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Tloéciowa ocena przepuszczalnosci bariery
naczyniowo-komorowej metoda densytometryczng
polaczona z wysokosprawng chromatografia cienkowarstwowg

Quantitative assessment of blood-aqueous humor barrier Qermeability by means
of the densitometric method combined with highly potent thin layer chromatography

Summary. The paper presents an original method of examining blood-aqueous
humor permeability. The examinations were performed on grey rabbits that had
been intravenously injected 10% fluorescein solution. Subsequently, at definite time
intervals from the moment of the administration, fluid of the anterior chamber was
taken in which the amount of aqueous fluorescein permeating to aqueous humor
was measured. The measurements were performed using the method of high potency
thin layer chromatography (HPTLC) in DS type chambers. Examination results
were presented as densitograms, and the area of individual points was counted using
a computer programme. This method yielded a diagram quantitatively presenting
fluorescin permeation from the blood to the aqueous humor.
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Fluoresceina juz od wielu lat jest stosowana w oku-
listyce do badania przepuszczalnosci bariery naczynio-
wo-komorowej. Po raz pierwszy Erlich w 1881 roku
zwrocit uwage na zjawisko przechodzenia fluoresceiny
podanej krolikowi podskornie, do cieczy wodnistej.
Dopiero jednak od 1944 roku podjeto proby wykorzys-
tania tego zjawiska w praktyce klinicznej. Obecnosé
fluoresceiny w tkankach oka badano przy pomocy
fluorometrow fotoelektrycznych, w Swietle ultrafioleto-
wym, porownywano ilos¢ fluoresceiny w plynie komory
przedniej z barwa fluoresceiny w rurkach szklanych
przy pomocy fluorometru Calmana 2.

Opracowanie przez Amslera i Huber techniki
pomiaru przenikania fluoresceiny do komory przed-
niej stworzylo nowe praktyczne mozliwosci badania
przepuszczalno$ci bariery naczyniowo-komorowej
oka w warunkach fizjologicznych jak i w patologii
narzz!du wzroku. Badanie polega na obserwacji fluo-
resceiny w komorze przedniej po dozylnym jej poda-
niu i oznaczeniu jej ilosci wedlug tzw. optycznej
metody progowe;j °.

Dalszym rozwinigciem metod pomiaru bylo
wprowadzenie fluorofotometrii 7. Metoda ta obecnie
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stosowana, jest unowocze$niana w dalszym ciagu.
Umozliwia ona znaczna obiektywizacje wynikow,
ktore zazwyczaj zgadzaja si¢ ze stanem Klinicz-
nym >*°. Fluorofotometria wymaga jednak przezier-
nych oé$rodkéw optycznych i w warunkach badan
do$wiadczalnych jest trudna do zastosowania. Dlate-
go tez postanowiliémy opracowa¢ nowa metode przy-
datna w badaniach doéwiadczalnych. W zalozeniach
naszych powinna spelnia¢ nastgpujace warunki: po-
winna by¢ precyzyjna, powtarzalna i umozliwiic
przeprowadzenie badania w roznych stanach patolo
gicznych, w tym przy nieprzeziernych osrodkach
optycznych.

Material i metodyka

Badania przeprowadzono na 10 krolikach szarych
obu plci 0 wadze 3 kg. Wszystkim krolikom podawa
no do zyly usznej jednorazowo 3 ml 10% rozt
soli sodowej fluoresceiny. Nastepnie po uplywie I. 2
10, 15, 30, 60, 90, 120, 180 i 240 minut od podani:
fluoresceiny pobierano u kolejnych krolikow z obu
galek ocznych ciecz wodnisty /11‘['\(!“10&.‘;1 strzykawk
naktuwajgc komore¢ przednig w rabku rogow ki [yn
sposobem  wykonano trzy serie h;ul;n'{ uzyskujac
6 probek cieczy wodnistej w kazdym ‘Nl\IL'I‘K: CZas0-
wym._Nu}.lypnic 0zZnaczano ]m/nu-n floresceiny w po
branej cieczy wodnistej metods densytometrycznd
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Ryc. 1. Charakterystyczny densyto-
gram z dobrze wyksztalconym ..pi-
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Ryc. 2. Krzywa przedstawiajaca steze-
nie fluoresceiny w komorze przednicj
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polaczona z wysokosprawna chromatografia cienko-
warstwowa.

