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Streszczenie

W pracy przedstawiono budowe, funkcje, rozmieszczenie i podziat mastocytéw w zaleznosci od wytwarzanych
proteaz. Opisano mechanizm aktywacji i degranulacji tych komoérek, wytwarzane i uwalniane przez nie substancje
czynne oraz wpltyw czynnikéw zewnetrzych i wytwarzanych przez organizm zwiazkéw na aktywno$¢ mastocytow.
Wyjasniono potencjalng role komorek tucznych w patogenezie wielu choréb, takich jak: miazdzyca, procesy za-
palne. Obszernie opisano izoformy, funkcje i role proteazy serynowej — tryptazy, ktora jest uwalniana w procesie
degranulacji komorki tucznej w wielu chorobach: astmie oskrzelowej, idiosynkrazji aspirynowej, anafilaksji syste-
mowej. Zwrécono uwage na metody oznaczania i réznice czulosci pomiaréw stezenia tryptazy w surowicy z za-
stosowaniem réznych metod: radioimmunologicznych i ELISA. Przedstawiono wptyw czynnikéw fizycznych
i chemicznych na stabilno$¢ budowy i aktywnos¢ tego enzymu, zwigzane z tym nastepstwa w oznaczaniu stgzenia
tryptazy w surowicy oraz mozliwos¢ stosowania inhibitoréw enzymu w leczeniu niektérych choréb. Wyjasniono
budowe, miejsce wystgpowania, sposéb i efekt aktywacji receptorow przez tryptaz¢. Wykazano przewage oznacza-
nia tryptazy w surowicy w poréwnaniu z histaming w celu badania aktywacji mastocytéw (Adv Clin Exp Med
2006, 15, 5, 905-909).
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Abstract

In this article was introduced structure, functions, localisation and division of mast cells in dependence on produ-
ced proteases. It was described mechanism of activation and degranulation of these cells, production and liberation
by it an active substances as well as effect of external agents and substances produced by the organism on mast
cells activity. It was explained the potential role of mastocytes in pathogenesis many diseases such as: arterioscle-
rosis, inflammatory processes. It was also described types, functions and role of tryptase, which is released in pro-
cess of mastocyte degranulation in many diseases: bronchial asthma, aspirin idiosyncrasy, systemic anaphylaxis. It
was paid attention to methods of designation differences of sensitivity of measurement tryptase concentration in
serum using many methods: radioimmuno assays and ELISA assays. It was introduced effect of physical and che-
mical agents on stability of structure and activity of this enzyme, connected with consequences in assay of trypta-
se concentration in serum and possibility of usage enzyme inhibitors in treatment some diseases. It was explained
structure, place of occurrence manner and effect of receptor activation by the tryptase. It was showed superiority
tryptase assay in serum in comparison from histamine in aim of investigation of mast cell activation (Adv Clin
Exp Med 2006, 15, 5, 905-909).
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Udziat mastocytéw w reakcjach alergicznych
typu I wedlug Gella i Coombsa byt od dawna dobrze
udokumentowany. Przez wiele lat brakowato dowo-
déw, ze komorki te mogg by¢ zaangazowane w pa-
togeneze innych stanéw chorobowych. Wykazanie
jednak syntezy i uwalniania licznych cytokin oraz

proteaz serynowych przez te komoérki spowodowato
ponowne rozpatrzenie tego pogladu i zakwalifiko-
wanie mastocytéw do kregu istotnych ogniw pato-
genetycznych wielu choréb o podlozu zapalnym.
Mastocyty sg rozprzestrzenione w catym orga-
nizmie. Mozna je znaleZz¢ w skorze, btonie Sluzo-
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wej nosa, ptucach, migdatkach czy jelicie [1, 2].
Populacja mastocytow nie jest w pelni jednorodna.
Wsréd nich sq komérki zawierajace tylko tryptaze
(MCy) oraz majace obie proteazy, tj. tryptazg
i chymaze (MCrc). Mastocyty MCr mozna znalez¢é
w Scianie pecherzykéw plucnych, MCrc natomiast
znajdujg si¢ w skorze, naczyniach krwionosnych
1 warstwie podsluzowej jelit [3].

