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Abstract

In this study the activity of lysosomal hydrolases of blood
platelets was analyzed. Catepsin G, B, D and tiolic katepsin
were designated. The results of the investigations were
statistically estimated. 67 patients with atopic dermatitis and
healthy controls were examined. They were divided into two
groups depending on the severity degree of the symptoms of
atopic dermatitis (SCORAD). The study of the enzymatic
activity in both groups differed significantly. In patients with
significant degree of intensification of the disease process
(SCORAD above 40) the decrease in catepsin G was observed,
together with the increase in activity of catepsins D i B. The
activity of those enzymes may determine the degree of the
severity of atopic dermatitis. It is suggested that the defect in
the process of synthesis and activation of lysosomal enzymes
may be one of the reasons of the onset and development of
atopic dermatitis.

Despite of multidirectional research of atopic dermatitis,
the etiopathogenesis has not been revealed so far. Until recently
we have emphasized the role of hydrolytic lysosome enzymes
and platelets in the course of chronic inflammatory processes
to which atopic dermatitis also belongs. In the contemporary
methods of atopic dermatitis treatment mechanisms associated
with stabilization of lysosomal membranes of the platelets
should be taken into consideration.
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Streszczenie

W pracy przesledzono aktywnos¢ hydrolaz lizosomalnych
piytek krwi. Oznaczano katepsyng G, B, D oraz katepsyny
tiolowe.

Wyniki badarn poddano ocenie statystycznej. Przebada-
no 67 chorych na AZS i 30 0séb klinicznie zdrowych. Pacjen-
tow podzielono na 2 grupy, w zaleznosci od nasilenia obja-
wow klinicznych (SCORAD). Badane aktywnosci enzyma-
tyczne w obu grupach roznity si¢ znamiennie statystycznie.
U chorych ze znacznym stopniem nasilenia procesu choro-
bowego (SCORAD powyzej 40) charakterystyczny byt spa-
dek katepsyny G z jednoczesnie obserwowanym wzrostem ak-
tywnosci katepsyny D i B. Aktywnos¢ tych enzymow moze
stanowic wskaznik stopnia ciezkosci AZS. Sugeruje sie, ze
defekt procesu syntezy i aktywacji enzymow lizosomalnych
moze byc jedng z przyczyn powstawania i rozwoju AZS.

Etiopatogeneza atopowego zapalenia skory, pomimo wie-
lokierunkowych badar, nie zostata dotychczas wyjasniona.
W wielu badaniach podkresla si¢ rolg lizosomalnych enzy-
mow hydrolitycznych ptytek krwi w przebiegu przewlektych
procesow zapalnych, do ktorych nalezy takze AZS. Wspdot-
czesne metody leczenia AZS powinny uwzgledniac mechani-
zmy zwiqzane ze stabilizacjq bton lizosomalnych ptytek krwi.

Stowa kluczowe: atopowe zapalenie skory, ptytki krwi,
proteazy.

(PDIA 2004; XX1, 4: 190-199)

Adres do korespondencji: prof. dr hab. med. Andrzej Kaszuba, Klinika Dermatologii i Dermatologii Dziecigcej Uniwersytetu Medycznego
w Lodzi, ul. Kniaziewicza 1/5, 91-347 £.6d7, tel./faks: +48 42 651 10 72, e-mail: dermatol @achilles.wam.lodz.pl

190

Postepy Dermatologii i Alergologii XXI; 2004 /4



Badanie aktywnosci wybranych proteaz lizosomalnych ptytek krwi u chorych na atopowe zapalenie skory

Mimo diugotrwatych i wielokierunkowych badan pa-
togeneza atopowego zapalenia skéry (AZS) nie zostata
dotychczas do korica poznana i jest przedmiotem licz-
nych kontrowersji [1]. Od wielu lat sugeruje si¢ gene-
tyczne tlo choroby — jednak w chwili obecnej przyjmu-
je sie, ze w AZS — oprécz uwarunkowania genetyczne-
go — najwigkszg role odgrywaja zaburzenia uktadu
immunologicznego, zaréwno w zakresie odpowiedzi hu-
moralnej (I typ reakcji alergicznej), jak i komérkowej
(IV typ reakcji alergicznej) czgsto wspotwystepujace
z mechanizmami niealergicznymi [2]. Rola specyficz-
nych alergenéw w patogenezie AZS pozostaje kontro-
wersyjna, aczkolwiek wielu autoréw zwraca uwage na
znaczenie antygendéw powietrznopochodnych i pokar-
mowych w rozwoju i zaostrzaniu zmian skérnych
w przebiegu tej choroby [3].

Plytki jako element morfotyczny krwi biorg czynny
udzial w licznych procesach homeostazy organizmu.
Wiele czynnikéw egzo- i endogennych moze mieé
wplyw na ich aktywnos¢ metaboliczng [4-9].

Od kilkudziesigciu lat prowadzone sg badania, ma-
jace udowodni¢ zwigzek niektérych choréb, zwiaszcza
przewleklych proceséw zapalnych, ze szczegdlnym
uwzglednieniem schorzeri z krggu atopii, z aktywnoscia
niektérych enzyméw lizosomalnych. Wazng role w pro-
cesach zapalnych w przebiegu atopowego zapalenia sko-
ry odgrywajg enzymy hydrolityczne, uwalniane z lizo-
somow ptytek krwi [10-15].

