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artyliul przegladowy

Niektore wlasciwosci siarowego inhibitora trypsyny
jako czynnika warunkujacego poziom odpornosci
biernej cielat

Katedra Prewencji i1 Klinika Chorob Piakdéw Wydziatu Weterynaryjnego AR,
ul. Akademicka 12, 20-033 Lublin

Wsréd ekonomicznych aspektow hodowli bydia
podstawowe znaczenie ma wielkos¢ strat wystepuja-
cych przy odchowie zwierzat nowo narodzonych.
Wysoka zachorowalnos¢ i $miertelnosé cielgt w tym
czasie jest, jak wiadomo, nastepstwem nie patogen-
nego oddzialywania drobnoustrojéw chorobotwor-
czych, ale glownie fizjologicznego stanu organizmu
noworodka, ktéry pozbawiony jest skutecznych me-
chanizmoéw wewnatrzustrojowej odpornosci przeciw-
zakaznej.

Proces ontogenezy przebiegajacy w jalowym $ro-
dowisku macicy oraz szesciowarstwowy, lacznotkan-
kowo-kosméwkowy typ lozyska u krow, uniemozli-
wiajacy przekazywanie odpornosci biernej z organiz-
mu matki na rozwijajacy sie plod ta droga sprawia,
ze nowo narodzone cieleta sg szczegdlnie wrazliwe
na infekecje. Stan zwiekszonej podatnosci cielgt
utrzymuje sie az do momentu uzyskania przez nie
odpornosci biernej. Odbywa sie to na drodze absorp-
cji z jelit oseskow do krwi zawartych w siarze jej
sktadowych. Proces ten stanowi wielce zlozony sy-
stem wzajemnych powigzan i zaleznosci pomiedzy
matka a potomstwem, ktory nakierowany jest na
maksymalne zabezpieczenie noworodka przed pato-
genami. Nalezy zaznaczy¢ jednak, Ze stopient odpor-
nosci oseskéw zalezy gidéwnie od poziomu uzyska-
nych w ten sposoéb skladowych i pomimo pojawie-
nia sie ich we krwi, moze by¢ zbyt niski, aby zapew-
ni¢ optymalny stopien protekeji cielat (6, 10, 39, 45,
50, 56). Szereg uwarunkowan zwigzanych z prawi-
dlowym funkcjonowaniem tego mechanizmu spra-
wia, ze problematyka ta jest wcigz aktualna.

Wieloletnie badania nad sposobem przekazywania

i nabywania przez nowo narodzone cieleta skilado-
wych odpornosci biernej doprowadzity do okresle-
nia czynnikéw odpowiedzialnych =za prawidiowy
przebieg tego procesu. Do czynnikéw tych zalicza sie
obecnie zaréwno takie, ktére majg bezposredni
wplyw na warto$¢ immunologiczng siary jak np.:
rasa i wiek krow, warunki $rodowiskowo-zywienio-
we, liczba przebytych laktacji i inne (16, 22, 27, 34,
38, 46), jak tez czynniki zwigzane z fizjologicznym
aspektem przekazywania tej odpornosci np.: ilosc,
sposbb, temperatura, czas podania pierwszej porcji
siary itp. (17, 19, 21, 28, 41, 45). Pomimo tego nadal
bardzo czesto spotyka sie problemy zwiagzane z nie-
doborem odpornosci biernej u cielgt. Wyraza sie
to w postaci zwiekszonych zachorowan i padniet
zwierzat przypadajgcych gléwnie na okres pierw-
szych trzech tygodni zycia (6, 10, 17, 18, 21, 40, 41).
Wysoka zachorowalno$¢ i Smiertelnosé cielat w tym
okresie jest powodem, dla ktorego od wielu lat czy-
nione sg proby poprawy ich statusu immunologicz-
nego. Prowadzone dzialania skierowane sa gldéwnie
na zwiekszenie efektywnosci dzialania mechaniz-
moéw biernej odpornosci przeciwzakaZnej. Stosowane
metody maja na celu badZz podniesienie wartosci
immunologicznej siary, badz tez uzupelnianie jej
skladowych u noworodkéw. Wsrod pierwszej grupy
wyrdzni¢ mozna swoistg i nieswoistg oraz miejscowa
i ogolng stymulacje ukladu odpornosciowego krow
ciezarnych. Wsrad drugiej natomiast — doustne lub
domiesniowe podawanie cieletom frakecji globulino-
wych otrzymanych z siar i/lub surowic zwierzgt im-
munizowanych (1, 15, 30, 35, 42, 48, 52, 54). Do naj-
bardziej nowoczesnych metod leczenia i zapobiega-
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nia chorobom wychowu cielat nalezg podejmowane
coraz cz¢Sciej proby wykorzystania przeciwcial mo-
noklonalnych (23, 24, 51). Proby te jednak, jak do-
tad, nie wyszly poza zakres eksperymentalny.

