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Aktywnos$¢ katepsyny A w plynie podsiatkéwkowym
w pierwotnym odwarstwieniu siatkowki
Cathepsin A activity in the subretinal fluid in the primary retinal detachment
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Purpose: To evaluate cathepsin A activity in the subretinal fluid in the primary retinal detachment.

Materials and methods: The studies were performed on subretinal fluids taken from 38 patients operated for the primary
retinal detachment. Duration of the detachment was contained between 1 week and 6 months. Cathepsin A activity was de-
termined by the ninhydrin method with synthetic substrate (N-Cbz-Phe-Ala) at its optimum pH 5.0.

Results: Cathepsin A activity was demonstrated in all investigated fluids. The highest activity was found at about the 4th
week of the detachment and then it decreased. No differences of enzyme activity according to sex and refraction error were
found.

Conclusion: The increasing proteolytic activity in the subretinal fluid could be an important factor in gradual degrading of
the structure and function of the detached retina, because cathepsins are involved in digestion of outer segment proteins of
rods and cones and degradation of mucopolysaccharide interphotoreceptor matrix. Retinal degradation during detachment
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is probably induced by both insufficient nutrition and the effect of increasing lysosomal enzymes.
Stowa kluczowe: ptyn podsiatkéwkowy, pierwotne odwarstwienie siatkowki, katepsyna A
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Badania biochemiczne ptynu podsiatkéwkowego
W pierwotnym odwarstwieniu siatkéwki wskazujg na je-
go wysoka aktywnos¢ biologiczng (1). Wykazuje on
aktywnos¢ proteolityczna, charakterystyczng dla enzy-
mow dziatajgcych w kwasnym zakresie pH-katepsyn
(2, 8). Jedynym enzymem proteolitycznym stwierdzo-
nym dotychczas w plynie podsiatkéwkowym jest kate-
psyna D (8). Wykazuje ona bardzo wysoka aktywno$é
W nabtonku barwnikowym siatkéwki, gdzie jej rola po-
lega na rozkiadzie biatka zewnetrznych segmentow fo-
toreceptoréw i degradaciji rodopsyny do glikoproteidéw
(3, 4, 5, 10). Enzym ten jest obecny réwniez w innych
tkankach oka (7, 9, 12), a w ciele szklistym uwazany
jest za gtéwny enzym proteolityczny (6).
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Aktywnos¢ proteolityczna plynu podsiatkéwkowego
W pierwotnym odwarstwieniu siatkéwki wykazuje co
najmniej dwa szczyty aktywnosci w kwasnym zakresie
pH, co wskazuje na obecno$¢ w plynie innych proteaz
oprécz katepsyny D (2). Na podstawie naszych wczes-
niejszych badar nad aktywnoscig katepsyny A w tkan-
kach oka stwierdzilismy, ze enzym ten, podobnie jak
katepsyna D, jest obecny w ciele szklistym, siatkéwce
i naczyniéwce i jak wszystkie katepsyny dziata w kwas-
nym pH (11). 3

Piyn podsiatkéwkowy gromadzacy sie pomiedzy
warstwg fotoreceptoréw a nabtonkiem barwnikowym
W pierwotnym odwarstwieniu siatkéwki pochodzi przede
wszystkim z ciafa szklistego, a tylko w niewielkim stop-
niu z naczyn siatkowki i naczyniéwki — i te wiasnie tkanki
sg prawdopodobnie zrédtem enzymow proteolitycznych.

