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Streszczenie

Enzymy proteolityczne sa czesto wykorzystywane w terapii ze wzgledu na bezpieczerfistwo i tatwos¢ stosowania
w leczeniu choréb trawiennych, zotadkowo-jelitowych, trzustki i choréb o podiozu autoimmunologicznym. Try-
psyna jest podstawowym enzymem trawiennym w organizmie ludzkim i jednym ze sktadnikéw doustnych prepa-
ratéw enzymatycznych. Jest wydzielana przez komorki pecherzykowe trzustki. Gléwna funkcja trypsyny jest hy-
droliza biatek do poli- i oligopeptydéw. Ostatnie badania wykazaty, ze trypsyna jest wytwarzana w niewielkich ilos-
ciach przez komérki Panetha, srédbtonek naczyn, leukocyty, hepatocyty i neurony, a w duzych przez niektére kos-
morki nowotworowe. Znaczenie trypsyny wydzielanej przez inne niz trzustkowe komoérki nie jest w pelni pozna-
ne. Udowodniono, ze podana doustnie jest absorbowana z jelita i wykrywana w surowicy krwi, a wraz z innymi
proteazami, antyproteazami, sktadnikami dopelniacza i IgM dociera do miejsca zapalenia, do ktérego naciekajg
réwniez komorki uktadu odpornosciowego. Trypsyna jest zaangazowana w odpornos¢ wrodzong, dziatajac jako
konwertaza prodefensyny. Podobienistwem do trypsyny charakteryzuje si¢ granzym A, ktéry poza wywotywaniem
apoptozy w zmienionej komérce, moze dziata¢ jako mitogen limfocytéw B i usuwa niektore biatka macierzy ze-
wnatrzkomérkowej. Badania wykazaly istotny wzrost stgzenia inhibitoréw proteaz po doustnym podaniu prepara-
téw zawierajacych trypsyne oraz zmniejszenie ilosci wolnych rodnikéw uwalnianych podczas zapalenia. Trypsy-
na moze réwniez uposledza¢ proces aktywacji limfocytéw T i B, adhezji i migracji przez usuwanie biatek po-
wierzchniowych bioracych udziat w tych procesach. Obserwuje si¢ wptyw na funkcjonowanie limfocytéw T w wy-
niku zmiany profilu wydzielanych cytokin, gtéwnie hamowania wytwarzania cytokin Th1 zwigzanych z wystepo-
waniem wielu choréb. Efekt ten moze by¢ zwigzany z aktywacjg przez trypsyng swoistego receptora PAR-2 oraz
z innym nieznanym dotychczas mechanizmem (Adv Clin Exp Med 2005, 14, 4, 791-798).

Stowa kluczowe: proteazy, trypsyna, absorpcja makromolekul, terapia enzymatyczna.

Abstract

Trypsin is among the best characterised proteases. Pancreatic trypsin is involved in the activation of digestive pro-
teinases and breakdown of ingested dietary proteins. Reports of nonpancreatic expression of trypsin highlight other
nondigestive functions of this enzyme.Trypsin is also item of enzym therapy as it can be recovered from the blood
after oral intake resulting in an increase of specific, hydrolitic activity in serum and multiplying its physiological
action at the site of inflammation. Recently it has been showed that trypsin is able to block T cell activity by cleav-
ing certein types of surface molecules involved in T and B cell activation as well as by influens on cytokine pro-
duction. Trypsin can also enhance innate immune responces by acting as a prodefensin convertase in human small
intestine and by affecting NK cells and macrophages. It has been suggested that trypsin executes signaling func-
tions through interactions with proteinase-activated receptor-2 (PAR-2), which is expressed in various cells and
participates in mitogenesis, apoptosis and cytokine production but other unknown mechanism is also possible
(Adv Clin Exp Med 2005, 14, 4, 791-798).

Key words: proteases, trypsin, intestinal absorption, enzyme therapy.

Enzymy proteolityczne podawane doustnie sg wszechne do niedawna, twierdzenie o niezdolnos-
czgsto stosowane w terapii wielu chordb, istniejg ci jelita cztowieka dorostego do absorpcji makro-
jednak kontrowersje dotyczace ich wykorzystania molekut. Mimo to terapia enzymatyczna wzbudza

w leczeniu. Powodem tych watpliwosci jest, po- zainteresowanie, szczegdlnie ze wzgledu na istnie-
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jace, posrednie, dowody na absorpcj¢ niezdegra-
dowanych bialek w warunkach fizjologicznych.
Terapi¢ t¢ charakteryzuje bezpieczeristwo i lat-
wos¢ stosowania oraz skutecznos¢ w leczeniu cho-
réb o podiozu autoimmunologicznym, zaleznych
od limfocytéw T, takich jak: stwardnienie rozsia-
ne, reumatoidalne zapalenie stawdw, nowotwory,
zapalenie zyl, w leczeniu ran u sportowcow,
uszkodzenia tkanek po radioterapii i innych [1-3].