Proces uwalniania substancji z ich magazy-
néw w ziarnistosciach okresla si¢ terminem ,,de-
granulacja”. Aktywacja mastocyta moze by¢ wy-
wotlana zaréwno na drodze immunologicznej, jak
i nieimmunologicznej. Pierwsza z drég moze si¢
odbywa¢ w dwojaki sposéb: w mechanizmie za-
leznym oraz niezaleznym od przeciwcial klasy
IgE. Mastocyty majg na btonie komoérki receptory
dla tych przeciwcial. Przylaczenie wzajemnie si¢
uzupelniajacego przeciwciata do receptora btono-
wego mastocyta i nastepnie kontakt z alergenem
powoduje degranulacj¢ komorki [2, 3]. Wiele nie-
swoistych bodZcow moze jednak takze wywotaé
uwolnienie z komorki jej mediatoréw. Nalezy tu
wymieni¢ takie, jak: uraz, wysoka temperatura
i toksyny. Poza tym mastocyty skory, migdatkow
oraz jelita mogg by¢ aktywowane przez: substan-
cje P, naczynioaktywny peptyd jelitowy (VIP — va-
soactive intestinal peptide), sktadowe komple-
mentu Cs,, C;,, somatostatyng, morfing, gtéwne
biatko zasadowe (MBP — major basic protein),
czynnik aktywujacy ptytki (PAF — platelet activa-
ting factor), czynnik ptytkowy 4 (PF4 — platelet
factor 4), lipidy o bardzo matej gestosci (VLDL —
very low density lipoprotein) [3, 4].

W cytoplazmie mastocyta znajdujg si¢ liczne
ziarnistosci zasadochtonne, wewngtrz ktérych moz-
na znaleZ¢ takie substancje, jak: histaming, seroto-
ning, glikozaaminoglikany, peroksydazg, dysmuta-
z¢ ponadtlenkowa, czynniki chemotaktyczne dla
eozynofiléw (ECF — eosinophil chemotactic fac-
tor), neutrofiléow (NCF — neutrophil chemotactic
factor), tryptazg, chymazg, heparyng oraz liczne cy-
tokiny. Wsréd tych ostatnich mozna wyr6znic inter-
leukiny — IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-9, IL-10,
IL-13, IL-16, IL-18 IL-25 oraz granulocytarno-ma-
krofagowy czynnik pobudzajgcy wzrost kolonii
(GM-CSF - granulocyte macrophage colony-sti-
mulating factor), a takze czynnik martwicy guza al-
fa (TNF-O — tumor necrosis factor alpha) [1, 4, 5].

Najdtuzej znanym mediatorem preformowa-
nym mastocyta jest histamina. Powstaje z histydy-
ny w aparacie Golgiego, skad jest transportowana,
a nastgpnie magazynowana w postaci zjonizowanej
z kwasem glukozaminoglikanowym. Moze by¢
uwalniana takze przez bazofile, komoérki prezentu-
jace antygen i przez bakterie [3]. Skutki dzialania
histaminy sg zwigzane z pobudzeniem przez nig re-
ceptorow histaminowych H;, H,, Hs, H, [4].

Pobudzone mastocyty wytwarzajg de novo ei-
kozanoidy oraz czynnik aktywujacy plytki. Skut-
kiem aktywacji mastocyta na drodze immunolo-
gicznej jest odszczepianie kwasu arachidonowego
z fosfolipidow blonowych. Zwigzek ten jest na-
stepnie przeksztatcany na drodze dwdch niezalez-
nych szlakéw metabolicznych do prostaglandyny
D, (PGD, — prostaglandin D) i leukotrienu C,
(LTC, — leukotriene C,). S to gtdwne eikozanoi-
dy wytwarzane przez ludzkie mastocyty [4, 5].