Wysokosprawna chromatografie cienkowarst-
wowa HPTLC wykonywano na plytkach szklanych
o rozmiarach 5 x 10 ecm pokrytych zelem krzemion-
kowym Si 60 firmy Merck w teflonowych poziomych
komorach DS firmy Chromdes-Lublin’. Probki cie-
czy wodnistej nanoszono bezposrednio na chromato-
gramy w ilosci 10 ul strzykawka Hamiltona bez
Wslgpnego oczyszezania

Chromatogramy rozwijano w ukladzie gradien-
towym dwuetapowym. Pierwszy etap gradientu prze-
prowadzano na dystansie od 1 do S cm 70% roz-
tworem octanu etylu w chloroformie. W drugim
ctapie chromatogramy rozwijano na dystansie od
5 do 9 em przy pomocy 95% roztworu octanu etylu
w chloroformie. Oznaczenia densytometryczne fluo-
resceiny wykonywano przy pomocy densytometru
firmy Desage CD60 Heidelberg wspomaganego od-
powiednio
Optimus SA (486-DX-50)

Powstale na chromatogramach plamy fluorescer-

zaprogramowanym komputerem firmy

ny skanowano meandrem na szerokosc 8 mm (2 x4
mm), biorac pod uwage ich rozmycie przy roz
miarach szezeliny 0.1 x 4 mm 1 przy dlugosci fali
/=465 nm. Do rozwijania chromatogramow dob-

rano uklady rozpuszczalnikow na drodze doswiad-
puszc: 1

czalne) tak, aby ibstancje balastowe wystepujdce

w zaleznoscei od czasu jaki uplynal od

180 min 240 podania jej dozylnie

w probkach cieczy wodnistej pozostawaly na starcia
lub wedrowaly z czolem rozpuszezalnika. Dzigki
temu uzyskiwano zwarte plamy fluoresceiny (bez tzw.
ogondw) nadajace si¢ do ilosciowego oznaczania.
Charakterystyczny densytogram z dobrze wy-
ksztalconym _.pikiem™ przedstawiono na ryc. L.
Na podstawie przeprowadzonych badan uzyska-
no krzywa obrazujaca gromadzenie sig fluoresceiny
w cieczy wodnistej oka krolika. Prezentowand meto-
da chromatografii cienkowarstwowej w probkach
cieczy wodnistej pobranych po 1 minucie od podania
dozylnego fluoresceiny nie stwierdzono jej obecnosci
w komorze przedniej. W nastgpnych badaniach wy-
konanych po 5 minutach stgzenie fluoresc v k
morze przedniej gwaltownie wzrastalo os
tosci ponad dwukrotnie wigksze po 15 m
podania. Maksymalne steZenie fluoresc
wodnistej obserwowalismy w probkach p
minut po jej dozylnym podaniu i
jednostek absorbancji. Od tego mon
walismy stopniowy spadek steze
na poczatku powolny. uzyskuja
minutach 360 jednostek.
W nastepnych badanych okres
sceiny ulegalo zdecydowanie
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Tabela I

Srednie wyniki stezenia fluoresceiny W cieczy wodnistej Wra:

R. Gruszecka-Gerkowicz, M, Gerkowie
Z i jupj

z z odchyleniem standardowym dla n=6

Czas pobierania cieczy wodnistej \‘
T/min I 5 10 30 60 90 120 TR
——
e B e R R e st [ 200 ] o ]
absorbanacji
;dlfll:iyll:z;cl)cwc i 09002 | 0.9880 | 0.9900 [ 0.9880 | 0.9820 | 0.9780 | 0.9800 | 0.9890 .
dla n=6
T —
fluoresceiny mierzonej jednostkami absorbancji od  PiSmiennictwo

czasu jaki uplynat od podania jej dozylnie przed-
stawiono na ryc. 2.

Uzyskane $rednie wyniki wraz z odchyleniem
standardowym dla n=6 przedstawiono w tab. L.

Przedstawiona metoda oznaczania fluoresceiny
w cieczy wodnistej charakteryzuje si¢ bardzo duza
dokladnoscia. Przy jej pomocy mozna wykry¢ w ba-
danej przez nas objetoéci 10 ul fluoresceing w ilosci
20 nanograméw (20 x 107 % g). Poza duza czuloscia
jej zaleta jest powtarzalnos¢ widoczna w niewielkim
odchyleniu standardowym (tab. I). Te dwie cechy
umozliwiaja w przysztosci wykonywanie niezbgdnej
ilosci badan bez koniecznosci uwzgledniania bledu
mogacego pochodzi¢ z techniki pomiaru.