Trypsyna jest podstawowym enzymem tra-
wiennym w organizmie ludzkim i jednym z czes-
ciej stosowanych sktadnikéw preparatéw enzyma-
tycznych. W tkankach ludzkich zidentyfikowano
trzy izoformy trypsyny: kationowg, anionowg
i mezotrypsyng. Geny kodujace forme kationowg
i anionowg znajdujg si¢ na chromosomie 7 w obre-
bie obszaru kodujgcego TCR (T cell receptor gene
cluster) [4, 5]. Gen kodujacy mezotrypsyn¢ znaj-
duje si¢ na chromosomie 9 [6]. Trypsyna pocho-
dzenia trzustkowego, stanowigca okoto 15% enzy-
méw trawiennych wydzielanych do jelita, jest
mieszaning trzech izoform [4]. Jest wydzielana
przez komorki pecherzykowe trzustki w postaci
nieaktywnego trypsynogenu, transportowana w tej
formie do jelita, gdzie podlega aktywacji przez en-
terokinaze oraz samg trypsyne, ktora jest jedno-
czes$nie aktywatorem innych enzymdéw trawien-
nych. Gléwng funkcjg jest hydroliza biatek do po-
li- i oligopeptydéw [6-8]. Ostatnie badania wyka-
zaly, ze trypsyna jest wytwarzana w niewielkich
ilosciach réwniez przez wiele innych komorek:
komorki Panetha wyscietajace dno krypt Lieber-
kuhna (forma anionowa i mezotrypsyna), srédbto-
nek naczyn, leukocyty, hepatocyty i neurony. Wy-
sokg ekspresje trypsyny wykazujg niektére komor-
ki i tkanki nowotworowe, np.: raka jajnika, zotad-
ka, pluc, okreznicy [9-15]. Ekspresja trypsyny
w przebiegu nowotworu zotadka i jajnika u ludzi
1 w modelu mysim ,,nude” jest zwigzana z niepo-
myslnym rokowaniem [11-13]. Zostalo opisane,
ze proteazy zdolne do degradowania biatek macie-
rzy zewnatrzkomérkowej (ECM) biorg udzial
W inwazji nowotworu i jego metastazie [11]. Pro-
teazy odgrywaja wazng role w migracji komorek,
wplywajac na interakcje komorek; proteoliza re-
guluje implantacje trofoblastu, morfogenez¢ em-
brionu, angiogenez¢ i wiele innych proceséw
zwigzanych z reakcjami miedzy komdrkami, ich
aktywacjg i apoptozg.

Mechanizm katalityczny

Trypsyna, podobnie jak trombina, chymotry-
psyna i elastaza, nalezy do rodziny proteaz seryno-
wych. Wszystkie enzymy zaliczane do tej grupy sg
endopeptydazami, co oznacza, ze przecinaja wig-

zania peptydowe wewnatrz czasteczki biatka.
W miejscu aktywnym majg katalityczng triadg,
ktéra obejmuje reszty wysoko reaktywnej seryny,
kwasu asparaginowego i histydyny. Aminokwasy
odgrywajgce najwazniejszg rol¢ podczas reakcji
katalitycznych znajdujg si¢ w kieszonce katali-
tycznej — zaglebieniu czgsteczki wystanym reszta-
mi hydrofobowymi. Wielkos¢ i ksztalt kieszonki
oraz charakter chemiczny tworzgcych jg reszt ami-
nokwasowych réznig si¢ w poszczegdlnych prote-
azach i okreslaja ich swoisto$¢ substratowg. Try-
psyna ma w sSwym miejscu wigzania substratu ujem-
nie naladowang reszt¢ kwasu asparaginowego,
ktéra oddziatuje z dodatnimi tadunkami na bocz-
nych taiicuchach lizyny i argininy substratu. Try-
psyna hydrolizuje wigzania po karboksylowej
stronie lizyny lub argininy [6].

Wszystkie proteazy trzustkowe sg syntetyzo-
wane w postaci nieaktywnych prekursorow — zy-
mogenéw. Ma to na celu ochrone tkanek przed
proteolizg. Aktywacja zymogendéw polega na od-
cieciu N-koricowego fragmentu. W przypadku
prekursora trypsyny zostaje odcigtych szes¢ ami-
nokwaséw [6]. Reakcja konwersji trypsynogenu
do trypsyny zachodzi z udzialem enterokinazy —
hydrolazy wydzielanej przez dwunastnicg przy
pH 5,2-6,0 oraz autokatalitycznie pod wplywem
dzialania samej trypsyny przy pH 7,9. Polega na
hydrolizie jedynego, wystepujacego w sekwencji
trypsyny, wigzania peptydowego migdzy lizyng
a izoleucyng [7].

Powstata w ten sposob niewielka ilos¢ trypsy-
ny aktywuje dalsze czgsteczki trypsynogenu oraz
innych zymogenéw: chymotrypsynogenu w chy-
motrypsyne, proelastazy w elastazg, prolipazy
w lipaze, a zymogenéw metaloproteaz w metalo-
proteazy. W wyniku tego procesu rézne zymogeny
zostajg aktywowane w tym samym czasie, co
umozliwia wspotdziatanie réznych enzyméw pro-
teolitycznych w trawieniu [6, 7].