Biorgc pod uwage powyzsze dane, postanowilismy
sprawdzi¢, czy katepsyna A nalezy do enzyméw odpo-
wiedzialnych za wzrost aktywnosci proteolitycznej w ply-
nie podsiatkéwkowym w pierwotnym odwarstwieniu
siatkowki.
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Tabela I: Aktywno$¢é katepsyny A W plynie podsiatkow
g-aminowego W P
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Liczba prébek ptynu Aktywnosc katehpSény A
Czas trwania podsiatkowkowego W pM/ml/24 h£SD
odwarstwienia No. of subretinal _ Cathepsin A
Duration of fluid samples activity in uM/ml/24 h+SD
detachment = =
1 tydzien
i 6 7,690,977
2 tygodnie
el 7 13,780,856
3 tygodnie
weeks
. 5 28,4910,719
4 tygodnie
4 weeks —
1 8
4,5 tygodnia
4.5 weeks =
5 tygodni 1 \
5 weeks
3 19,220,258
6 tygodni
6 weeks
i 3 17,84£0,702
2 miesigce
2 months
3 miesigce 4 9,71£0,151
3 months
6 miesi 4 9,11+0,366
miesigey
6 months

Materiaty i metodyka

Do badan uzyto probki ptynéw podsiatkéwkowych
pochodzace od 38 chorych w wieku od 21 do 86 lat
operowanych w Kilinice Okulistyki AMB w latach 1994-
1996 z powodu samoistnego odwarstwienia siatkowki.
Wsréd nich bylo 13 mezczyzn i 25 kobiet. U 10 cho-
rych stwierdzono krotkowzrocznos$¢, u 1 — nadwzrocz-
nos¢, a u pozostatych normowzroczno$é. W 4 oczach
wystepowata bezsoczewkowos¢. Do badan zakwalifi-
kowano osoby, u ktérych poza zmianami krétkowzrocz-
nymi na dnie oka i niewielkimi zmetnieniami w soczew-
ce nie obserwowano innych odchyleni od stanu prawi-
dlowego w przednim i tylnym odcinku gatki oczne;j.

Czas trwania odwarstwienia okreslano jako okres
miedzy pojawieniem sie pierwszych dostrzegalnych
przez chorego, objawéw pogorszenia widzenia a po-
braniem plynu. Wynosit on od tygodnia do 6 miesiecy.

Osoby te operowano w znieczuleniu ogélnym meto-
da Schepensa z uzyciem gabki sylikonowej lub wszcze-
pu z sylikonu twardego. W trakcie operaciji aspirowano
ptyn podsiatkéwkowy do strzykawki. Z badan elimino-
wano piyn zanieczyszczony krwig lub innymi tkankami.

Ptyn podsiatkowkowy homogenizowano w homo-
genizatorze Pottera w temperaturze 4°C 3x15 s z do-
datkiem 0,2% Tritonu X-100. Do badan postuzyt ptyn
nadosadowy uzyskany po odwirowaniu homogenatu
w temperaturze 4°C przy 1500xg przez 30 minut. Ak-
tywnos¢é katepsyny A mierzono metodg ninhydrynowg
przy uzyciu syntetycznego substratu: N-karbobenzo-
ksy-L-fenyloalanylo-L-alaniny (N-Cbz-Phe-Ala) w opti-
mum pH 5,0. Mieszanine zozong z 0,25 ml substratu
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i 0,25 ml homogenatu tkanki inkubowano w tempera-
turze 37°C przez 24 h. Reakcje przerywano przez do-
danie 1,25 ml 10% TCA (kwasu tréjchlorooctowego).
Préby kontrolne wytracano kwasem w czasie zero. Po
odwirowaniu prébek do 0,5 ml uzyskanego nadosadu
dodawano 0,5 ml odczynnika ninhydrynowego i ogrze-
wano we wrzgcej tazni wodnej przez 20 minut. Po
oziebieniu i dodaniu 2 ml mieszaniny n-propanol + Wo-
da (1:1, v/v) mierzono absorpcje przy 570 nm. llos¢
uwolnionego azotu a-aminowego, bedacego miarg ak.-
tywnosci enzymu, odczytywano z wykresu kalibracyj-
nego sporzgdzonego przy uzyciu wzorcowych roztwo-
réw leucyny. W identyczny sposob sledzono degraqa-
cje wlasnych biatek badanego materiatu, zastepujac
substrat 0,1 M buforem octanowym. O stopniu aktyw-
nosci katepsyny A wnoszono na podstawie réznicy
przyrostu azotu o-aminowego w proébach inkubowa-
nych z substratem i bez.