W AZS skupiano si¢ gléwnie na obserwacjach doty-
czacych granulocytéw obojgtnochtonnych, stwierdzajac
w wielu badaniach zmniejszenie aktywnosci fosfatazy
kwasnej oraz B-glukuronidazy, produkowanych w lizoso-
mach tych komérek (takze u rodzicéw pacjentéw, u kto-
rych nie stwierdzono objawdw klinicznych). Faktem tym
tlumaczy si¢ ostabienie odpornosci na infekcje u chorych
na AZS. Ponadto w pojedynczych badaniach stwierdza-
no wzrost B-glukuronidazy w monocytach oraz obnizenie
aktywnosci fosfatazy kwasnej w limfocytach [14, 16, 17].

W plytkach krwi istotng aktywnoS¢ enzymatyczng ob-
serwuje si¢ w lizosomach. Sg to ciatka elektronowo ge-
ste, znajdujgce si¢ wewnatrz komérek, gdzie spetniajg
gléwnie funkcje trawienng. Badania ostatnich lat wyka-
zaly szerszy udzial tych organelli w innych waznych pro-
cesach zyciowych. Czynnos$¢ lizosoméw jest bardzo zio-
zona, stanowig one wewngtrzkomoérkowy uktad trawien-
ny prawie wszystkich komérek, umozliwiajgc
wykorzystanie wtasnych sktadnikéw do proceséw meta-
bolicznych. W lizosomach stwierdzono ok. 60 enzyméw
hydrolitycznych, aktywnie dziatajacych, gléwnie w sro-
dowisku kwasnym. Sg to hydrolazy estréw karboksylo-
wych i tiolowych, enzymy dziatajace na wigzania zawie-
rajace fosfor, esterazy siarczanowe, glikozydazy, pepty-
dazy i amidazy. Niektére z nich (fosfataza kwasna,
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B-glukuronidaza, esteraza tiooctanowa i N-acetyloglikoza-
minidaza staly si¢ wyznacznikami tych struktur [18, 19].

W dostgpnym pismiennictwie nie udato si¢ znalez¢é
jakichkolwiek doniesieni o badaniach enzymoéw lizoso-
malnych w ptytkach krwi u pacjentéw z AZS.

Wiele z lekéw stosowanych w terapii AZS wptywa
na proces uwalniania enzyméw z lizosoméw komorek,
ktérych udzial w patogenezie AZS zostat udowodniony.
Poszukiwanie nowych metod leczniczych jest nadal wiel-
kim wyzwaniem w dermatologii, a by¢ moze wykrycie
innych aspektéw patogenetycznych AZS stworzy moz-
liwos¢ skuteczniejszego leczenia.

Celem niniejszej pracy jest przesledzenie aktywnosci
hydrolaz lizosomalnych ptytek krwi u chorych na atopo-
we zapalenie skéry o réznym stopniu nasilenia choroby.

Cele pracy

1. Oznaczenie aktywnosci wybranych enzymoéw lizoso-
malnych ptytek krwi chorych na AZS oraz w grupie
0s6b zdrowych: katepsyny G, katepsyny D, katepsy-
ny B, katepsyn tiolowych.

2. Ocena zaleznosci uzyskanych wynikéw badar labo-
ratoryjnych od stopnia nasilenia procesu chorobowe-
go wg skali SCORAD.

Materiat i metodyka

Dobor chorych

Badaniem objeto 97 oséb, w tym:

1) grup¢ odniesienia (O) stanowito 30 0s6b klinicznie
zdrowych w tym: 16 kobiet w wieku 17-44 lat
X=28,88 (6,47 lat) oraz 14 mezczyzn w wieku 18-42
lat X=30,27 (7,21) (tab. 1., 1a.).

2) grupe badang (B) stanowito 67 0séb z atopowym za-
paleniem skéry, w tym 37 kobiet w wieku 1643 lat
X=27,99 (5,99) i 30 mezczyzn w wieku 18—40 lat
X=28,87 (7,11) (tab. 1., 1a.). Grupa badana i grupa od-
niesienia miaty podobng strukture co do wieku 1 pici.

Do badar kwalifikowano osoby z aktywnym proce-
sem chorobowym. Warunkiem rozpoznania AZS u kaz-
dego chorego bylo spetnienie przynajmniej 3 gtéwnych
cech wg kryteriow Hanifina i Rajki. Przy watpliwosciach
klinicznych nie byly rozpatrywane cechy mniejsze i ta-
cy chorzy nie zostali zakwalifikowani do badania.

Osoby, od ktérych zostat pobrany materiat do badan
laboratoryjnych nie stosowaly w ciggu ostatnich 3 mies.
leczenia ogdlnego. Dopuszczono jedynie stosowanie diet
eliminacyjnych i leczenie pielegnacyjne oraz dodatkowo
miejscowe stosowanie preparatow glikokortykosteroido-
wych na powierzchnig skory, nie przekraczajace 10% ogol-
nej powierzchni u chorych z cigzkim stanem klinicznym.