Absorpcja makromolekut
z jelita

Problem absorpcji makromolekut z jelita byt
przez wiele lat przyczyng licznych kontrowersji
w Srodowisku naukowym. Mimo doniesieri pocho-
dzgcych z lat 70. XX w. o przepuszczalnosci jelita
dla pewnych substancji, uwazano ludzkie jelito za
catkowicie nieprzepuszczalne dla duzych molekut.
Pojawily si¢ jednak informacje mogace sugero-
wac, ze w pewnych okolicznosciach moze zacho-
dzi¢ absorpcja makromolekul, a wsréd nich nie-
zdegradowanych biatek. Ten fenomen moze by¢
roéwniez zwigzany z patofizjologig schorzen jelita.
Zwyczajowo uwaza si¢, ze podczas procesu tra-
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wienia, biatka ulegajg peinej hydrolizie pod wpty-
wem dziatania proteaz jelita, do aminokwaséw
i w tej formie sq wchtaniane. U czlowieka Sciana
jelita jest przepuszczalna tylko u wczesniakéw
i noworodkéw pare dni po urodzeniu, wtedy tg
drogg do krwi przedostajg si¢ przeciwciata mat-
czyne. Po tym czasie nastgpuje ,,zamkniecie” scia-
ny jelita charakteryzujace si¢ zastgpieniem ptodo-
wych komoérek zdolnych do absorpcji przez ko-
morki pozbawione zdolnosci transportu i scisle do
siebie przylegajace. Ten obraz moze oczywiscie
by¢ zmieniony patologicznie. Rozwazany byt
réwniez mechanizm absorpcji makromolekut wy-
wotujacych nietolerancje lub alergi¢ pokarmowa,
jednak bez dostatecznych dowodéw [16]. Pierw-
szym z poznanych mechanizmoéw, dzigki ktéremu
duze czasteczki mogg przedostawac si¢ do krwi
jest presorpcja, ktéra polega na przenikaniu ma-
kromolekut do krazenia przez przerwy w sréd-
btonku powstate podczas migracji dojrzewajacych
komérek do szczytu krypty Lieberkuhna oraz ru-
chéw perystaltycznych powodujacych ,,zgniata-
nie” komorek. Proces ten jest jednak bardzo niee-
fektywny, tylko jedna czasteczka na milion
przedostaje si¢ tg drogg do krgzenia. Mechanizm
presorpcji, chociaz teoretycznie mozliwy, nie mo-
ze wyjasnia¢ przedostawania si¢ czasteczek leku
do krgzenia [10].

Drugim opisanym mechanizmem jest trans-
port przez kepki Peyera. Kepki Peyera sg nagro-
madzeniem grudek limfatycznych w nabtonku je-
lita cienkiego, tworzone przez enterocyty i komor-
ki M. Absorpcja przez komérki M pozwala na
szybkie wchianianie matych ilosci makromolekut.
Poniewaz tylko niewielka czeS¢ powierzchni bio-
ny Sluzowej jelita cienkiego jest pokryta komérka-
mi M, transport ten jest wazng droga dla biatek
dzialajacych jako antygeny dla ukiadu odpornos-
ciowego, nie tlumaczy jednak wchlaniania du-
zych, biologicznie czynnych czasteczek biatek.
Poréwnanie przepuszczalnosci tkanek w obrebie
kepki Peyera i poza nig wykazalo jedynie niewiel-
kie réznice [10].

Innym mechanizmem absorpcji makromolekut
jest endo- lub transcytoza zalezna od receptora. Re-
ceptorami sg biatka blonowe wykazujace powino-
wactwo do okreslonego substratu. W niektérych
przypadkach endocytozy zaleznej od receptora, cy-
tozolowy odcinek receptora jest umiejscowiony
w zaglebieniu nabtonka wystanym klatryna. Po
zwigzaniu z ligandem, kompleks receptor—ligand
zostaje wchloniety i tworzy optaszczony lub nieo-
plaszczony pecherzyk, ktéry moze w pewnych wa-
runkach ulegac fuzji z lizosomami. Losy receptora
i ligandu zalezg od roli, jakg pelnig:

1) jesli receptor jest biatkiem transportujagcym
sktadniki odzywcze 1 metabolity, receptor wraca

do btony komérkowej, a substrat jest degradowa-
ny; do tej grupy nalezy opisany po raz pierwszy
przez Goldsteina i Browna w 1974 r. receptor dla
LDL oraz receptory dla a,-makroglobuliny i asia-
loglikoprotein,

2) receptor i ligand wracajg do obiegu; doty-
czy to transferyny i zelaza lub biatek MHC,

3) jesli ligand ma wywiera¢ okreslony wptyw
na komorke (przekazywanie sygnatu), to zaréwno
receptor, jak i ligand sg degradowane. W tym
przypadku szybka regeneracja receptora nie jest
konieczna,

4) receptor i ligand nie podlegaja ani degrada-
cji, ani nie wracajg do obiegu, ale sg transportowa-
ne przez cytozol i wbudowywane w btong¢ z prze-
ciwnej strony spolaryzowanej komoérki — jest to
transcytoza; najlepiej znanymi makromolekutami
uzywajgcymi tej drogi transportu przez barier¢
srodbtonka jelit s3 immunoglobuliny, kompleks
witamina B,-IF, niektére toksyny i wirusy [10].

