikda - 1400-3600 mkg/ml, shishasimon tanada - 140-340
mkg/ml, dermada - 200-500 mkg/g, epidermisda - 100 mg/g va undan yugori, gon
zardobida 0,01-0,1 mg/ml [4]. GU hasharotlar, o’simliklar va qo’ziqorinlarda yo’q,
ammo bakteriyalar tomonidan faol ravishda sintezlanadi.

Gialuron kislota organizmdagi hujayralar differentsiatsiyasi, to'gimalarning
hidratsiyasi va yog'lanishi va ozuga moddalarining targalishi kabi bir gator muhim
rollarda rol o'ynash uchun javobgardir. gazlamalarning elastikligi esa uning
strukturaviy xususiyatlari va xossalari bilan belgilanadi. Bunday xossalar polielektrolit
tabiati, suvni yugori ushlab turish gobiliyati, suvda eruvcgialuron kislotanligi, yuqori
yopishgogligi va gellanish qobiliyatidir [5]. Og'irligi 70 kg bo'lgan odam tanasida 15 g
GA mavjud. Uni ishgalanish sodir bo'lgan joylarda gialuron kislotam topish mumkin:
bo'g'inlar, tendonlar, gobiglar, plevra va perikard. Yuqorida aytib o'tilganidek, gialuron
kislota ko'p suvni saglaydi. Shu tufayli terining yosh va sog'lom ko'rinishiga yordam
beradi. Teri gialuron kislotasini yo'qotganda, u namlikni saglab qolish qobiliyatini
yo'gotadi. Gialuron Kislotasining viskoelastik tabiati, shuningdek, uning biologik
mosligi va immunogen emasligi uni artritda bo'g'imlarga suyuqglik qo'shish,
to'gqimalarni tiklash va jarohatni davolashni tezlashtirish kabi bir qator tibbiy
magsadlarda qo'llashga imkon berdi [6]. gialuron kislotani sopolimerlar bilan o'zaro
bog'lash gidrogel yoki nanogel tarmoglarini hosil gilish gobiliyatini ta'minlaydi [7].
Gialuron kislota kontsentratsiyasi va molekulyar og'irligiga garab, bu biopolimer
hujayralar, to'qimalar va organlarning fiziologik funksiyalarini, suvni bog'lash, ion
almashinuvi, molekula hajmiga bog'liq diffuziya va yirik molekulalar va hujayralarga

o'tkazmaslik funksiyalarini belgilaydi. Natijada, u yugori molekulyar og'irlikdagi
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toksinlar va mikrobiologik invaziyalardan himoya qiladi. Gialuron Kkislotasi
yallig'lanish darajasini tartibga solib, shikastlangan sohalarda ko'progq gon ivishini
tezlatish uchun tanaga signal berib, yaralarni tezroq davolashga yordam beradi. Chunki
jarohatlangan joylarda GA ning konsentratsiyasi ortadi [8]. Bundan tashgari, gialuron
kislotaning tibbiyotda qo'llanilishi va funksiyasi ham ko'p. Masalan, u ko'z
jarrohligida, shox pardani ko'chirib o'tkazishda, osteoartritda, suyak kuchini saglashda,
suyaklarni yaxshi moylashda bo'g'imlarning og'rig'ini yengillashtirishda go'llaniladi.

So'nggi bir necha o'n yilliklarda gialuronanning urug'lantirishdagi roli (ko'plab
in vitro urug'lantirish dasturlarini ishlab chigish bilan to'g'ridan-to'g'ri bog'liglik),
hujayralar bo'linishi va migratsiyasi, angiogenez, yaralarni davolash va to'gimalarning
yangilanishi bo'yicgialuron kislota nashrlar soni ortib borayotganiga guvoh bo'ldi.
Bugungi kunda GK organizm rivojlanishining yoki ontogenezining barcha
bosqichlarida hujayra bo‘linishi, migratsiya, differentsiatsiya va to‘qima va
organlarning yangilanishini tartibga solishda faol ishtirok etishi ma’lum [10].