Stopien nasilenia AZS oceniano wg skali SCORAD.
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Tab. 1. Material badany

Grupa osobowa Rozpoznanie Pleé¢ Liczebnosé Wiek - lata

N % minimum-  Me X SD
-maksimum

odniesienia (O) osoby klinicznie zdrowe K 16 53,33 17-44 37 28,88 6,47
M 14 46,67 18-42 21 30,27 7,21
razem 30 100 17-44 40 29,44 6,19
badana (B) atopowe zapalenie skory K 37 55,22 16-43 32 27,99 5,99
M 30 44,78 1840 29 28,87 7,11
razem 67 100 1643 33 28,14 6,91
RAZEM K+M 97 16-44 31 28,90 7,06

Tab. 1a. Material badany — analiza statystyczna wynikow

Wiek - lata
test t-Studenta dla préb niezaleznych

poréwnywane grupy wartos¢ poziom zna-
osobowe testu miennosci réznic
O:KvsM t=-1,07 p>0,05
B:KvsM t=-0,71 p>0,05
OvsB K t=1,02 p>0,05

M t=1,47 p>0,05

razem t=1,27 p>0,05

Przyjmujac za kryterium stopien nasilenia procesu
chorobowego pacjentéw podzielono na 2 grupy:

D grupe I stanowito 35 oséb, w tym 20 kobiet i 15 mez-
czyzn z lekkim lub srednim stanem klinicznym, czyli
do 40 punktéw w skali SCORAD,

D grupe II stanowily 32 osoby, w tym 17 kobiet i 15 mez-
czyzn z cigzkim stanem klinicznym, czyli powyzej 40
punktéw w skali SCORAD (tab. 2.).

Wszyscy ochotnicy zostali poinformowani o celu

i zakresie badania i wyrazili na nie dobrowolng zgode.

Metody laboratoryjne

Uzyskiwanie materiatu do badan

Krew do badan pobierano w godzinach rannych
(7.00-8.00) z zyty tokciowej w ilosci ok. 20 ml do pro-
béwek polietylenowych z dodatkiem 1% EDTA w 0,14
M NaCl o pH 7,4 w stosunku 1 objetosci antykoagulan-
tu na 9 objetosci krwi.

Otrzymywanie krwinek plytkowych

Krwinki ptytkowe otrzymywano metoda frakcjono-
wanego wirowania w temperaturze pokojowej przy
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1 000 obr./min przez 10 min. W wyniku wirowania
z pelnej krwi otrzymywano osocze bogatoptytkowe
(PRP), ktére sciggano plastikowq pipetka ostroznie znad
warstwy osadzonych krwinek czerwonych i przenoszo-
no do probéwek polietylenowych.

Nastgpnie ponownie je wirowano przy 2 500 obr./min
przez 20 min.

Osad krwinek ptytkowych zawieszano w buforze
o sktadzie 0,14 M NacCl, 0,01 M Tris — HCI pH 7,4,
0,005 M glukoza i 0,001 M EDTA. Liczbg uzyskanych
krwinek ptytkowych liczono w komorze Biirkera i ozna-
czano ich hematokryt. Mikroskopowo oceniano réwniez
stopien zanieczyszczenia uzyskanego osadu krwinek in-
nymi elementami morfotycznymi peinej krwi. Nie prze-
kraczat on 0,01% [20].

Oznaczanie aktywnosci
proteaz lizosomalnych

Katepsyna G E.C.3.4.21.20 [21]

Substratem jest ester aminokwasowy -2-naftolu, ben-
zoilo-fenyloalanylo-2-naftolo ester (Sigma) (5 mg na
1 ml DMSO). Dziataniem enzymu zostaje uwolniony 2-
naftol, ktéry z solg dwuazoniowg daje barwny produkt
o maksimum pochtaniania przy Es,, nm.

Katepsyna D E.C.3.4.23.5 [21]

Proteazy rozktadaja azokazeing przy r6znych warto-
Sciach pH.

Uwalniane azopeptydy sg rozpuszczalne w TCA
w przeciwienstwie do nieroztozonej azokazeiny. Bada-
nie wykonywano przy uzyciu substratu, jakim byta 2%
azokazeina (Sigma) w buforze octanowym.

Proteazy tiolowe E.C.3.4.22.15[21]
Metodyka oznaczeri jak w przypadku katepsyny D.

Katepsyna B E.C.3.4.22.1 [22]
Katepsyna B oraz H rozktada benzoilo-DL-arginilo
p-nitroaniling, ktéra w Srodowisku zasadowym posiada
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intensywne zabarwienie z6ite przy 405 nm. Substratem
byt: 20 mM BAPNA (N-alfa-Benzoyl-DL-arginine-p-
-nitroanilide) (Sigma) w DMSO.

Wyniki aktywnosci enzyméw podawano w U/mg
biatka. Biatko w badanym materiale oznaczano metoda
Lowry’ego [23].

Opracowanie statystyczne wynikow

Analize statystyczng uzyskanego materiatu faktogra-
ficznego prowadzono w nastepujacych grupach — wg
schematéw:

1. Por6wnanie wieku os6b z grupy odniesienia i grupy
badanej: test t-Studenta dla préb niezaleznych (wyni-
ki spetniaty cechy rozktadu normalnego) [24]. Poréw-
nywano wg schematu:

O:Kvs M
B:KvsM
Ovs B:K
Ovs B:M
O vs B: razem.