Z wymienionych wyzej proteaz znajdowanych
w mastocytach tylko tryptaza moze stuzy¢ jako
swoisty marker degranulacji tej komoérki [3, 4, 6].
Tryptaza nalezy do grupy neutralnych proteaz sery-
nowych, o masie czgsteczkowej 134 kDa. Jej gen
kodujacy znajduje si¢ na chromosomie 16 [3, 7].
Enzym ten wystepuje w dwoch gtéwnych formach:
jako O-tryptaza oraz [-tryptaza. Ich sekwencja
aminokwasow jest w 90% taka sama. O-tryptaza
moze wystgpowac jako jeden z dwoch izoenzy-
mow: a1 i a2, B-tryptaza natomiast ma trzy izoen-
zymy oznaczone jako B1, 32 i 33. W warunkach fi-
zjologicznych we krwi wykrywa sie jedynie d-pro-
tryptaze. Jest ona uwalniana konstytutywnie przez
mastocyty w formie nieaktywnej [3].

Uwalnianie tryptazy po aktywacji komorki
zachodzi réwnolegle do wydzielania histaminy
[8]. Aby tryptaza byta aktywna, musi wystgpo-
waé w formie tetrameru. Forma ta jest stabilizo-
wana dzigki heparynie [7, 8], ktéra stabilizu-
je tryptaze w neutralnym pH oraz chroni przed
dziataniem biologicznych inhibitoréw proteaz
serynowych, takich jak: inhibitor o,-proteinazy,
0,-makroglobulina, aprotynina [3]. Tryptaza wy-
kazuje najwigkszg aktywnos¢ w pH 6, czyli
w tkankach niedotlenionych, optymalna tempe-
ratura natomiast to 22—-37°C. Przy braku hepary-
ny w obojetnym pH tetrametr tryptazy, majgcy
duzg aktywnos¢ biologiczng, przechodzi bardzo
szybko w form¢ monomeru, ktéry jest nieaktyw-
ny. Gdy nie ma heparyny, tryptaza zachowuje
swoja aktywnos¢ w pH kwasnym w tkankach
niedotlenionych. W zwigzku z tym aktywnos¢
proteazy pozostaje w Scistym zwigzku z funkcjg
heparyny [8].

Tryptaza oraz biatka o duzym ci¢zarze czgs-
teczkowym podlegajg procesowi pinocytozy do
wnetrza komoérki. Pinocytoza moze tez dziata¢ na
zewnatrz i degradowac biatka powierzchniowe, ta-
kie jak kanaty lub modulatory kanatowe [5].

Ostatnie lata przyniosty wiele nowych badan
i informacji na temat roli tryptazy i innych proteaz
serynowych i ich wptywu na receptor PAR-2 (pro-
teinase-activated receptor). Rozpoznano 4 typy
receptoréw PAR (PAR-1, PAR-2, PAR-3 i PAR-4).
Naleza one do rodziny receptorow zwigzanych
z biatkiem G [9, 10].



Tryptaza w chorobach alergicznych i zapalnych

907

Obecnos¢ receptora PAR-2 wykazano w tkan-
kach nabtonka, srédbtonka i migsniach gtadkich,
ktére odgrywaja wazna, fizjologiczng role w regu-
lacji wielu uktadéw biologicznych, w tym: serco-
wo-naczyniowego, pokarmowego, oddechowego,
obwodowego uktadu nerwowego skory, nerek
1 gruczotéw wydzielniczych [9, 11].

Aktywacja receptora PAR wigze si¢ z przyla-
czeniem ligandu po wczesniejszym odszczepieniu
kilku aminokwaséw z N-koncowego taiicucha re-
ceptora przez takie enzymy, jak: tryptaza, trypsyna
oraz przez aktywny czynnik krzepnigcia VIla i Xa
[12, 13].