Obiecujgce wyniki w postaci zmniejszenia przy-
padkéw zachorowan i zejs¢ $miertelnych wérod cie-
lat po zastosowaniu powyzszych metod, spowodowa-
1y spadek zainteresowania naukowcow fizjologiczng
strong procesu pozyskiwania przez nowo narodzone
cieleta przeciwzakaznej odpornosci biernej (24, 48,
S1).

Wsrod wielu poznanych juz fizjologicznych me-
chanizmdéw warunkujgeych przekazywanie siarowej
cdpornodci biernej z organizmu matki na noworodka,
wcigZz nie do konca wyjasnione pozostaje wystepo-
wanie w tym czasie czynnikow zabezpieczajgcych
biologiczng 1 funkcjonalng aktywnoseé jej sklado-
wych. Jest to szczegélnie waine w przypadku siaro-
wych immunoglobulin, ktére zanim ulegng absorpcji
z jelit oseskow do krwi, narazone sg na dziatanie
enzyméw {rawiennych przewodu pokarmowego. Ist-
niejgce w tym czasie u cielgt pewne fizjologiczne me-
chanizmy ograniczajgce mozliwo$é trawienia biatek
odpornosciowych, w postaci podwyzszonego pH zo-
lgdka, obecnosci w zolgdku podpuszezki, zmniejszo-
nej aktywnosci enzyméw proteolitycznych 1 inne (25,
47) sa, jak sie wydaje, jedynie czescig systemu za-
bezpieczajacego te biatka.

Obecnie za jeden z elementéw zabezpieczajgcych
slarowe immunoglobuliny dostarczane do przewodu
pokarmowego noworodkow uznaje sie odkryty przez
Laskowskiego i wsp. (31) poczagtkowo w siarze ko-
biet, pézniej krow i swin, inhibitor trypsyny. Jest to
cieplostale, kwasooporne biatko majgce zdolno$é ha-
mowania proteolitycznej aktywnosci trypsyny (31).
Przeprowadzone przez Laskowskiego i wsp. (32) ba-
dania poréwnawcze chemicznych wlasciwosei inhi-
bitora wystepujacego w siarze kréw z trzustkowymi
inhibitorami Kunitza i Kazala pochodzgcymi od tego
gatunku oraz ich komplekséw z trypsyna, wykazato
wystepowanie istotnych réznic pomiedzy nimi. Wy-
nika z nich, Ze inhibitor siarowy posiada punkt izo-
elektryczny przy pH 4,2, inhibitory trzustkowe —
przy pH 8,7. W kompleksach z trypsyng natomiast,
odpowiednio 7,2 i 10,1. Aktywno$¢ wymienionych in-
hibitoréw w stosunku do inhibitora sojowego jako
standardu, ktorego 1 y inaktywuje 1 v trypsyny dla
inhibitora Kazala oznaczono na 2,07 v, Kunitza 2,57 v,
a dla inhibitora siarowego 2,3 y trypsyny (32). Wy-
kazano ponadto bardzo wysoka opornosé tego biatka
poddanego dziataniu pepsyny przy réznych wartos-
ciach pH i temperatury, a ilosciowy stosunek inhi-
bitora wystepujacego w siarze kobiet, krow i swin
okreslono jak 1:10: 67 (33).