2. Ocena stopnia nasilenia procesu chorobowego wg ska-
li SCORAD: opisowa analiza logiczna.

3. Ocena poréwnawcza aktywnosci badanych enzyméw
u 0s6b z grupy odniesienia i badanej: test U Manna-
-Whitney’a (wyniki nie spetniaty cech rozktadu normal-
nego). Poréwnywano wg schematu:

O:Kvs M
B:KvsM
Ovs B:K
Ovs B:-M
O vs B: razem.

4. Grupa badana — poréwnanie aktywnosci badanych en-
zym6w w odniesieniu do wartosci wskaznika SCO-
RAD 40 < vs £40: test U Manna-Whitney’a [24] (wy-
niki nie spelniaty cech rozktadu normalnego). Poréw-
nywano wg schematu:

B:40 SCORAD < vs <40 SCORAD:M

B:40 SCORAD < vs <40 SCORAD:K

B:40 SCORAD < vs <40 SCORAD: razem.
5. W ocenie znamiennosci statystycznej roznic przyjeto:

p<0,05 - roéznica znamienna

p<0,01 —rdznica znamienna

p<0,005 — réznica wysoce znamienna

p<0,001 — réznica wysoce znamienna

Wyniki badan

Badania kliniczne

W grupie badanej, wartos¢ wskaznika SCORAD do
40 punktéw dotyczyta 52,24% chorych, a wartos¢ po-
wyzej 40 punktéw — 47,76% chorych; w obydwu przy-
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Tab. 2. Badanie kliniczne: stopien nasilenia procesu cho-
robowego AZS wg skali SCORAD

Grupa Stopien Pleé¢ Liczebnosé
osobowa | ciezkosci
choroby N %
atopowe SCORAD K 20 29,85
zapalenie | do 40 punktéw
- 15 22,39
skory
razem 35 52,24
SCORAD K 17 25,37
powyzej M 15 22,39
40 punktéw razem 32 47,76
RAZEM 67 100

padkach bez znaczacych réznic pomiedzy kobietami
i mgzczyznami (tab. 2.).

Badania laboratoryjne

W grupie odniesienia, u kobiet w poréwnaniu do mez-
czyzn, aktywnos$¢ katepsyny G byta znamiennie (p<0,05)
nizsza, w grupie badanej — znamiennie (p<0,05) wyzsza.

W grupie badanej — w poréwnaniu do grupy odnie-
sienia — aktywnos¢ katepsyny G u kobiet byta znamien-
nie (p<0,05) wyzsza, natomiast u me¢zczyzn i w catych
grupach osobowych bez réznic istotnych (ryc. 1.).

W grupie badanej — w poréwnaniu do grupy odnie-
sienia — zaréwno u kobiet, m¢zczyzn, jak i w catych gru-
pach osobowych, aktywnos¢ katepsyny D nie wykazy-
wala réznic istotnych (ryc. 2.).

U kobiet, w poréwnaniu do me¢zczyzn, aktywnos¢
katepsyny B w grupie badanej byta znamiennie (p<0,05)
nizsza, w grupie odniesienia — bez réznic znamiennych.

W grupie badanej, w poréwnaniu do grupy odniesie-
nia, aktywnos¢ katepsyny B u kobiet byta znamiennie
(p<0,05) nizsza, u m¢zczyzn — znamiennie (p<0,05)
wyzsza, w catych grupach osobowych — bez réznicy
istotnej (ryc. 3.).

W grupie badanej, w poréwnaniu do grupy odniesie-
nia, aktywnos¢ katepsyn tiolowych u kobiet, m¢zczyzn,
jak i w calej grupie osobowej nie wykazywata réznic
znamiennych (ryc. 4.).

Analiza zaleznosci
wynikow badan laboratoryjnych
od wynikéw badan klinicznych

Aktywnos¢ katepsyny G u kobiet z wartoscig wskaz-
nika SCORAD powyzej 40, w poréwnaniu do kobiet
z wartoscig wskaznika SCORAD ponizej 40, byta zna-
miennie (p<0,05) nizsza; u m¢zczyzn nie wykazywala réz-
nicy istotnej. Aktywnos¢ katepsyny G w catej grupie cho-
rych ze wskaznikiem SCORAD powyzej 40, w poréwna-
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Ryc. 1. Badania laboratoryjne: aktywnos¢ katepsyny G

Analiza statystyczna wynikéw

Aktywnos¢ katepsyny G — wartosci liczbowe

test U Manna-Whitney’a

poréwnywane grupy wartos¢ poziom zna-

testu miennosci réznic

O:Kvs M U=-3,16 p<0,05
B:Kvs M U=3,01 p<0,05
OvsB K U=341 p<0,05
M U=2,61 p>0,05
razem 7=2,11 p>0,05
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Ryc. 2. Badania laboratoryjne: aktywnos¢ katepsyny D

Analiza statystyczna wynikéw

Aktywnosé katepsyny D — wartosci liczbowe

test U Manna-Whitney’a

poréwnywane grupy wartos¢ poziom zna-

testu miennosci réznic

O:Kvs M U=-2,44 p>0,05
B:Kvs M U=-2,01 p>0,05
OvsB K U=-0,66 p>0,05
M U=-0,78 p>0,05
razem 7=-0,81 p>0,05
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Ryec. 3. Badania laboratoryjne: aktywnos$¢é katepsyny B