Przez biatko G jest pobudzana fosfolipaza
C (PLC), i powstajg wtérne przekazniki komérko-
we, takie jak trjfosforan inozytolu (IP;) i diacylo-
glicerol (DAG). W koricowym etapie dochodzi do
mobilizacji jonéw wapnia i aktywacji kaskady ki-
naz biatkowych, ktére odgrywajg kluczowa role
w regulacji odpowiedzi zapalnej [3]. Skutkiem ak-
tywacji jest migdzy innymi wytworzenie sygnatu
nocyceptywnego i reakcja bélowa, zwigkszenie
oporu w drogach oddechowych i nasilenie przepusz-
czalnosci naczyn krwionosnych [9, 11, 12].

Z powyzszych informacji wynika, ze recepto-
ry PAR-2 odgrywajg istotng rol¢ w procesie zapal-
nym przez zwigkszenie przepuszczalnosci naczyi
krwionosnych, wytwarzanie cytokin, zwigkszenie
ekspresji czgsteczek adhezyjnych, co prowadzi
w koricowej fazie do akumulacji leukocytéow. Ak-
tywacja tego receptora powoduje takze wydziela-
nie prostanoidéow i tlenku azotu (NO) [9, 11].
W odréznieniu od naturalnych agonistéw recepto-
ra PAR syntetyczne pochodne nasladujgce ligand
aktywuja receptor bez enzymatycznej modyfikacji
taricucha [14].

Obecnos¢ aktywnej tryptazy w tkankach moze
spowodowac:

— zwiekszenie nadwrazliwosci oskrzeli na hi-
stamine,

— pobudzenie fibroblastéw do wzmozonego
wytwarzania kolagenu,

— pobudzenie komoérek nabtonka do wytwa-
rzania cytokin prozapalnych,

— aktywacj¢ procesu nowotworzenia naczyn,

— biodegradacje fibrynogenu i kininogenu,

— degradacj¢ zewngtrzkomérkowych zwigz-
kéw, takich jak: VIP, peptyd zwigzany z genem
kalcytoniny (CGRP - calcytonine gene related
peptide), 72-kDa zelatynaze, fibronektyne, pro-
stromelizyng,

— zwigkszenie ekspresji migdzykomoérkowej
molekuly adhezyjnej-1 (ICAM-1 — intercellular
adhesion molecule 1) komoérek nablonkowych,

— indukcje ekspresji mRNA dlaTL-1B3[8, 9, 15].

Tryptaza jest silnym czynnikiem wzrostowym
dla komoérek migsni gladkich, fibroblastéw i ko-

moérek nabtonka, powodujac podczas zapalenia
alergicznego pobudzenie wytwarzania IL-8
i zwigkszenie ekspresji naczyniowej molekuty ad-
hezyjnej (VCAM-1 —vascular cell adhesion mole-
cule 1) [16].

Reaktywacja tryptazy w endosomach ko-
morek utatwia proces pochtaniania antygenu przez
komorki majace takg zdolnos¢ [8].

Zdolnos¢ tryptazy do bezposredniej aktywacji
innych komoérek oraz zdolnos¢ do rozszczepiania
hormonéw peptydowych i aktywacji proenzymdéw
sugeruje jej udzial nie tylko w reakcjach alergicz-
nych typu natychmiastowego czy w mastocytozie,
ale takze w procesach zapalnych, degeneracyjnych
i nowotworowych oraz w procesie gojenia ran [17].

Od dawna starano si¢ znaleZ¢ odpowiednig
metod¢ oceny stopnia aktywacji mastocytéw. Jed-
ng z nich byto oznaczanie histaminy. Opracowano
wiele metod ilosciowej oceny tej aminy biogenne;.
Sa to metody radioenzymatyczne, immunologicz-
ne i fluorymetryczne. Pozwalajg na oznaczanie
stezenia histaminy w osoczu i moczu oraz umozli-
wiajg oznaczanie jej uwalniania w warunkach
in vitro 1 in vivo przez mastocyty i bazofile. Nie sg
to jednak metody swoiste, aby stwierdzi¢ aktywa-
cje mastocyta, gdyz nie wiadomo, jaki procent hi-
staminy, obserwowanej w prébce biologicznej, po-
chodzit z tej komoérki, a jaki z bazofila [18].

