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Aktywnos¢ katepsyny A w ciele szklistym u cho_rych
z jaskra dokonana i guzami wewnatrzgatkowymi
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Cathepsin A activity in the vitreous body of patients with absolute glaucoma

and intraocular tumors

lwona Obuchowska', Andrzej Stankiewicz’, Edward Barikowski?

Purpose: To evaluate cathepsin A activity in the vitreous body of patients with absolute glaucoma and intraocular tumors.

Material and methods: The studies were performed on hum

an vitreous body taken from eye balls which were enucleated

because of absolute glaucoma (18 eyes) and intraccular tumors (14 eyes). Cathepsin A activity was determined by the ninhydrin
method with synthetic substrate (N-Cbz-Phe-Ala) at its optimum pH5.0.

Results: Cathepsin A activity in the human vitreous body in absolute glaucoma was twice as high as in intraocular tumors.
Conclusion: Our results suggest that cathepsin A may participate in the pathogenesis of absolute glaucoma and that proteolysis
may play a significant role in local destruction of the retina and the optic nerve.

Stowa kluczowe: katepsyna A, ludzkie ciato szKliste, jaskra dokonana, guzy wewnatrzgatkowe

Key words: cathepsin A, human vitreous body, absolute glaucoma, intraocular tumors

Cialo szkliste nie nalezy do tkanek o wysokie] ak-
tywnosci biologicznej, @ mimo to jego komorki oraz
przestrzen pozakomorkowa zawierajg rozne biologicz-
nie czynne substancje, w tym takze niektore enzymy.
Badania nad aktywnoscig proteolityczng bydlecego cia-
steqo wskazujg na wysoka aktywno$¢ proteaz
w kwasnym zakresie pH, ktére odpowiada optimum pH
dziatania katepsyn (7). Przypuszcza sig, ze ziarnistosci
hialocytow sa lizosomami zawierajgcymi katepsyny,
ktore biorg aktywny udziat w patologii rozptywu ciata
szklist ). Badania prawidiowego bydlecego ciata
szklistego, majace na celu identyfikacje poszczegol-
nych enzymoéw, pozwolity na wyodrebnienie sposrod
nich dwoch kwasnych proteaz — katepsyn Ai D (2, 3)
Enzymy te przypuszczalnie odgrywajg bardzo wazng

ndencjl (Reprint requests 1o
a Obuchowska

role w procesach starzenia sie ciata szklistego i rozply-
wu jego zelu, a w przypadkach pierwotnych cdwar-
stwien siatkoéwki moga przechodzi¢ z uptynnionego cia-
ta szklistego do przestrzeni podsiatkéwkowej przez
otwory w siatkowce (4). Wzrastajgca aktywnosc enzy-
mow proteolitycznych w plynie podsiatkéwkowym moze
by¢ waznym czynnikiem prowadzacym do stopniowej
degradacji struktury i funkcji odwarstwionej siatkowki

Aktywnosc¢ katepsyny D badano tez w niektorych sta-
nach patologicznych ludzkiego ciata szklistego, stwier-
dzajac jej podwyzszone wartosci w przebiegu zapalen
i jaskry (6). Nie wykonywano jednak podobnych badan
w odniesieniu do katepsyny A.

Biorac pod uwage powyzsze dane, postanow
sprawdzi¢, czy katepsyna A ludzkiego ci K
i zwigzane z nig procesy proteolizy mogg t
w mechanizmach patogenetyczn <
rob oka, takich jak: jaskra i guzy we
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Materiat i metodyka

Do badan uzyto pré
cych z ludzkich gate
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latach 1994-1997. tacznie prze-

— 18 w jaskrze dokonanej i14
w guzach wewnatrzgalkowych. Wszystkie kliniczne roz-
poznania przedoperacyjne potwierdzone zostaly bad'a-
niami histopatologicznymi. W 13 przypadkach guzow
rozpoznano czerniaka zlosliwego r_1aczyn|9wk|, aw jed-
nym — guz przerzutowy. Cialo szkliste zanieczyszczone
krwia lub innymi tkankami eliminowano z badan.