Analiza statystyczna wynikéw

Aktywnos¢ katepsyny B — wartosci liczbowe

test U Manna-Whitney’a

poréwnywane grupy wartos¢ poziom zna-

testu miennosci réznic

O:KvsM U=1,08 p> 0,05
B:Kvs M U=-3,11 p<0,05
OvsB K U=3,21 p<0,05
M U=-3,44 p<0,05
razem 7=2,11 p>0,05
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;ifffi GRUPA ODNIESIENIA (O)
0,500 ;=30

0,450 p— -— -
0,400
0,350
0,300
0,250
0,200
0,150

0,100
[] 01650450 0,171-0461 0,165-0461 0,170-0,432  0,160-0,470  0,160-0,470
E 3 0,225 0,220 0,235 0,260 0,227 0,200
€ 02760071 0231+0,063 0,251+0,065 0,249+0,051 0,201+0,060 0,223+0,051

GRUPA BADANA (B)
n,=30  ny=67

n;=16 n,=14 n;=37

[] minimum-maks., % Me, X+SD: kobiety, mezczy7ni,

Analiza statystyczna wynikéw

Aktywnos¢ katepsyn tiolowych — wartosci liczbowe

test U Manna-Whitney’a

poréwnywane grupy wartos¢ poziom zna-

testu miennosci réznic

O:Kvs M U=1,88 p>0,05
B:Kvs M U=-2,11 p>0,05
OvsB K U=1,46 p>0,05
M U=2,03 p>0,05
razem 7=1,94 p>0,05

Ryc. 4. Badania laboratoryjne: aktywnos¢ katepsyn tiolowych

niu do calej grupy chorych ze wskaznikiem SCORAD po-
nizej 40, byta znamiennie (p<0,05) nizsza (ryc. 5.).

Aktywnos¢ katepsyny D u kobiet z wartoscig wskaz-
nika SCORAD powyzej 40, w poréwnaniu do kobiet
z wartoscig wskaznika SCORAD ponizej 40, byta zna-
miennie (p<0,05) wyzsza; u m¢zczyzn — bez réznic
istotnych. Aktywnos¢ katepsyny D w calej grupie oso-
bowej z wartoscig wskaznika SCORAD powyzej 40
w poréwnaniu do calej grupy chorych z wartoscia
wskaznika SCORAD ponizej 40, byta znamiennie
(p<0,01) wyzsza (ryc. 6.).

Aktywnos¢ katepsyny B u chorych z wartoscig wskaz-
nika SCORAD powyzej 40, w poréwnaniu do chorych
z wartoscig wskaznika SCORAD ponizej 40, u kobiet
i w calej grupie byta znamiennie (p<0,05) wyzsza, nato-
miast u m¢zezyzn znamiennie (p<0,05) nizsza (ryc. 7.).

U/mg
biatka =40 40<

1407 1,220
130
120
110
100
90
80
70
60

[] 83,75-130,27 86,27-121.40 83,75-130,27 83,75-108,90 91,34-130,27 83,75-130,27
E 3 108,47 91,27 95,46 88,46 110,46 94,65
@ 99.64x2268 10530+1846 100,42+20,34 85201647 100,37+20,45 90,27+18,67

n,=15 n3=35 n;=17 n,=15 ny=32

[] minimum-maks., % Me, ¢ X+SD: kobiety, mezczyz7ni,

Aktywnos¢ katepsyn tiolowych w grupie oséb
z warto$cig wskaznika SOCRAD powyzej 40, w po-
réwnaniu do chorych z wartoscig wskaznika SCORAD
ponizej 40 (oddzielnie kobiet, m¢zczyzn i w catych
grupach osobowych) nie wykazywata r6znic znamien-
nych (ryc. 8.).

Omoéwienie wynikow

W ostatnim czasie coraz cze¢sciej przedmiotem licz-
nych badan jest udziat ptytek krwi w wielu procesach
immunologicznych ustroju, zwtaszcza o charakterze
przewlektym. Z dotychczasowych badar wynika, ze ak-
tywnos¢ trombocytéw w przebiegu AZS jest bezsporna.
W procesie alergicznego zapalenia ptytki krwi sg akty-
wowane przez szereg mediatoréw: PAF, serotoning,

Analiza statystyczna wynikéw

Aktywnos$¢ katepsyny G — wartosci liczbowe

test U Manna-Whitney’a
porownywane grupy wartosé poziom zna-
testu miennosci réznic
U=3,41 p<0,05
SCORAD:
<40 VS 40< M U=1,34 p>0,05
razem 7=322 p<0,05

Ryec. 5. Grupa badana — analiza zaleznosci wynik6w badan laboratoryjnych od wynikéw badan Kklinicznych: aktywnos¢
katepsyny G a stopien nasilenia procesu chorobowego wg skali SCORAD
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<40 40<
n;=20 n,=15 n;=35 n;=17 n,=15 ny=32 . o,
Ulmg Analiza statystyczna wynikéw
biatka
1,000 : Aktywnosé katepsyny D — wartosci liczbowe
0,900 - = ; = test U Manna-Whitney’a
0,800 i 6 ” .
' + porownywane grupy warto$¢ poziom zna-
0,700 ' k testu miennosci réznic
0,600 | U=-3,49 p<0,05
0500 : SCORAD:
’ | <40VS40< M U=1,05 p>0,05
04001 || =
: razem 7=4,06 p<0,01
0,300
[] 0399-0910 0446-0.861 0399-0910 0448-0.910 0.410-0,880 0.410-0,910
% 0570 0,640 0575 0,750 0,710 0,745