Gialuronan ko'plab biologik jarayonlarda ishtirok etadi va umurtgali
hayvonlarning deyarli barcha tana to'gimalarida mavjud bo'lib, u hujayra faoliyatini
tartibga solishda rol o'ynaydi. Gialuronan yadroda, sitoplazmada va hujayralararo
suyugliklarida uchrab, u yerda hujayra yuzasidagi retseptorlar va ogsillari bilan o'zaro
ta'sirlashadi [11]. Gialuron kislotasi va uning tuzlari xo'roz toji (1), buga ko’zining
shoh pardasi kabi manbalardan olingan. Bundan tashqgari, A va C guruhlari
streptokokklarida mavjudligi ma'lum, ular gialuron kislotaning ko'pligi tufayli gialuron
kislota biosintezi uchun juda mos keladi.

Tajriba qismi. Qoramol to'gimalaridan GK ajratib olish. Qoramol
to'gimalaridan GK ni ajratib olish quyidagi bosqgichlarni o'z ichiga oladi.
Hayvonlarning maydalangan to'gimalari 95% etanol bilan ishlanib, 24 soat davomida
xloroform bilan denaturatsiya gilinadi. Jarayon eritma rangsiz va shaffof bo'lib
golguncha bir necha marta takrorlanadi. Keyin 20:1 nisbatda suv va xloroform
aralashmasi bilan ekstraksiya qilindi. Aralashma aralashtiriladi va 25 © C haroratda 24
soat davomida aralashtirmasdan qoldiriladi, aralash filtrlanadi va ekstraktsiya ikKki

marta takrorlanadi. Birlashtirilgan ekstraktlarga 1: 1 nisbatda natriy xlorid va
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xloroformning suvli eritmasi qo'shildi va aralashma 25 ° C da 3-5 soat davomida
aralashtiriladi. Keyin aralashma to'lig fraksiyalar ajralguncha saglanadi. Suvli fraksiya
pH 4-5 ga gadar xlorid kislotasi bilan ishlov berildi va yana bir xil hajmdagi xloroform
go'shildi. Xloroform qatlami shaffof bo'lguncha jarayon takrorlanadi. Gialuronan
eritmasining pH giymati HCI qo'shilishi bilan 4,0-5,0 ga keltiriladi. Va nihoyat,
eritmaga 3:1 nisbatda etanol go'shildi va kolba tubida oq GK cho'kmasi hosil bo'ldi.

Natriy sitrat yordamida qoramol to'gimalaridan gialuron Kislota
ekstraktsiyasi. Birinchidan, goramol to'gimalari sovuqg suv bilan yuviladi. Keyin u
quritiladi va 10 g gqoramol terisi olinib elektr maydalagichda, so'ngra teridan yog'ni olib
tashlash uchun unga 30 ml aseton quyib muzlatgichda joylashtiriladi. Bu ikki marta
takrorlandi. Oxirgi ekstraksiya va drenajdan so'ng, golgan aseton havo ogimida
bug'langan. Yog'sizlangan va quritilgan goramol to'gimalari 1:6 nisbatda 5% natriy
sitrat bilan ikki marta 24 soat davomida ekstraksiya qgilinadi. Ekstraktsiyadan so'ng,
goramol terisi filtrlanib olib tashlandi. Keyin ekstraktlar birlashtiriladi va polisaxarid
ikki hajmli metanol va 1 ml 10% HCI bilan cho'ktiriladi. Keyin cho'kma ajratib olinadi.

Tuxum gobig'idan GK ni fiziologik eritma yordamida ajratib olish. Dastlab,
tuxum qobig'i og pardasidan ajratilib, IKA-WERKE M20 elektr maydalagichida
yaxshilab maydalanadi. Maydalangan tuxum gobig'iga mos ravishda 3: 1 nisbatda
0,9% tuz eritmasi qo'shildi va 40-45 © C haroratda qaynatiladi, shundan so'ng ekstrakt
ajratildi. Ekstraksiya jarayoni ikki marta takrorlanadi va tuxum gobig'i filtr yordamida
olib tashlanadi. Keyin ekstraktlar birlashtirildi va suvli ekstraktlarga 4 hajm etanol
go'shildi. Cho'kma sentrafuga gilinadi. Oxirgi mahsulot vakumli quritgichda quritiladi.

