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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 \‘
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——
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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.
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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
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na ciata szklistego wyrazano w nmolach tyrozyny
uwolnionej przez proteazy zawarte W 1 ml ciala
szklistego. -

W celu ustalenia lokalizacji enzymow proteolity-
cznych bydlecego ciala szklistego (czcs’g’: plypna lub
komorki ciata szklistego) badany material wirowano
przy 10000 x g przez 30 minut. Osad zawieszono
w buforze Brittona-Robinsona, a nastgpnie poddano
dzialaniu ultradzwiekéw o czestotliwosci 20 k!-l_z.
4 razy po 15 sekund, w temp. 4°C w celu rozbicia
zawartych w osadzie komoérek. Poréwnano aktyw-
nosé proteolityczna supernatantu i osadu (w szero-
kim zakresie pH) z aktywnoscia pelnego ciata szklis-
tego.

Wyniki

Stwierdzono, ze ludzkie ciato szkliste trawi zdena-
turowana hemoglobing jedynie w kwasnym prze-
dziale pH (3,0-4,5), z r6zna aktywnoscia zalezna od
stanu gatki ocznej (ryc. 1). Aktywnos¢ ta wzrasta
wyraznie w stanach zapalnych wnetrza gatki ocznej
w poréwnaniu z aktywnoscia proteolityczna prawid-
lowego ciata szklistego, jak rowniez przy jaskrze oraz
nowotworach gatki ocznej. W przypadku za¢my
zaobserwowano niewielki spadek aktywnosci proteo-
litycznej w poréwnaniu z aktywnoscia prawidlowego
ciala szklistego.
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Ryc. 1. Aktywnos¢ proteolityczna ludzkicgo ciala szklistego
w przebiegu niektorych chorob galki ocznej w poréwnaniu z ak-
tywnoscia prawidlowego ciata szklistego: a nowotwory.
b stany zapalne wnetrza oka, ¢ — zaéma wiklajaca. d — jaskra.
¢ — prawidlowe cialo szkliste »

P.rolez\z’y zawarte w bydlgcym ciele szklistym
trawia zarowno hemoglobing (ryc. 2), jak i kazeine
(ryg. 3) w k_waé‘nym przedziale pH (3,5-4,0). W pH
wyzszym i nizszym od optymalnego aktywno$é prote-
olityczna gwattownie maleje. Podobne wyniki uzys-
!(aﬂo przy zastosowaniu jako substratow fibrynogenu
i albu_mlny. Denaturacja substratow (hemoglobiny
i-kazeiny) zwigksza ich podatno$é¢ na dzialanic en-

A. Wolanska, Z. Galewska i innj

Zymow proteolitycznych ciala szklistego. Prawie caj,
aktywnos¢ proteolityczna bydlecego ciata szklistegq
jest zlokalizowana W Jego CZgscl p}‘y'nnej, komorki
zawieraja jedynie znikoma a}ktywnosc (ryc. 4). Ak.
tywnos¢ proteaz ciata szklistego jest okolo 979,
hamowana przez pepstatyng — swoisty inhibitor
katepsyn (ryc. 5).
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Ryc. 2. Podatnosé natywnej i zdenaturowanej hemoglobiny na
proteolityczne dzialanie bydlecego ciala szklistego
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Ryc. 3. Podatnos¢ natywne) i zdenaturowane) kazeiny na prot
tyczne dzialanie bydlgcego ciala szklisteg

Oméwienie
Z przedstawionych danych wynika, ze cialo szkli-
ste wykazuje wysoka aktywnoé¢ proteolityczna wo-

bec réznych substratow biatkowych w kwasnym

Aktywnosé proteolityczna ciala szklistego
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Ryc. 4. Porownanic aktywnosci proteolitycznej czeser plynnej
i homogenatu komorcek bydlecego ciala szklistego wobee zdenatu-
rowanej hemoglobiny
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Ryc. 5. Hamujacy wplyw pepstatyny na aktywnos¢ proteolityczna
bydlecego ciala szklistego wobec zdenaturowane) hemoglobiny

przedziale pH. Proteazy ciala szklistego sa zlokalizo-
wane w jego czesci plynnej. Homogenat komorek
wystepujacych w ciele szklistym wykazuje Sladowa
aktywnoé¢ proteolityezna. Prawdopodobnie glow-
nym zrodlem tej aktywnosci zarowno w ludzkim, jak
i bydlecym ciele szklistym jest katepsyna D. Wiado-

mo, ze proteaza ta dziala w kwas
pardzo aktywnie trawi zdenaturowana
i jest hamowana przez pepstatyne
hibitor katepsyn?.

Katepsyna D [EC 3.4.23.5] jest glo
lizosomalng i wydaje si¢ odgrywa¢ wazna
tabolizmie bialek w réznych tkankach 3. Z
nigjszych publikacji wynika, ze tkanki oczne,
jak ciato rzeskowe, teczéwka, nablonek rogowki.
wykazuja wysoka akywnosé katepsyny D ©1°. Mimo,
iz jest ona enzymem wewnatrzkomorkowym. w nie-
ktorych przypadkach moze uwolni¢ si¢ do przestrzeni
miedzykomorkowej. Ostatnio wykazano, ze enzym
ten jest obecny w plynie podsiatkowkowym pacjen-
tow z odwarstwieniem siatkowki 2. Mozna przypusz-
czaé, ze katepsyna D jest glowna proteaza ludzkiego
i bydlecego ciala szklistego.
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