Obecnie uwaza si¢, ze czgsteczki o masie
> 1000 Da, poza pewnymi wyjatkami, moga poko-
nac barier¢ nabtonka jelita. Niektdre z transporto-
wanych czgsteczek wykazuja ponadto aktywnos¢é
biologiczng [3, 16]. Doustnie podana trypsyna
i bromelaina w preparacie Phlogenzyme sg absor-
bowane w formie aktywnej, co skutkuje wzrostem
swoistej, hydrolitycznej aktywnosci w surowicy
[1, 16]. Watpliwosci budzi juz nie sam proces ab-
sorpcji duzych czasteczek z jelita jako taki, ale
aspekt ilosciowy. Zaden ze znanych i opisanych
mechanizméw nie moze tlumaczy¢ absorpcji du-
zych ilosci makromolekul, takich jak proteazy,
ktérych transport z jelita udowodniono metodami
radiochemicznymi i enzymatycznymi oraz posred-
nio przez ich skutecznos¢ kliniczng. Badania nad
poznaniem mechanizmu absorpcji proteaz napoty-
kaja na wiele probleméw. W zaleznosci od zasto-
sowanej metody pomiaru obecnosci i aktywnosci
enzymu uzyskuje si¢ rézne wartosci. Powodem
réznic jest przede wszystkim duze podobieristwo
endo- i egzogennego enzymu, wykorzystywanie
tego samego substratu przez endo- i egzogenng
proteaze, a czesto réwniez przez rdzne proteazy.
Wplyw na aktywnos¢ enzymOw ma temperatura,
pH 1 obecnos¢ jondw, a takze to, Ze enzymy mogg
tworzy¢ agregaty dwoch lub trzech czasteczek
w zaleznosci od ich poziomu w jelicie. Aktywnos¢
enzymatyczna w krwiobiegu (PSA) ponadto pod-
lega regulacji przez skladniki osocza, inhibitory
proteaz i 0,-makroglobuling. Proces regulacji ak-
tywnosci proteaz nie jest dotychczas doktadnie po-
znany [10].

Przeprowadzenie wiarygodnych badari nad
modelem absorpcji makromolekut z jelita umozli-
wito zastosowanie linii ludzkich komérek Caco-2.
Komérki linii Caco-2 réznicujg si¢ spontanicznie
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w normalnych warunkach hodowli i sg spolaryzo-
wane, wykazujg przez to morfologiczne i bioche-
miczne podobieistwo do normalnych enterocytéw
jelita cienkiego. Tworzg mikrokosmki i potgczenia
mi¢dzykomérkowe. Wykorzystanie tych komoérek
umozliwia badanie transportu lekéw i innych zwigz-
kéw przez nabtonek jelita cienkiego w kontrolowa-
nych warunkach hodowli. Zastosowanie fluorescei-
ny jako markera transportu i pomiaru TEER (trans-
epithelial electrical resistance) pozwolilo na po-
wstanie nowej hipotezy. Wedtug niej absorpcja en-
zyméw proteolitycznych przez nabtonek jelita cien-
kiego zachodzi za pomoca samowzmacniajacej si¢
dyfuzji migdzykomorkowej przez miejscowo wy-
diuzone potaczenia migdzykomérkowe. Model ten
ttumaczy transport duzej liczby czasteczek, a uzycie
fluoresceiny jako biatka transportowanego o masie
czasteczkowej powyzej 600 kDa dowodzi, ze wiel-
kos¢ czasteczki nie ma w nim znaczenia [8, 10].

Obecnosé proteaz we krwi

Trypsyna jest staltym sktadnikiem surowicy
krwi, gdzie jej stezenie fizjologiczne wynosi oko-
to 300 pg/l [17]. Moze ona przez krétki czas kra-
zy¢ w formie aktywnej i wolnej do chwili, gdy al-
bo ulegnie autodestrukcji, albo zwigze si¢ ze swo-
istym inhibitorem lub biatkiem transportujacym,
antyproteazg: 0,-makroglobuling [10, 17, 18].
a,-makroglobulina charakteryzuje si¢ zdolnoscig
do wigzania wielu fizjologicznie istotnych czaste-
czek, cytokin, wszystkich znanych endopeptydaz,
miogendw, takich jak: konkanawalina A, fitohe-
maglutynina i lipopolisacharyd, a takze histonéw
ilicznych jonéw, np.: cynku czy niklu. Moze przez
to wptywac na procesy immunologiczne zalezne
od tych czgsteczek [10].