Natriy sitrat yordamida tuxum qobig'idanGK ekstraktsiyasi. 1:10 nisbatda
5% natriy sitrat bilan maydalangan tuxum qobig'i aralashtirilib, ikki marta ekstraksiya
gilinadi. Tuxum qobig’i filtr yordamida ajratib olinadi va eritmalar birlashtiriladi.
Eritmalarga 2 hajm metanol va 1 ml 10% HCI qo’shiladi. Keyin aralashma 10 daqiqa
davomida cho'kma hosil bo'lguncha aralashtiriladi. Oxirgi mahsulot vakumli
quritgichda quritiladi.

Olingan natijalar va ularning muhokamasi. Biz BRUKER Fourier

Spektrometridan (4000-450 sm-1) foydalanib, turli manbalardan olingan GK ning
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funksional guruhlari va bog'lanishlarini tavsiflash uchun umumiy aks ettiruvchi FTIR
tahlili o'tkazildi va standart gialuron kislotasining infragizil spektrlari (FT-IR) bilan

solishtirildi. Qoramol to‘qimalari va tuxum qobig‘idan ajratib olingan GK ning 1Q
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1-rasm: Fiziologik (a) va sitrat (b) eritmasidan foydalangan holda goramol
terisidan ekstraksiya gilingan GK ning 1Q spektrlari.

Qoramol to'gimalarining 1Q spektrlaridan quyidagi natijalar (1-jadval) olingan.

Jadval-1. Qoramol terisidan ekstraksiya gilingan GK ning 1Q spektrlari natijalari va

uni standart gialuron kislota bilan tagqoslash.
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Standart Sitrat eritmasi Tuzli eritma
i luron yordamida yordamida
No kislgotanin g | ekstraktsiya _ekstraktsiya Funksional
§ - ektrlagri gilingan GKning | ailingan GKning | guruhlar
P 1Q spektrlari 1Q spektrlari
1 3349 cmt 3289.7 cm' 3272.8 cm™ -OH
2 2925 cmt 2923.4 cm 2933.7 cm™ -C-H
3 1638 cm™ 1543.5 cm™ 1539 cm™? amid 11
4 1409 cm™? 1413.2 cmt 1403.2 cmt -N-H
5 1023 cm™? 1046.5 cm 1078.8 cmt -C-0-C

%T
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b)
2-rasm. Tuxum gobig'idan ajratib olingan GK ning 1Q spektrlari tuz (a) va

sitrat (b) eritmasi yordamida.
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Jadval-2. Tuxum gobig'idan ajratib olingan GK ning 1Q spektr natijalari va uni standart

GK bilan taggoslash

_ ) ] Tuzli eritma
Sitrat eritmasi )
Standart _ yordamida
) yordamida _
gialuron _ ekstraktsiya _
Ne _ _ ekstraktsiya - Funksional
kislotaning 1Q N _ gilingan GK
) gilingan GKning _ guruhlar
spektrlari _ ning 1Q
1Q spektrlari ]
spektrlari
1 3349 cmt 3284.4 cm' 3289.7 cm™ -OH
2 2925 cm't 2931.6 cm™ 2923.4 cm' -C-H
3 1638 cm™? 1587.7 cmt 1657.4 cm Amid Il
4 1409 cm™? 1426.8 cm 1413.2 cmt -N-H
5 1023 cm™? 1044.7 cm™ 1046.9 cm™ C-0-C

FT-IR tahlillari orgali standart gialuron Kkislotasi bilan solishtirganda, FT-IR ning
barcha spektrlarida topilgan chiziglar mavjudligi orgali hayvonlar to'gimalaridan
ajratib olingan gialuron kislotasining tuzilishini tasdiglash mumkin.
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