€ 064420210 0,710£0,190 0,624+0,195 0,770+0,244  0,685+0,199 0,807+0,255

[] minimum-maks., % Me, X+SD: kobiety, mezczy7ni,

Ryec. 6. Grupa badana — analiza zalezno$ci wynikow badan laboratoryjnych od wynikéw badan klinicznych: aktywnos¢
katepsyny D a stopien nasilenia procesu chorobowego wg skali SCORAD

MBP, MPO, trombing¢ [25, 26]. Ponadto zauwazono, ze
sg one dodatkowo pobudzane przez czastki IgE, reagu-
jace ze znajdujacym si¢ na ich powierzchni receptorem
Fce(RII [27]. W wyniku tych proceséw trombocyty ule-
gajg wzmozonej agregacji, uwalniajg wolne rodniki,
a takze wydzielaja szereg enzyméw. I tak stwierdzono
wzmozong czynnos¢ wydzielniczg w pobudzonych ptyt-
kach, m.in. z ziarnistosci zbitych (histamina, serotoni-
na), czy tez ziaren o (PF4, selektyna P) [5, 28]. W do-
tychczas opublikowanych pracach nie udato si¢ odszu-
ka¢ jakichkolwiek doniesien dotyczacych sekrecji
enzymoéw z lizosomow plytek krwi, mimo ze uwalniane

enzymy lizosomalne sg waznym wskaznikiem aktywno-
$ci biologicznej komoérki w przewlektym zapalnym pro-
cesie chorobowym [29].

W warunkach fizjologicznych hydrolazy i proteazy
utrzymywane sg w stanie spoczynku, zamknigte struk-
turami blonowymi lizosoméw, stanowig tym samym
potezny tadunek enzymatyczny. Wszelkie procesy po-
wodujace rozpad komorki lub jej uaktywnienie desta-
bilizujg blony lizosomalne, powodujac uwolnienie
i uaktywnienie nagromadzonych enzyméw do wnetrza
komorki i poza struktury komérkowe; w ten sposdb
rozpoczynaja kaskade proceséw biochemicznych.

g/'l'l'(g <40 40< Analiza statystyczna wynikéw
1atka
16007 m=20 n,=15 =35, m=l7 n,=15 ;=32 Aktywnosé katepsyny B — wartosci liczbowe
1400 : test U Manna-Whitney’a
1200 i porownywane grupy wartosé poziom zna-
! testu miennosci réznic
1000 i
E U=-3,14 p<0,05
800 ; SCORAD:
i <40 VS 40< M U=3,28 p<0,05
600 !
: razem Z=-3,99 p<0,05
400
(] 655.30-1 410,60 715,801 337,46 655,30-1 410,60 72846-139140 655,30-1 410,60 635,30-1 410,60
k813 835,46 951,44 835,30 900,36 84737

@ 86644£19646  956,80+201.40 906,42+18546 966,43+20340  83946x18546  91346+194,30

[] minimum-maks., % Me, ¢ X+SD: kobiety, m¢zczyz7ni,

Ryec. 7. Grupa badana — analiza zaleznosci wynik6w badan laboratoryjnych od wynikéw badan Kklinicznych: aktywnos¢
katepsyny B a stopien nasilenia procesu chorobowego wg skali SCORAD
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e <40 40< Analiza statystyczna wynikow
0,500 m=20 ny=15 =35 1 n=17 =15 ;=32 Aktywno$é katepsyn tiolowych — wartosci liczbowe

i test U Manna-Whitney’a
0,400 1 )

: porownywane grupy wartos¢ poziom zna-

: testu miennosci réznic
0,300 : {

: U=-0,99 p>0,05

1 SCORAD:
0,200 : * <40VS40< M U=0,77 p>0,05

! o razem 7=0,11 p>0,05
0,100

[] 0,166-0,404 0,170-0,440 0,166-0,440 0,160-0,470 0,177-0,440 0,160-0,470
E 3 0,221 0,207 0,210 0,227 0,199 0,225
€ 0201x0,050 0,207+0,062 0,221+0,059 0,268+0,049 0,288+0,035 0,217+0,048

[] minimum-maks., % Me, X+SD: kobiety, mezczy7ni,

Ryc. 8. Grupa badana - analiza zaleznosci wynikéw badan laboratoryjnych od wynikéw badan klinicznych: aktywnos¢
katepsyn tiolowych a stopien nasilenia procesu chorobowego wg skali SCORAD

Wsréd zbadanych enzyméw obserwuje si¢ znamien-
ny statystycznie spadek pozioméw katepsyny D (u ko-
biet) w stosunku do odpowiedniej grupy odniesienia.

Wyniki potwierdzaja, ze ptytki krwi odgrywajg role
w patogenezie AZS, co jest zgodne z wieloma wcze-
$niejszymi badaniami, udowadniajacymi udziat trombo-
cytéw w nasileniu procesu zapalnego, odpowiedzialne-
g0 za wystepowanie objawdOw atopowego zapalenia sko-
ry [27, 30-37]. Gdyby aktywnos¢ wszystkich zbadanych
enzymow utrzymywala si¢ na niezmiennym statystycz-
nie poziomie, mozna by zastanawiac si¢, czy procesy
ustrojowe inicjowane lub kontynuowane przez ptytki
krwi stanowig znaczacy czynnik patogenetyczny AZS.