Ciafo szkliste homogenizowano w homogenizatarze
Pottera w temperaturze 4°C 3x15 s z dodatkiem 0,2%
Tritonu X-100. Do badan postuzyt plyn nadosadowy
uzyskany po odwirowaniu homogenatu w temperatu-
1ze 4°C przy 1500%g przez 30 minut. Aktywnosc¢ katep-
syny A mierzono metoda ninhydrynowa przy uzyciu
syntetycznego substratu: N-karbobenzoksy-L-fenylo-
alanylo-L-alaniny (N-Cbz-Phe-Ala) w optimum pH 5,0.
Mieszanine ziozona z 0,25 ml substratu i 0,25 ml homo-
genatu tkanki inkubowano w temperaturze 37°C przez
24 godziny. Reakcje przerywano przez dodanie 1,25 ml
10% TCA (kwasu tréjchlorooctowego). Préby kontrolne
wytracano kwasem w czasie zero. Po odwirowaniu
probek do 0,5 ml uzyskanego nadosadu dodawano
0,5 ml odczynnika ninhydrynowego i ogrzewano we
wrzgcej tazni wodnej przez 20 minut. Po ozigbieniu
i dodaniu 2 ml mieszaniny n-propanol + woda (1:1,
v.v.) mierzono absorpcje przy 570 nm. llo$¢ uwolnione-
go azotu o-aminowego, bedacego miarg aktywnosci
enzymu, odczytywano z wykresu kalibracyjnego spo-
rzgdzonego przy uzyciu wzorcowych roztworéw leucy-
ny. W identyczny sposéb $ledzono degradacje biatek
wiasnych badanego materiatu, zastepujac substrat —
0,1 M buforem octanowym. O aktywnosci katepsyny A
wnoszono na podstawie réznicy przyrostu azotu o-ami-
nowego w prébach inkubowanych z substratem i bez.

nice Okulistyki AMB w
badano 32 ciafa szkliste

Wyniki

Aktywnos¢ katepsyny A stwierdzono we wszystkich
probkach ciata szklistego. Aktywnosé¢ enzymu w ciele
szKlistym uzyskanym od pacjentéw z jaskra dokonana
pra\_Nie dwukrotnie przewyzszata aktywnosc enzymu'
w ciele szklistym w przypadku czerniaka naczynidwki
R(?Znica ta jest znamienna statystycznie (p<0,02). War-
tosci aktywnosci katepsyny A w poszczegdinych jedno-
stkach chorobowych przedstawiono w tabeli |,

Omoéwienie

Uzyskane przez nas wyniki aktywnosci katepsyny A
w !gdzkim ciele szklistym w przebiegu jaskry dokona-
nej lvguzéw wewnatrzgatkowych pokrywaja sie z wyni-
kami podobnych badan innych autoréw dot/czac/ch
aktyyvnoéci katepsyny D (6). W obu przypadkach aktyw-
nosc proteolityczna ciata szklistego byta okolo dwukrot-
nie wyzsza w jaskrze, w stosunku do guzow wewnatrz-
galkoyvych Mimo ze na podstawie przeprowadzonych
badan trudno jest wypowiadac Sig 0 aklywnosci katep-
syny A w ciele szklistym w Przebiegu guzow naczyniéw-
ki, to wida¢ wyraznie, ze W jaskrze dokonangj pozmml en-
zymu w ciele szklistym jest podwyzszony R()zmca‘!a
Jest‘znamienna statystycznie. Wzrost aktywnosci pro-
teolitycznej katepsyny A w ciele szklistym w przebie-
gu diugo trwajacej jaskry moze sugerowac udziat me-
168
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Tabela I: Aktywnos¢ katepsyny A w ludzkim ciele szklistym
mierzona przyrostem azotu a-aminowego w pH 5,0
przy uzyciu N-Cbz-Phe-Ala jako substratu

Table I: Cathepsin A activity in the human vitreous body me.
asured by the increase of a-amino nitrogen at pH 5.
with N-Cbz-Phe-Ala as a substrate

Cialo szkliste Liczba probek Katepsyna A

Vitreous body ciala szklistego (umoliml/24 h) + Sp
No. of vitreous Cathepsin A
body samples (umol/iml/24 h) + Sp

