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Prace doswiadczalne

Aktywnos$¢ katepsyny A w cieczy wodnistej
u chorych z zaéma, jaskra dokonana
i guzami wewnatrzgatkowymi

Cathepsin A activity in the aqueous humor in patients with cataract,
absolute glaucoma and intraocular tumors

lwona Obuchowska', Edward Bankowski2, Andrzej Stankiewicz'

Purpose: To evaluate cathepsin A activity in the aqueous humor of patients with cataract, absolute glaucoma and intraocular tumors.

Material and methods: The studies were performed on human aqueous humor taken from anterior chamber of eye balls of
patients operated because of cataract, absolute glaucoma and intraocular tumors. Cathepsin A activity was determined by the
ninhydrin method with synthetic substrate (N-Cbz-Phe-Ala) at its optimum pH 5.0.

Results: In the human agqueous humor of the eye with cataract cathepsin A activity was more than three times higher than in the
eye with choroid tumors and absolute glaucoma. No differences of enzyme activity in aqueous humor between patients with
glaucoma and intraocular tumors were found.

Conclusion: The increasing proteolytic activity of cathepsin A in aqueous humor of patients with cataract suggests its importance
In cataract pathogenesis. This implies that cathepsin A is involved in development of lens opacity and is found in the aqueous
humor due to diffusion from cataractous lens in which the proteolytic process prevails.

Stowa kluczowe: katepsyna A, ludzka ciecz wodnista, zacma, jaskra dokonana, guzy wewnatrzgatkowe

Key words: cathepsin A, human aqueous humor, cataract, absolute glaucoma, intraocular tumors

Katepsyna A, znana rowniez jako lizosomalna kar-
boksypeptydaza A, nalezy do grupy enzymow proteoli-
tycznych r¢ h specyficzne wigzania kar-
W peptydowym (7). Wspotdziatajac
Z innymi proteazami, uczestniczy w wielostopniowej de-
gradaci biatek i duzych fancuchéw polipeptydowych do
mniejszych peptydow i reszt aminokwasowych (14)
Dzigki roznym miejscom dziatania na tancuch peptydo-
wy enzymy te stanowiag dobrze uzupelniajgcy sie ca-

los¢, ktora zapewnia sprawny rozkiad biatek zarowno
w stanach fizjologii, jak i patologii. Podobne procssy
zachodzg w wielu tkankach i narzgdach organizmu.
w tym takze i w oku

Nasze wczesniejsze badania aktywnosci katepsyny
A w prawidiowych bydlecych gatkach ocznych wyk
ty obecnos¢ enzymu we wszystkich badany
kach, z wyjatkiem cieczy wodnistej (6). Por
psyna A jest enzymem wewnatrzkomorkowym, §

scze
boksylowe w tanc

w bezkomorkowej cieczy wodnistej
cie uzasadniony. Sktad plynu komoro
jednak wraz z rozwojem procesow
cych sie w otaczajacych tkanka
enzymow proteolitycznych (2-4
Biorac pod uwage po
sprawdzi¢, jak zachowu
w plynie komorowym u ¢
nang oraz guzami wewna
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Tabela I: Aktywr 10$¢ katepsyny A w lud.

Materiat i metodyka

eczy wodnistej pochodza-
h operowanych z powodu
ej oraz usunietych z po-
oW wewna_trzgalkowych

Do badari uzyto probek c
cych z ludzkich gatek 0cznyc
zaémy starczej i przed§t?lfcjz

j dokonanej i g
o isyk AM w Balymsioku w fatach 1994-
-1997. Materiat uzyskany w trakcie operacji zacry,
wilosci od 0,1 do 0,2 ml faczono w wigksze grupy (po
4-5), w celu otrzymania odpoyvxedng ilosci cieczy WE-
dnistej do badari. Badania objely ogolem 120 chorych,
nieobarczonych innymi chorobami oka, cukrzycg czy
innymi schorzeniami ogolnymi. !

Ciecz wodnista uzyskana bezposrednio po enuklea-
cji (w iloci 0,4-0,5 ml) przebadano {a‘cznifalw 30 oczach:
16 usunietych z powodu jaskry dokonanej i 14 z powodu
quzow wewnatrzgalkowych. Pacjenci ci nie byli obarcze-
ni zadnymi dodatkowymi chorobami oka ani schorze-
niami ogélnymi, z wyjatkiem jednego chorego, u ktdre-
go stwierdzono pierwotny guz nowotworowy pluca oraz
guz przerzutowy do naczyniowki. Wszystkie przedopera-
cyjne rozpoznania kliniczne zostaly potwierdzone bada-
niami histopatologicznymi. Z badar wyeliminowano ply-
ny komorowe zanieczyszczone krwig i innymi tkankami.

Ciecz wodnista homogenizowano w homogenizato-
rze Pottera w temperaturze 4°C 3x15 s z dodatkiem
0,2% Tritonu X-100. Do badan postuzyt plyn nadosado-
Wy uzyskany po odwirowaniu homogenatu w tempera-
turze 4°C przy 1500xg przez 30 minut. Aktywnos¢ kate-
psyny A mierzono metoda ninhydrynowa przy uzyciu
syntetycznego substratu: N-karbobenzoksy-L-fenyloala-
nylo-L-alaniny (N-Cbz-Phe-Ala) w optimum pH 5,0. Mie-
szaning zlozong z 0,25 ml substratu i 0,25 mi homogena-
tu tkanki inkubowano w temperaturze 37°C przez 24 go-
dziny. Reakcje przerywano przez dodanie 1,25 ml 10%
TCA (kwasu trojchlorooctowego). Préby kontrolne wytra-
cano kwasem w czasie zero. Po odwirowaniu probek do
0!5 ml uzyskanego nadosadu dodawano 0,5 ml odczyn-
nika ninhydrynowego i ogrzewano we wrzacej fazni
wgdnej przez 20 minut. Po oziebieniu i dodaniu 2 mi
mieszaniny n-propanol + woda (1:1, v.v.) mierzono ab-
sorpcje przy 570 nm. llosé uwolnionego azotu g-aming-
Wego, bedacego miarg aktywnosci enzymu, odczytywa-
No z wykresu kalibracyjnego sporzadzonego przy uzyciu
;VIZZLC;%WyCh roztwqréw leucyny. W identyczny sposéb
) 0 degradacje biatek wiasnych badanego mate-
riatu, zastepq;qc substrat — 0,1 M buforem octanowym
O aktywnosci katepsyny A wnoszono nz podstawie réz-
NiCy przyrostu azotu a-aminowego w prébach inkubo-
wanych z substratem i bez.