Biologicznie aktywne lub czgsciowo aktywne
proteazy podane doustnie sg wykrywane w surowi-
cy po 3-5 godzinach [16]. W warunkach zapalenia
dochodzi do wielu zmian w naczyniach krwionos-
nych: rozszerzenia naczyi wtosowatych, zwolnie-
nia przeptywu krwi i zwigkszenia przenikalnosci
Scian naczyn dla biatek, komérek i ptynéw. Try-
psyna wraz z innymi proteazami i antyproteazami
surowiczymi, sktadnikami dopelniacza i IgM do-
ciera do miejsca zapalenia, do ktérego naciekaja
réwniez komorki uktadu odpornosciowego [17].

Wplyw trypsyny
na reakcje immunologiczne
Dziatanie trypsyny w przewodzie pokarmo-

wym nie ogranicza si¢ jedynie do jej czynnosci
trawiennych. Jak wykazano, jest ona rowniez wy-

dzielana przez komérki Panetha i odgrywa istotng
rolg w proteolitycznej aktywacji a-defensyny 5
(HDS) [9, 14]. Podobnie jak inne defensyny, HDS
jest peptydowym antybiotykiem tkankowym wy-
kazujacym aktywnosé przeciwko bakteriom, my-
kobakteriom, grzybom oraz wirusom otoczko-
wym [19]. Komérki Panetha gromadza w swoich
ziarnistosciach wydzielniczych, oprécz lizozymu
i fosfolipazy A,, rowniez prodefensyng 5. Podczas
aktywacji cholinergicznej lub stymulacji bakteryj-
nej nastepuje degranulacja i uwolnienie zawartosci
ziarnistosci do swiatla jelita. W jelicie cienkim tryp-
syna odcina N-koricowy fragment prodefensyny,
prowadzac do powstania w pelni aktywnej formy
o-defensyny 5. Trypsyna, dziatajac jako konwertaza
prodefensyny, jest wigc zaangazowana we wrodzo-
ng odpornosé zwigzang z jelitem cienkim [9, 14].
Rola proteaz w odpornosci wrodzonej objawia
si¢ réwniez jej dzialaniem w obszarze objetym
ostrym stanem zapalnym. Szczegdlnym rodzajem
proteaz, petnigcych rolg w odpowiedzi immunolo-
gicznej, sg granzymy [20]. Granzymy, rodzina
proteaz serynowych, ulegaja ekspresji w cytoto-
ksycznych limfocytach T oraz komérkach NK
i sktadajq si¢ na odpornos¢ przeciwwirusowq skie-
rowang przeciw wlasnym zmienionym komor-
kom. Rodzina granzymoéw jest dobrze scharakte-
ryzowana u ludzi i gryzoni. Nalezg do niej trzy
podrodziny charakteryzujace si¢ swoistoscig sub-
stratowg. Pierwsza z podrodzin tworzg granzymy
wykazujace aktywnos¢ podobng do chymotrypsy-
ny, drugg — do trypsyny, trzecia z podrodzin rozci-
na sekwencj¢ bialtkowg po metioninie. Po rozpo-
znaniu komorki docelowej, zainfekowanej lub
zmutowanej, limfocyt cytotoksyczny lub komérka
NK uwalnia granzymy. Przedostajg si¢ one do ko-
morki docelowej za pomocg endocytozy 1 wywo-
tujag w niej apoptozg. Najsilniejszym czynnikiem
proapoptotycznym jest granzym B. Inne granzymy
mogg spetnia¢ inne, niezwigzane z apoptozg funk-
cje. Granzym A, charakteryzujacy si¢ podobien-
stwem do trypsyny, moze by¢ zwigzany z regula-
cja proliferacji limfocytéw B. Moze on w czasie
nieobecnosci antygenu dziata¢ jako mitogen dla
limfocytow B, moze rowniez usuwac biatka ma-
cierzy zewnatrzkomérkowej (ECM), utatwiajac
przez to migracj¢ limfocytéw Tc i NK przez sréd-
btonek naczyn [20]. Granzymy wzmagaja réwniez
uwalnianie cytokin, wplywajac bezposrednio na
proces zapalny. Wykazano, ze granzym A rozcina
receptor trombinowy po sekwencji Leu-Asp-Pro-
-Arg i wyzwala przez to uwalnianie IL-6 1 IL-8
przez monocyty. Poznanie roli granzyméw A i B
w infekcji wirusowej umozliwito doswiadczenie
z wykorzystaniem myszy z uszkodzonymi genami
kodujacymi te granzymy. Wykazano, ze myszy te
byly wrazliwe na uszkadzajacy komoérki wirus
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ectromelia, zdolne zas do normalnej odpowiedzi
na nieuszkadzajacy komérki wirus LCMV (lym-
phocytic choriomengitis virus) i na zakazenie Li-
steria monocytogenes [20].