Zmiany aktywnosci enzymatycznej lizosoméw, kt6-
ra ulega nasileniu u chorych z bardziej zaawansowanym
procesem chorobowym, wskazujg jednoczesnie na udziat
enzyméw produkowanych przez te organelle w przebie-
gu AZS.

Z rezultatéw badan wiasnych trudno jednakze wy-
ciggnaé oczywiste wnioski, tym bardziej, ze nie mozna
positkowac si¢ wynikami doswiadczen innych autoréw
dotyczacych tego lub zblizonych zagadnien. Nalezy wiec
rozwazy¢ dwie r6znigce si¢ hipotezy:

D jedng z przyczyn powstawania i rozwoju AZS moze
by¢ pierwotny defekt procesu syntezy i aktywacji en-
zyméw lizosomalnych w ptytkach krwi;

lub:

D obnizenie aktywnosci N-acetyloglikozaminidazy,
B-glukuronidazy lizozymu i kwasnej fosfatazy w lizo-
somach plytek krwi u chorych na AZS jest zwigzane
z labilizacja bton lizosomalnych i nadmiernym uwalnia-
niem tych enzyméw do wngtrza trombocytu, a nastep-
nie poza komodrke (wprost proporcjonalnie do stopnia
nasilenia procesu chorobowego) oraz z angazowaniem

Postepy Dermatologii i Alergologii XXI; 2004/4

tych enzyméw w wiele proceséw biologicznych i zuzy-
waniem lizosomalnych zapaséw badanych enzymoéw.

Interesujgcym zagadnieniem sg statystycznie znamien-
ne: wzrost aktywnosci katepsyny G w ptytkach pobra-
nych od chorych kobiet oraz wzrost aktywnosci katepsy-
ny B u chorych me¢zczyzn w stosunku do grup odniesie-
nia. Interpretacja tego zjawiska nie jest jednoznaczna.
Poréwnujac aktywnos¢ tych enzyméw u chorych z war-
toscig wskaznika SCORAD powyzej 40 w stosunku do
0s6b z wartoscig wskaznika ponizej 40 okazuje sie, ze za-
réwno katepsyna G u kobiet, jak i katepsyna B u mez-
czyzn z bardziej zaawansowanym procesem chorobowym
osiagaja wartosci znamiennie nizsze. Mozna zatem przy-
puszczad, ze katepsyny G i B z lizosomow ptytek krwi
rozpoczynaja swoj udzial w procesie chorobowym nieco
pbZniej w stosunku do enzymoéw znacznikowych. Dlate-
go u chorych z mniejszym nasileniem choroby wykazu-
ja znamienny wzrost aktywnosci. Gdy juz proces jest
utrwalony i nasilony, moze wtérnie dochodzi¢ do wyczer-
pania enzymatycznego lizosoméw ptytkowych.

U chorych z duzym nasileniem procesu chorobowe-
g0, opisywanym wartosciami wskaznika SCORAD prze-
kraczajgcymi 40, bardzo charakterystyczny jest spadek
aktywnosci katepsyny G, z jednoczesnie obserwowa-
nym wzrostem aktywnosci katepsyny D i B. Wynika
7 tego, ze poziomy wymienionych enzyméw lizosomal-
nych w ptytkach krwi moga by¢ wskaznikiem stopnia
cigzkosci atopowego zapalenia skory.

Obserwowany wzrost aktywnosci niektérych enzy-
méw lizosomalnych w ptytkach (katepsyna G, D i B)
wynika¢ moze takze z obecnosci u czesci chorych nie
stwierdzonych w badaniu lekarskim utajonych infekcji,
ktére mogg odgrywac znaczgcg role w etiopatogenezie
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AZS. Drobnoustroje mogg dodatkowo pobudzaé proces
syntezy i uwalniania enzyméw lizosomalnych [38—41].

W przeprowadzonych badaniach zwracaja uwage,
wspominane juz, charakterystyczne zmiany aktywnosci
niektérych enzyméw lizosomalnych, obserwowane u cho-
rych w zaleznosci od pici. I tak poziomy lizozymu, katep-
syny G czy D znamiennie ulegajg obnizeniu lub podwyz-
szeniu jedynie w grupie badanych kobiet. W badaniach
aktywnosci katepsyny B, zaréwno u 0séb ze wskaznikiem
SCORAD ponizej, jak i powyzej 40, obserwowane wyni-
ki w poréwnywalnych grupach kobiet i mezczyzn sg od-
mienne. Moze to swiadczy¢ o tym, ze duzy wplyw na wy-
dzielanie i udziat w procesach biologicznych niektérych
enzymdéw majg hormony piciowe. Najnowsze badania Ki-
riyama i wspétpracownikéw udowadniajg wyraZne za-
ostrzenie procesu chorobowego u 47% kobiet z AZS w ty-
godniu poprzedzajacym menstruacjg [42—44].