Jaskra dokonana 18 1,697 £ 0,110

Absolute glaucoma

Czerniak zlosliwy 13 0,851+ 0,072

naczyniowki

Malignant melanoma

of choroid

Guz przerzutowy 1 0,551

do naczyniowki
Metastatic tumor

Prace oryginalne

of choroid

SD - odchylenie standardowe / standard dewviation

chanizmow proteolizy w procesach prowadzacych do
uszkodzenia nerwu wzrokowego | siatkowki. By¢ moze
fotoreceptory | wickna nerwowe, narazone na wplyw
podwyzszonego cisnienia srodgatkowego oraz prze-
wlekie niedokrwienie, ulegajg powolnym procesom
zwyrodnieniowym zwiazanym z rozpadem ich struktury
biatkowej, w ktdrych to procesach uczestniczg enzymy
proteclityczne.

Na podstawie przeprowadzonych badan nie mozna
jednoznacznie oceni¢ zrédla enzymu, ale nalezy przy-
puszczac, ze katepsyna A obecna w ciele szklistym
pochodzi zaréwno z lizosomow hialocytéw, jak i z lizo-
somow komorek siatkowki, a najbardziej prawdopo-
dobnym jej zrodiem jest nablonek barwnikowy siatkéw-
ki (1, 3).
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Can the functional outcome in macular hole surgery :
be improved by internal limiting membrane maculorhexis?

Czy wyniki czynnosciowe chirurgii otworéw plamki moga _ulec poprawig po zastosowaniu
techniki maculorhexis podczas usuwania blony granicznej wewnetrznej?

Wolfgang F. Schrader, Maria Schrenker

Cel: Mimo zastosowania srodkéw wspomagajacych (adjuwantéw), takich jak surowica, fibrynogen czy czynniki wzrostu, chirur-
giczne leczenie zaawansowanych stadiow otworow plamki prowadzi zaledwie do ograniczonej poprawy czynnosciowe]. Rice
oraz Eckardt przedstawili w ostatnim czasie technike maculorhexis usuwania blony granicznej wewnetrznej, ktora pozwolita na
uzyskanie lepszych wynikow czynnosciowych. W obecnej pracy opisujemy nasze doswiadczenia, zwiazane z ta technika.
Material i metodyka: Leczeniu poddano 38 chorych (39 oczu) z pelnosciennymi otworami plamki w stadium 2-4 (wg Gassa)
Wykonywano witrektomig przez pars plana, usuwano blony siatkowkowe, podawano gaz SF; | ukladano pacjentow w pozycji
twarza w dot przez osiem dni. U 30 chorych sposrod 38 probowano usuna¢ blong graniczng wewnetrzng, stosujac opisana
przez Rice'a i Eckardta technike maculorhexis.
Wyniki: W 26 sposrod 30 oczu usunigto blong graniczng wewnetrzna. W 24 z 26 przypadkow osiagnigto calkowite zamkniecie
otworu w plamce, co stwierdzono wziernikowo i przy uzyciu tomografii laserowej (Heidelberg Retina Tomograph ilub Ocular
Coherent Tomography). Trzy miesiace po zabiegu w 14 sposrod 26 przypadkéw stwierdzono poprawe ostrosci wzroku co
najmniej o 2 linie, podczas gdy tylko w dwojgu z 13 oczu, w ktérych nie stosowano techniki maculorhexis, osiagnigto taka
poprawe. Ostros¢ wzroku po zablegu maculorhexis pozostawata w granicach 2 linii w 10 z 26 oczu, a w oczach operowanych
bez maculorhexis w osmiorgu z 13 oczu. Ostros¢ wzroku ulegta pogorszeniu o wiecej niz dwie linie odpowiednio w dwojgu
3 W osmiorgu oczach sposrod 13, w ktérych nie udalo sig usunaé blony granicznej, brzegi otworu

oczach z 26 | w trojgu 2

w plamce pozostawaly uniesione
Whioski: Us ie blony granicznej wewnetrzne) technika maculorhexis pozwala na osiagniecie sukcesu anatomicznego w pe-
nad 90% przy w | wydaje si¢ prowadzi¢ do znacznej poprawy pooperacyjnej osirosci wzroku bez koniecznosci dalszege

agajgcych

ania Srogkow wspo

Key words: macular hole, internal limiting membrane, pars plana vitrectomy
Stowa kluczowe: otwor w plamce, blona graniczna wewnetrzna, witrektomia przez pars plana
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