Badania wykazaty, ze podczas ostrego zapale-
nia enzymy proteolityczne i wolne rodniki tlenowe
uwalniane przez komorki osiggajg wzglednie wy-
soki poziom. Powodujg one liczne uszkodzenia
nie tylko tkanki objgtej procesem zapalnym, ale
i tkanek sasiadujacych z nig. Wazng rol¢ ochronng
pelnia wowczas inhibitory proteaz, takie jak
o -antytrypsyna i o,-makroglobulina nalezace do
grupy biatek ostrej fazy (APP), ktérych podstawo-
wa biologiczng funkcja jest wigzanie plazminy
i zahamowanie proteolizy. Badania wykazaly
istotny wzrost poziomu inhibitoréw proteaz po do-
ustnym podaniu preparatu zawierajacego trypsyne
oraz zmniejszenie ilosci wolnych rodnikéw uwal-
nianych podczas stanu zapalnego [21]. Tym sa-
mym przyczynia si¢ do zmniejszenia uszkodzen
tkanki i przyspiesza gojenie ran. Badania pokaza-
ly ponadto, ze mieszanina enzymow trypsyny
i chymotrypsyny pomaga minimalizowa¢ szkodli-
we, proteolityczne dziatanie katepsyny D i elasta-
zy, a takze przez szybkie zahamowanie rozwijajace;j
si¢ odpowiedzi zapalnej zmniejsza¢ obrzek [21].
Stwierdzono réwniez bezposredni wptyw proteaz
na komoérki zaangazowane w odpornosé wrodzo-
ng, zwlaszcza makrofagi i komérki NK. Wykaza-
no, ze bromelaina wzmacnia indukowane przez
IFN-y wytwarzanie tlenku azotu i TNF-a przez
makrofagi oraz wytwarzanie IFN-y przez aktywo-
wane IL-2 i IL-12 komoérki NK [22]. Doswiadcze-
nia te dowodza, ze proteazy, w tym przypadku
bromelaina, przez wzmocnienie funkcji efektoro-
wych makrofagéw i komérek NK, wzmaga wro-
dzong odpowiedZ immunologiczng. Trypsyna mo-
ze uposledza¢ aktywacje i migracj¢ komorek
w obszarze objetym procesem zapalnym przez
usuwanie bialek powierzchniowych biorgcych
udzial w adhezji i migracji leukocytow. Moze to
by¢ korzystne w przypadku nadmiernej odpowie-
dzi immunologicznej, gdy istnieje potrzeba ogra-
niczenia naptywu komoérek do miejsca zapalenia.

W zaleznosci od modelu doswiadczalnego:
zwierzecia, od ktérego pobrano komorki, warun-
kéw hodowli, uzytego przeciwciata monoklonal-
nego, opisano wiele czasteczek powierzchnio-
wych usuwanych przez trypsyne¢. Opisano obnize-
nie ekspresji CD3 na limfocytach T, CD44 na lim-
focytach T i B, odgrywajacej rolg w adhezji limfo-
cytéw do srédbtonka, CD58 (LFA-3) na limfocy-
tach B, CD80 (B7-1) na limfocytach B, CD86
(B7-2) na niedojrzatych komoérkach dendrytycz-
nych, za$ wzrost ekspresji CD11a (LFA-1) na po-
wierzchni limfocytu T [3, 17, 23]. Obserwowano
obnizenie odsetka limfocytéw CD4-dodatnich

w populacji mysich komérek [1]. Niezaleznie jed-
nak od uzyskanych wynikow stwierdzono zmiany
w ekspres;ji biatek zaangazowanych w adhezje czy
przekazywanie sygnatlu aktywujacego limfocyty
T i B [24]. O ile zmniejszenie ekspresji danej czas-
teczki na powierzchni mozna wytlumaczy¢ dziata-
niem proteolitycznym, o tyle wzrost ekspresji nie-
ktérych czasteczek moze opieraC si¢ na innym,
nieznanym mechanizmie. Zaskakujace jest row-
niez, ze sposrdd zbadanych czgsteczek tak niewie-
le wykazuje wrazliwos¢ na dziatanie trypsyny. Mi-
mo ze wigkszos¢ bialek ma miejsce cigcia dla try-
psyny, jest ono dla niej niedostgpne. W przewo-
dzie pokarmowym, gdzie zakres dzialania trypsy-
ny jest bardzo szeroki, ma ona zdolnos¢ trawienia
wigkszosci biatlek. W niskim pH przewodu pokar-
mowego biatka ulegajg denaturacji, odstaniajac
miejsca cigcia enzymu. We krwi natomiast biatka
wystepujg w formie natywnej, a miejsca ciecia try-
psyny sa przed nig ,,schowane” [17]. Czgsteczki
wrazliwe na dzialanie trypsyny biorg udzial w re-
gulacji odpowiedzi komérkowe;j. Selektywne cig-
cie czasteczek powierzchniowych, takich jak:
CD4, CD44, B7-1 i B7-2 powoduje podwyzszenie
progu aktywacyjnego komoérek, na ktérym si¢
znajduja [17, 23], a takze zwigksza prawdopodo-
biefistwo negatywnych regulatoréw aktywacji
limfocytéw T (CTLA-4) na zwigzanie czgsteczki
kostymulacyjnej (CD28). Zwigkszona ekspresja
czasteczek powierzchniowych zaangazowanych
w proces aktywacji jest wywotana gtoéwnie przez
miejscowe uwolnienie IFN-y i towarzyszy proce-
sowi zapalnemu. Bez zwigkszenia ekspresji czas-
teczek nie dochodzi do wielu patologii zwiaza-
nych z nadmierng aktywacja limfocytéw T. Usu-
wanie przez trypsyne niektérych czasteczek po-
wierzchniowych moze miejscowo ostabiaé akty-
wacj¢ limfocytéw T i dziala¢ jako fizjologiczny
regulator odpowiedzi zapalnej. Podobnie jest moz-
liwe osiggnigcie efektu terapeutycznego przez
podwyzszenie progu aktywacji limfocytéw
T i wyciszenie reakcji limfocytéw T podczas pro-
cesu patologicznego. Nie bedzie to typowy efekt
immunosupresyjny, a jedynie immunomodulacyj-
ny [17]. Udowodniono, ze bromelaina, drugi skta-
dnik preparatéw enzymatycznych, réwniez w spo-
sOb wybidrczy usuwa czgsteczke CD44 z po-
wierzchni limfocytow T 1 wzmaga w ten sposéb
dzialanie trypsyny [1, 3].