Z przeprowadzonych badari wiasnych wynika, ze sta-
bilizacja bton lizosomalnych, powodowana czynnikami
farmakologicznymi, moze mie¢ duze znaczenie w kon-
trolowaniu choroby. Z jednej strony nalezy poszukiwac
lekéw zmniejszajacych procesy i czynniki aktywujace
ptytki krwi, a wigc zwigzkéw blokujacych wydzielanie
Iub wigzanie PAF, serotoniny czy innych agonistow trom-
bocytarnych (np. stosowany wiele lat nedokromil sodu).
Z drugiej strony nalezatoby doswiadczalnie testowaé me-
tody lecznicze, prowadzace bezposrednio do stabilizacji
bton lizosomalnych. Dzialanie takie mogloby sprzyjaé
zmniejszaniu nasilenia stanu zapalnego, hamowaniu pro-
cesu uszkadzania naczyn, obnizaniu stopnia wykrzepia-
nia, regulacji tworzenia zwigzkéw typu kinin, czy unika-
niu degradacji struktur btonowych. Srodki farmakologicz-
ne lub metody lecznicze, stabilizujace btony lizosomalne,
moglyby tez wpltywac na zwigkszenie stanu odpornosci
organizmu, zmniejszajac zwlaszcza zapadalnos¢ na prze-
wlekle infekcje, bardzo czesto wiklajace proces chorobo-
wy, utrudniajace leczenie i pogarszajace rokowanie.

Przywracaniem stabilnosci blonom lizosomalnym moz-
na m.in. thumaczy¢ skutecznos¢ kliniczng uznanych lekow,
takich jak nedokromil sodu czy ketotifen, ale w tym pro-
cesie tkwi réwniez nadzieja na lepsze efekty lecznicze sub-
stancji dopiero testowanych (np. ZK 118.182) [45-48].

W zwigzku z brakiem mozliwosci poréwnania tych ba-
dari z innymi, bardziej szczegbtowe i pewniejsze odpowie-
dzi na pytanie o role ptytkowych enzyméw lizosomalnych
w patogenezie AZS mogga da¢ kolejne prace badawcze.
I tak w kolejnych etapach, najlepiej u tych samych cho-
rych, nalezatoby zbada¢ poziomy identycznych enzymow
lizosomalnych, znajdujacych si¢ w stanie niezwigzanym
w surowicy krwi. Wskazanym bytoby oczywiscie moni-
torowanie wielkosci badanych wartosci, w zaleznosci od
stopnia nasilenia objawéw chorobowych. Znamiennie pod-
wyzszona aktywnos¢ tych enzyméw stanowitaby potwier-
dzenie hipotezy o wyczerpywaniu sig ich zapaséw lizoso-
malnych w ptytkach krwi w przebiegu choroby.
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Wspominano juz o koniecznosci wyodrgbnienia
wsréd badanych chorych grupy z niewielkim nasileniem
objawéw chorobowych. By¢ moze nalezaloby tez zwr6-
ci¢ uwage na faz¢ cyklu miesigczkowego badanych ko-
biet w dniu pobierania materiatu.

Jednoczesne badania aktywnosci enzymoéw lizosomal-
nych ptytek krwi rodzicéw chorych (oczywiscie z zaloze-
niem niewystepowania u nich czynnych objawéw klinicz-
nych choréb z kregu atopii) datyby by¢ moze odpowiedz
na pytanie: czy uszkodzenie cyklu przemian enzymatycz-
nych w lizosomach trombocytéw nie jest jedng z pierwot-
nych przyczyn wystepowania i zaostrzania si¢ choroby (na-
lezatoby wtedy myslec o jakims defekcie genetycznym).

Reasumujac, uzyskane wyniki badar potwierdzaja
udziat ptytek krwi w patogenezie AZS. Przewlekly i nasi-
lony proces zapalny prowadzi do destabilizacji bton lizo-
somalnych i ucieczki wielu enzymoéw na zewnatrz blony
komoérkowej. To z kolei prawdopodobnie skutkuje wtér-
nym uszkodzeniem komérek i tkanek oraz zmniejszeniem
odpornosci na infekcje. Jednoczesnie okazuje si¢, ze ak-
tywnos¢ niektérych enzyméw lizosomalnych w plytkach
moze stuzy¢ jako wskaznik ciezkosci choroby.

Whnioski

1. W patogenezie atopowego zapalenia skéry wazng ro-
le odgrywaja procesy zwigzane z aktywnoscig enzy-
méw lizosomalnych ptytek krwi.

2. Przewlekty 1 nawrotowy charakter atopowego zapa-
lenia skoéry prowadzi¢ moze do wyczerpania enzyma-
tycznego lizosomow ptytkowych, o czym Swiadczy
spadek aktywnosci niektérych badanych enzymoéw
w ptytkach krwi chorych.

3. Dla chorych ze znacznym stopniem nasilenia proce-
su chorobowego (SCORAD powyzej 40) charaktery-
styczny jest spadek katepsyny G z jednoczesnie ob-
serwowanym wzrostem aktywnosci katepsyny D i B.
Aktywnos¢ tych enzyméw moze stanowi¢ wskaznik
stopnia cigzkosci AZS.

4. Wspoétczesne metody leczenia atopowego zapalenia
skéry powinny w wigkszym stopniu uwzglednia¢ me-
chanizmy zwigzane ze stabilizacjg bton lizosomalnych
plytek krwi — komérek zaangazowanych w patogene-
ze procesu chorobowego.
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