Znacznie bardziej swoiste okazalo si¢ ozna-
czanie stgzenia tryptazy, poniewaz jest niemal wy-
facznie wydzielana przez mastocyt, a jej wydziela-
nie przez granulocyty zasadochtonne jest tak ma-
fe, ze nie ma zadnego znaczenia [18]. Stezenie
tryptazy w bazofilach jest okoto 100-1 000 razy
mniejsze niz w mastocytach [6, 14]. Prawidiowe
stezenie tego enzymu w osoczu lub surowicy wy-
nosi ponizej 5 x 107 g/l [3]. Badania Browna wy-
kazaty, ze stezenia tryptazy w surowicy powyzej
12 x 107 g/l moga z wysoka specyficznoscia, lecz
umiarkowang swoistoscig wskazywacé na reakcj¢
anafilaktyczng. Znacznie czulsze okazuje si¢ se-
ryjne oznaczanie st¢zenia tryptazy w surowicy.
Przyrost powyzej 2 x 10 g/l w kolejnych ozna-
czeniach moze z duza swoistoscig wskazywac na
wstrzgs anafilaktyczny. Najbardziej czule i swois-
te jest jednoczasowe oznaczanie stezenia tryptazy
i histaminy w surowicy [19].

Poczatkowo w celu okreslenia stezeni tryptazy
uzywano metod immunologicznych z wykorzysta-
niem przeciwcial monoklonalnych G5, ktérych wa-
dg byta selektywna identyfikacja samej B-tryptazy.
Nastepnie uzywano kozich przeciwciat poliklonal-
nych przeciwko tryptazie. Czulo$¢ tej metody
wynosita okoto 2,5 x 10 g/l. W kolejnych latach
uzyto przeciwcial G5 i G4 — w celu rozpoznania
badanej substancji. Przeciwciala te rozpoznajg za-
réwno [2-tryptaze, jak i al-protryptaze. Modyfi-
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kacja oznaczenia umozliwita wykrywalnos¢ mniej-
szych stezeri tryptazy rzedu 1 x 107 g/l. Najnow-
szg zmiang jest zastosowanie nowego, bardziej
czulego przeciwciata, zwanego B12, oraz przeciw-
ciala G4 w celu znakowania badanego enzymu.
Czutos¢ tej metody zwigkszyta si¢ dwukrotnie,
czyli jest mozliwe wykrycie stezen tryptazy rzedu
0,5 x 10 g/l. Przeciwciata B12 i G4 rozpoznajg
tak samo dobrze oba typy tryptaz.

Tryptaza dyfunduje w tkankach wolniej niz his-
tamina. Jest to zwigzane z jej duzym cig¢zarem czg-
steczkowym 1 tworzeniem komplekséw z hepary-
ng. Czas biologicznego péttrwania tryptazy wyno-
si 1,5-2,5 godz.

Jest ona waznym markerem anafilaksji syste-
mowej, 0siggajac najwigksze stezenie w surowicy
w czasie 15-120 min od ujawnienia si¢ pierw-
szych objaw6w klinicznych. Zwigkszone stgzenia
w surowicy w wyniku wstrzgsu anafilaktycznego
obserwuje si¢ nawet w 3 dni po smierci [20].

W systemowych odczynach alergicznych,
przebiegajacych mniej burzliwie, zwigkszone ste-
zenia tryptazy we krwi stwierdza si¢ po uptywie
1-6 godz. po ekspozycji na alergen, podczas gdy
zwiekszone stezenie histaminy w tych samych wa-
runkach wykrywa si¢ juz po 15 min [3].