Proteazy wptywaja na funkcjonowanie limfo-
cytow T réwniez przez zmiang profilu wytwarza-
nych cytokin [1, 3, 23]. Limfocyty Th réznicujg si¢
w subpopulacje Th1, Th2 i Th3, r6zniace si¢ profi-
lem wydzielanych cytokin. Limfocyty Th1 wytwa-
rzaja gtéwnie IL-2 i IFN-y, wspomagajgce odpo-
wiedZ komodrkowa, Th2 wytwarzajg duze ilosci
IL-4 1 IL-5, bedace czynnikami wzrostu i réznico-
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wania limfocytéw B i wspomagaja gtéwnie odpo-
wiedZ humoralng. Limfocyty Th3 wytwarzaja
gtéwnie TGF-3 [25, 26]. Wptyw proteaz na profil
wytwarzanych cytokin byt badany na modelu my-
sim 1 na linii limfocytéw T. Badania wykazaty, ze
proteazy, w tym trypsyna, obnizajg poziom cytokin
wytwarzanych przez limfocyty Thl, ktérych
nadmierna aktywacja jest zwigzana z wystapie-
niem wielu choréb o podlozu immunologicznym,
takich jak stwardnienie rozsiane, reumatoidalne za-
palenie stawéw, cukrzyca typu I, nieswoiste zapa-
lenia jelit [3]. Stwierdzono zahamowanie wytwa-
rzania IL-2 po hodowli z bromelaing w réznych
stezeniach przez splenocyty mysie [23] oraz catko-
wite zahamowanie uwalniania IFN-y przez autore-
aktywna lini¢ limfocytéw T w odpowiedzi na auto-
antygen pod wptywem mieszaniny trypsyny i bro-
melainy. Nie obserwowano zas wplywu mieszani-
ny proteaz na wytwarzanie IFN-y w odpowiedzi na
niezalezng od receptora powierzchniowego akty-
wacje kinaz ERK-2 i p21™ estrami forbolu i jono-
mycyna [3, 23, 27]. Moze to Swiadczy¢ o selektyw-
nym dziataniu proteaz na reaktywnos¢ na autoanty-
geny i moze mie¢ duze znaczenie w leczeniu cho-
réb o podiozu autoimmunologicznym. Obserwo-
wano ponadto zwigkszenie wytwarzania 1L-4 i za-
hamowanie uwalniania IL-10 pod wptywem mie-
szaniny proteaz po stymulacji PMA/J, podczas gdy
ich uwalnianie nie byto zmienione w odpowiedzi
na autoantygen u pacjentéw z cukrzyca typu I,
a wigc w przebiegu przewleklego zapalenia [3].
Opisano obnizenie stezenia IL.-6 zar6wno w suro-
wicy, jak 1 w moczu u pacjentéw z cukrzycg leczo-
nych preparatami enzymatycznymi. U tych pacjen-
tow poziom IL-6 jest zwigkszony w zwigzku z cho-
roba [28]. Opisano réwniez, ze bromelaina moze
zwigksza¢ zalezne od IFN-y wytwarzanie TNF-Q,
IL-1PB i IL-6 przez ludzkie komoérki jednojgdrzaste
krwi obwodowej, a takze zmniejszaé wytwarzanie
IL-2, IL-4 i IFN-y [23].