Wyniki

We wszystkich badanych prébkach ptynow pod-
siatkdwkowych stwierdzono aktywnos$¢ katepsyny A.
Przeanalizowano zalezno$¢ aktywnosci enzymu od
czasu trwania odwarstwienia (tab. I). 1

Stwierdzono, ze aktywno$¢ katepsyny A wykazuje
najwyzszg wartos¢ okoto 4. tygodnia trwania odwar-
stwienia, a nastepnie ulega ona obnizeniu, ale moge
sie utrzymywaé nawet po kilku miesigcach trwania
odwarstwienia.

Nie wykazano zaleznosci aktywnosci katepsyny
A od wady refrakgji i pici.

Aktywnos¢ katepsyny A w plynie podsiatkéwkowym w pierwotnym odwarstwieniu siatk6wki

Omowienie

Uzyskane wyniki aktywnosci katepsyny A w plynie
podsiatkéwkowym w pierwotnym odwarstwieniu siat-
kowki wyraznie wskazujg na istnienie zaleznoSci po-
migdzy czasem trwania odwarstwienia a aktywnoscig
enzymu. W podobny sposob ksztaltuje sie aktywnosé
proteolityczna plynu podsiatkéwkowego, w tym katepsy-
ny D, mierzona innymi metodami (2, 8). Wyniki na-
szych badan sugeruja, ze katepsyna A moze nalezeé
do enzyméw odpowiedzialnych za wzrost aktywnosci
proteolitycznej w plynie, ktory wykazuje wiecej niz je-
den szczyt aktywnosci w pH charakterystycznym dla
dziatania katepsyn.

U chorych z odwarstwieniem siatkéwki czesto stwier-
dza sie uplynnienie ciata szklistego, ktére jest prawdo-
podobnie wywotane dziataniem katepsyn trawigcych ko-
lagen. Enzymy te moga tez przechodzi¢ z uplynnionego
ciata szKlistego do przestrzeni podsiatkéwkowej przez
otwory w siatkéwce. Stopniowy wzrost aktywnosci pro-
teolitycznej w plynie podsiatkéwkowym w przebiegu
pierwotnego odwarstwienia siatkéwki jest prawdopo-
dobnie zwigzany z uwalnianiem katepsyn réwniez
z uszkodzonego nabtonka barwnikowego siatkowki,
ktory, jak wykazano we wczesniejszych badaniach, jest
bogatym zrédtem enzymow lizosomalnych, w tym kate-
psyn (4, 5, 10, 11).

Wzrost aktywnosci enzymow proteolitycznych w ply-
nie podsiatkéwkowym moze byé waznym czynnikiem
prowadzacym do stopniowej degradaciji struktury i funk-
cji odwarstwionej siatkowki, katepsyny sa bowiem od-
powiedzialne za trawienie bialek zewnetrznych seg-
mentow czopkow i precikéw oraz rozpad mukopolisa-
charydowej przestrzeni migdzyfotoreceptorowe;. Odgry-
wa ona bardzo istotng role w odzywianiu i prawidiowej
adhezji siatkowki. Zwyrodnienie siatkowki w trakcie
trwania odwarstwienia jest prawdopodobnie zwigzane
zar6wno z niedostatecznym jej odzywianiem, jak i roz-
padem biatek zewnetrznych segmentow fotorecepto-
réw, ktore z powodu niedostarczenia substancji odzyw-
czych nie mogg by¢ odnawiane. Dlugotrwate odwar-
stwienie prowadzi do nieodwracalnych zmian w struktu-
rze czopkow i precikow i jest przyczyna braku zadowa-
lajgeych efektéw czynnosciowych mimo anatomicznego
przytozenia siatkéwki w trakcie zabiegu operacyjnego.
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