Wielka zaleta tej metody jest rowniez to, ze
dokonywane pomiary przenikania fluoresceiny beda-
cej odzwierciedleniem stanu bariery naczyniowo-ko-
morowej moga by¢ w stanach, gdy osrodki optyczne
sa nieprzezierne. Pomimo, iz nalezy ona do metod
ix}wzlzyjnych. wydaje sie, ze stanowi cenne uzupel-
nienie obecnie stosowanych, szczegoélnie w warun-
kach doswiadczalnych.
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Aktywnos¢ proteolityczna ciala szklistego
Proteolytic activity of the vitreous

Summary. It was found that the human and bovine vitreous contains a proteolytic

enzyme(s) which demonstrates characteristic features of cathepsin D. It acts in acidic

pH with various activity, dependent on the condition of the eye and actively digests

native and denatured protein substrates. It demonstrates a high susceptibility to the

inhibitory action of pepstatin. The role of this enzyme in physiology and pathology
of the eye is discussed.

Hasla: cialo szkliste, aktywnos¢ proteolityczna
Key words: vitreous, proteolytic activity

Cialo szkliste zajmuje okolo 90% objetosci galki
ocznej i stanowi jeden z najwazniejszych elementow
jej struktury. Charakteryzuje si¢ ono budowa zelowa
i zawiera 99% wody. kwas hialuronowy i bialka
o lacznym stezeniu okolo 1.5 mgmil. Wsrod nich
wystepuje kolagen oraz rozpuszczalne biatka niekola-
genowe. Prawidlowa czynnos¢ ciala szklistego zalezy
miedzy innymi od wzajemnych oddzialywan pomig-
dzy bialkami kolagenowymi a kwasem hialurono-
wym !5,

Wiadomo, 7e kolagen jest degradowany w spo-
sob odmienny od bialek niekolagenowych. W fi-
ziologicznym  przedziale pH 1 temperatury jest
on oporny na dzialanie wigkszosci enzymow pro-
teolitycznych, ulega natomiast dzialaniu
ficznych enzymow m.in. kolagenaz tkankowych oraz
katepsyn kolagenolitycznych. Stwierdzono, ze cia-
lo szkliste nie wykazuje aktywnosci kolagenolitycznej
wobec podstawowych typow kolagenu (typu 0 L
IX 1 XI)*

Postanowiono oceni¢ aklywnos¢ proteolityczng
bydlecego ciala szklistego wobec hemoglobiny, kazei-

specy-

ny, albuminy 1 fibrynogenu oraz okresli¢ lokalizacje
enzymow proteolityeznych. Dodatkowo postanowio-
no sprawdzi¢ aktywnosS¢ proteolityczna ludzkiego
przebiegu

ciala szklistego wobec hemoglobiny W

ona do-

niektorych schorzen gatki ocznej. Ogranicz

stepnos¢ ludzkiego ciala szklistego sprawila

nia te wykonano tylko na jednym substracie.

Material i metodyka

Cialo szkliste izolowano z okolo 40 bydlecych
galek ocznych, pobranych w 1-2 godz. po uboju oraz
z ludzkich galek ocznych. usunigtych z powodu
nastepujacych chorob: zapalenia wngtrza galki ocznej
(4 przypadki), nowotworow gatki — czerniak i rak
plaskonabtonkowy (5). zaémy wiklajacej (7) oraz

jaskry (3 przypadki). Material kontrolny stanowifo

prawidlowe cialo szkliste otrzymane z galki ocznej
usunietej z powodu rozleglego urazu. Zwracano
szczegblna uwage na wyeliminowanie tych probek.
w ktorych moglyby sie znajdowac $lady krwi. Mie-
rzono aklywnos¢ proteolityczna wobec nastepuja-
cych substratow: hemoglobiny i kazeiny (natywnej
i zdenaturowanej 6M mocznikiem), albuminy 1 fib-
rynogenu. 4% roztwory wymienionych substratow
rozcienczano buforem uniwersalnym  Brittona-
-Robinsona, o odpowiednim pH, w stosunku l:1.
Badania wykonano w przedziale pH 2.5-8,0. Roznice
miedzy kolejnymi probami wynosity 0.5 jednostki.
Oznaczenie wykonano w nastgpujacym ukladze: a)
bydlece cialo szkliste 0.5 ml ciata szklistego i 0.5
ml substratu (oba o jednakowym pH). W rych
przypadkach inkubowana mieszanina
datek pepstatyny do koncowego stez
ludzkie cialo szkliste — 0,2 ml ciala szkl
substratu (oba o jednakowym pH). Proby
no 4 godziny w temperaturze 3
kach inkubacje przerywano

kwasu trojchlorooctowego. Prob
nywano w takim samym 1
ciwe. Prob tych nie i

by badane jak i kontrolne

oznaczano zawartosc kwa

metoda Folina-Ciocalt