Mierzono takze stg¢zenia histaminy i tryptazy
w surowicy u os6b nadwrazliwych na aspiryne,
chorych na astme¢ oskrzelowg i alergiczny niezyt
nosa. U tych pacjentéw po prowokacji aspiryng
zaobserwowano silne lub srednio nasilone reakcje
bronchospastyczne z objawami skérnymi i/lub zo-
tadkowo-jelitowymi; stwierdzono u nich znacznie
zwigkszone stgzenie tryptazy (51-400 x 107 g/l).
Enzym ten jest wybiérczym wskaznikiem klinicz-
nych objawéw prowokacji aspirynowej [21, 22].

Badania autopsyjne wykazaty znaczny wzrost
tryptazy w surowicy ci¢zarnych z zatorem ptynem
owodniowym [3].

Zwigkszenie stezenia tryptazy i liczby zdegra-
nulowanych mastocytéw w tkance ptucnej wykry-
to takze w poptuczynach z drzewa oskrzelowego
u 0s6b z rozstrzeniami oskrzeli [4].

U o0s6b z ciezkimi odczynami systemowymi
indukowanymi jadem owadéw btonkoskrzydtych
mozna stwierdzi¢ zwigkszone stezenia tryptazy

PiSmiennictwo

nawet po 14 dniach po uzgdleniu [23]. Poniewaz
O-protryptaza jest proenzymem wytwarzanym
konstytutywnie, jej stezenie w surowicy odzwier-
ciedla catkowitg liczb¢ mastocytow. Stezenie -
protryptazy w surowicy jest zwigkszone w choro-
bach przebiegajacych z mastocytoza, podczas gdy
stezenie [B-tryptazy w surowicy zwigksza si¢ w uo-
gblnionej reakcji anafilaktycznej [18]. Relatywnie
duze stezenia tryptazy stwierdzono takze w poptu-
czynach oskrzelowych u oséb chorych na astme
oskrzelowg, z chorobami Srédmigzszowymi ptuc,
w lawazu z nosa u oséb z niezytem alergicznym
nosa oraz w pltynie stawowym, u oséb z zapale-
niem stawdw, w surowicy w ostrym zapaleniu wy-
rostka robaczkowego, w hiperpyreksji, w przypad-
kach skérnych reakcji alergicznych, lecz nie wy-
kazano zwigkszenia jej stezen w surowicy
w przypadkach miejscowych reakcji alergicznych
[2, 24-26].

Ostatnie badania sugerujg udzial sercowych
komérek tucznych w patogenezie miazdzycy tet-
nic wieicowych, ich skurczu i niedokrwieniu mie-
$nia sercowego. W wyniku miejscowego pobudze-
nia komoérki tucznej moze dochodzi¢ do powsta-
wania komorek piankowatych przez wychwyt
czastek lipidéw o matej gestosci (LDL — low den-
sity lipoprotein). Jednoczesnie aktywowane ma-
stocyty hamujg wsteczny obrét cholesterolu z ko-
morek piankowatych z udzialem lipidéow o duzej
gestosci (HDL — high density lipoprotein) [5].

Jak dotychczas nie wykryto in vivo inhibitora
ludzkiej tryptazy [5].

Opracowano natomiast silny syntetyczny inhi-
bitor — gabeksat. Jest to drobnoczasteczkowy inhi-
bitor proteaz serynowych, odznaczajacy si¢ ponad
100-krotnie silniejszym dziataniem na ludzka tryp-
tazg w poréwnaniu z dzialaniem na inne proteazy
serynowe, takie jak: trombina i trypsyna. Innym,
roéwnie wybiérczym blokerem jest natamostat.
W zwigzku z doniostg rolg mastocytéw i wytwa-
rzanych przez nie mediatoréw w patogenezie wie-
Iu choréb zapalnych i alergicznych zastosowanie
inhibitorow proteaz, w tym inhibitoréw tryptazy,
moze okazac si¢ korzystne w terapii [12]. Pomimo
obiecujacych doswiadczen, inhibitory tryptazy do-
tychczas nie wyszly poza etap badari naukowych.
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