Wyniki

Aktywnosé katepsyny A stwi
B Bl 0y lerd;ono we wszystkich

162

mierzona przyrostem azotu a-aminowegg PHsg ™
przy uzyciu N-Cbz-Phe-Ala jako Substraty 2l
Table I: Cathepsin A activity in the human aqueoy,

. S hy
measured by the increase of a-amino nir, Mmor

Ogen
with N-Cbz-Phe-Ala as a substrate Senatpig,
Ciecz wodnista }.iczba probek Kalepsyna A
Agqueous humor cieczy wodnistej (umol/mi/2q hy s
No. of aqueous Cathepsin .‘; SD
humor samples (Hmol/mis24 h)+sp
Zacma 120 °-53320,093
Cataract
Jaskra dokonana 186 020120073
Absolute glaucoma
Czerniak naczyniowki 13 0,189:0,0705
Choroidal melanoma
Guz przerzutowy 1 0132
do naczyniowki
Metastatic tumor
of choroid

SD - odchylenie standardowe / standard deviation

Wartosci aktywnosci katepsyny A w ptynie komoro-
wym U pacjentdw z jaskra dokonana i czerniakiem na-
Czyniowki nie wykazujg znamiennych roéznic statystycz-
nych. W tabeli | przedstawiono aktywnosé katepsyny
A w piynie komorowym w poszczegdlnych jednostkach
chorobowych.

Oméwienie

Mimo ze w prawidiowej bydlecej cieczy wodn
nie stwierdza sie aktywnosci katepsyny A (6), to
wszystkich badanych przez nas tkankach aktywnos$
jest oznaczalna. Choé na podstawie przeprowadz
badan trudno jest wypowiadaé sie o aktywnosci ka
syny A w cieczy wodnistej w przebiegu jaskry
naczyniowki, to wyraznie widaé, ze w zacmie p
€nzymu jest podwyzszony. Ciecz wodnista, ze
na brak w niej lizosoméw, nie jest prav
Zrédiem katepsyny A, a e zym ten jest uv
komory przedniej z ota cych tkanek
Z zacma najbardziej pra obnym Zroc
nosci enzymu jes
zacmy wzrost przepuszezalnosc i

Od dawna n
bierze udziaf w
€gzopeptydaz, tak
i alaninowa dipepty
DPP 11 i DPP 111 (5
specyficzne N-kon
cuchu polipepty
rosnie wraz z wi ki
Ce jest ona 3 razy w
(8. 11-13). U pacjentow z za
Zﬂ;czny wzrost al;,t/wr:’)s“,r pr
mow w plynie mmmw/;m Przypu

wajg one podstawowg role w me
Sig &

WKI | rozwoju zaémy. Na
soczewke roznych czynnikéw cherr
(np promieniowanie, wsltrzgs mechaniczny

Ne produkty metabolizmu tkanek oka) doch
uszkodzenia | pekania blon lizosomaln

nainycn

Aktywnos¢ katepsyny A w cieczy wodnistej u chorych z zaéma, jaskra |

wewnatrzkomorkowego trawienia organicznych skiado-
wych soczewki przez zawarte w lizosomach enzymy.
Nasilona proteoliza prowadzi do spadku catkowitej ilosci
biatka, powstawania wodniczek i zmetnien, tworzenia
sie agregatoéw z uszkodzonych i zakumulowanych bia-
tek soczewki (1). W miare postepowania zmian, w pew-
nych typach zacmy starczej dochodzi do pecznienia
soczewki. Mechanizm ten ttumaczy si¢ wzrostem wew-
natrztorebkowego cisnienia osmotycznego po proteoli-
zie. Obserwowane w trakcie rozwoju zaémy starczej
zmiany, polegajace na uplynnieniu zawartosci soczew-
ki i rozpuszczeniu kory (zaémy przejrzale), $wiadcza
o aktywnej roli enzyméw proteolitycznych, odpowie-
dzialnych za te procesy.

Nalezy przypuszczaé, ze katepsyna A moze, wspol-
nie z opisanymi juz egzopeptydazami, uczestniczy¢
w procesach toczacych sie w zmetnialej soczewce,
czego efektem jest wzrost jej aktywnosci w cieczy wod-
nistej. Jako karboksypeptydaza hydrolizuje specyficz-
ne dla siebie wiazania w koricu karboksylowym fancu-
cha polipeptydowego, przez co uzupeinia dziatanie in-
nych enzyméw, o innym punkcie uchwytu w fancuchu
polipeptydowym. Katepsyna A jest dotychczas jedy-
nym enzymem o aktywnosci karboksypeptydazowej
opisanym w tkankach oka, jedynym ktéremu mozemy
przypisac role hydrolizy wigzan karboksylowych obec-
nych we wszystkich rodzajach bialek.
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