Badania wykazaly, ze wplyw na aktywacje
limfocytéw i profil wytwarzanych cytokin moze
by¢ zwiazany z aktywacja przez trypsyne swoistego
receptora [29, 30]. Udowodniono, ze trypsyna przez
aktywacje receptora PAR-2 powoduje zmniejszenie
ekspresji IL-2, IL-12, IFN-y i TNF-a [31]. Recep-
tory aktywowane przez proteazy (PAR) sg niedaw-
no opisang grupg receptoréw z rodzaju serpenty-
nowych, siedmiokrotnie przechodzacych przez
btone, zwigzanych z biatkiem G. Receptory PAR
majg rzadko spotykany mechanizm aktywacji. Ich
aktywacja zachodzi przez proteolityczne odcigcie
zewnatrzkomérkowego N-koricowego fragmentu.
Powstaje wowczas nowy N-koniec, ktérego szes¢
pierwszych aminokwasow stanowi swoisty ligand
taczacy si¢ z zewnatrzkomdrkowa, druga petlg re-
ceptora. Opisano cztery rodzaje receptora PAR:

PAR-1, PAR-2, PAR-3 i PAR-4. Fizjologicznym
aktywatorem PAR-1 i PAR-3, wystepujacych
gtéwnie na ptytkach krwi, Ssrédbtonka naczyn
i leukocytach, jest trombina. PAR-2, wystepujacy
na wielu komérkach nabtonkowych i srédbtonko-
wych, limfocytach T, komérkach migsni gtadkich
i liniach komdrek nowotworowych, jest aktywo-
wany przez rodzing trypsynopodobnych proteaz
serynowych, takich jak: trypsyna, tryptaza masto-
cytéw, neutrofilowa proteaza 3, czynniki krzepnie-
cia VIla, Xa. PAR-4 jest aktywowany zar6wno
przez trypsyng, jak i trombing. Jego wysoka eks-
presj¢ wykazujg komoérki ptuc, tarczycy, jader i je-
lita cienkiego [11]. W wewngtrzkomérkowym
procesie przekazywania sygnalu z PAR biorg
udziat zaréwno szlaki zwigzane z metabolizmem
fosfatydyloinozytolu, jak i szlak zwigzany z bial-
kami o aktywnosci GTP-az i kaskady kinaz akty-
wowanych przez mitogen. Wobec tego, ze recep-
tor PAR-2 i trypsyna wystepuja w tych samych
tkankach, uwaza sig¢, ze trypsyna jest naturalnym
aktywatorem PAR-2 [11, 32-37]. Udowodniono,
ze z aktywacja PAR-2 jest zwigzana kaskada
Ras/Raf-1/ /MEK/ERK1 i ERK?2, decydujgca
0 mitogenezie, apoptozie i wytwarzaniu cytokin
[27]. Rola biologiczna PAR, mimo rozpowszech-
nienia tego receptora w tkankach, nie jest do kon-
ca poznana. Wiadomo, ze aktywacja PAR-2 moze
wywotywac obrzek, przyspieszaé toczenie leuko-
cytéw i wzmacniaé adhezje komdrek do srédbton-
ka naczyn oraz infiltracje tkanek przez neutrofile
[11]. Uwaza sie, ze adhezja komérek do fibronek-
tyny i witronektyny jest spowodowana przez za-
lezng od PAR-2 aktywacje kinaz FAK (focal adhe-
sion kinases) [11], szybka zas indukcja tego recep-
tora w naczyniach w wyniku uszkodzenia sciany na-
czynia wskazuje na jego rol¢ w przewlektych proce-
sach zapalnych [33].

Komorki uktadu immunologicznego sg aktyw-
ng czgscig obrony organizmu przed infekcjami,
kiedy jednak sg aktywowane w sposob nieodpo-
wiedni, mogg stac si¢ przyczyng niekontrolowane-
go, miejscowego lub systemowego stanu zapalne-
go. Nadreaktywne limfocyty powodujg czgsto
chroniczne i postepujace choroby, takie jak glome-
rulonephritis, stwardnienie rozsiane, reumatoidal-
ne zapalenie stawéw. W tych chorobach szczegdl-
nie istotna jest mozliwos¢ modulowania aktywacji
limfocytow T. Takiej mozliwosci dostarcza terapia
enzymatyczna wykorzystujaca trypsyne. Badania
in vitro dowodza usuwania pod wptywem trypsy-
ny niektérych czgsteczek powierzchniowych, za-
angazowanych w aktywacj¢ i adhezje. Generowa-
nie rozpuszczalnych form czasteczek adhezyjnych
jest jej dodatkowa funkcja immunomodulacyjna.
Trypsyna wywiera zréznicowany wplyw na wy-
twarzanie cytokin, zmniejszajagc wytwarzanie cy-
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tokin Th1 i podwyzszajac poziom niektérych cyto- taniego i dostgpnego enzymu wymagajg jeszcze
kin Th2. Wydaje si¢, ze mechanizm dzialania try- doktadniejszych badai, a poznanie mechanizméw
psyny zmienia si¢ w réznych typach leukocytow, dzialania trypsyny pozwoli na powszechne zasto-
dziatajac inaczej na limfocyty T i B, inaczej na ko- sowanie jej jako leku.
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