W latach nastepnych wykryto wystepowanie in-
hibitora trypsyny w siarze owiec, klaczy, suk, kotek,
szczurdw i innych gatunkéw zwierzat (2, 3, 4, 5, 49,
55).

Hipoteze o ochronnej roli tego bialka w stosunku
do siarowych immunoglobulin przechodzgcych przez
przewdd pokarmowy noworodkéow wysungt po raz
pierwszy Laskowski i wsp. (31) w 1951 r. Zostala
ona cze$ciowo potwierdzona najpierw w 1958 r. przez
Nordbringa i wsp. (36, 37), a nastepnie w 1968 r.
przez Hardego (26), ktorzy badali wplyw siary krow
na wchtanianie immunoglobulin u nowo narodzonych
prosigt. Jednak badania przeprowadzone przez

Chamberlain 1 wsp. (13) w 1965 r. nie wykazaly u
trzydniowych prosiat wplywu nawet oczyszczonego,
homologicznego inhibitora trypsyny na wchlanianie
znaczonych izotopem gammaglobulin.

Dalsze badania inhibitora trypsyny znajdujgcego
si¢ w siarze kobiet, §win i krow doprowadzity do
ustalenia jego gtéwnych wilasciwosei fizykochemicz-
nych i biologicznych.

Inhibitor trypsyny zawarty w siarze i mleku krow
pesiada mase czgsteczkowg okoto 12 000 daltondow
(32, 43). Cechova i wsp. (12) wykazala réznorodnosé
molekularnej struktury tego bialka wyroézniajge trzy,
a Pineiro i wsp. (43) cztery izoinhibitory rdéznigce
sie¢ miedzy sobg zawartosciag aminokwasow (29, 53).
Jak podaje Pineiro i wsp. (43) nie powoduje to jed-
nak odrebnosci antygenowej poszczegélnych izoinhi-
bitorow. Réznice antygenowe wystepujg natomiast
pomiedzy siarowym inhibitorem trypsyny a jego od-
powiednikiem pochodzenia surowiczego, ktorego sla-
dowe iloSci wystepuja w siarze i mleku krow (43).
W przeciwienstwie do tego analogiczne biatka siary
kobiet i szczurow wykazujg pewne podobienstwo do
inhibitoréw surowiczych (5, 55). Wedlug Pineiro
i wsp. (44), na wysoka swoistg biologiczng funkcje
tego inhibitora wskazuje takze silna reakcja hamo-
wania aktywnosci trypsyny, staba reakeja z chymo-
trypsyng oraz jej brak z trypsynogenem i rening
pochodzgcymi od krow. Mimo wysokiej swoistosei
reakcja neutralizacji enzyméw ma charakter odwra-
calny. Powstate nietrwale kompleksy rozpadajg sie
w $rodowisku kwasnym przy zachowaniu wlasci-
wosci inhibitora (31).

Zdolnos¢ hamowania aktywnos$ci enzymow proteo-
litycznych przez inhibitor zawarty w siarze moze
mie¢ szczegodlnie istotne znaczenie w przypadku na-
bywania przez nowo narodzone cieleta droga absorp-
cji z jelit elementéw odpornosci bhiernej.

Badania Brock i wsp. (8, 9) wykazaly, ze w warun-
kach in vitro siara poddana dzialaniu trypsyny traci
swoje przeciwbakteryjne wlasciwosci zwigzane z im-
munoglobulinami podklasy IgGl. Utrata aktywnosci
IgGl jest glownie wynikiem rozszezepienia lancu-
chow ciezkich i lekkich we fragmencie wigzacym
antygen, a jej klasyczny rozpad na fragmenty Fe
i Fab zdarza sie tylko w niewielkim stopniu. Nato-
miast chymotrypsyna ma niewielki wplyw na ak-
tywnosé tej podklasy immunoglobulin.

Ustalono réwniez proteolityczne wlasciwosei obu
enzymow w stosunku do immunoglobulin klasy IgM
oraz podklasy IgG2. Zanotowano przy tym brak od-
dzialywania trypsyny i chymotrypsyny na strukture
siarowych immunoglobulin SIgA (9).

W  grupie nieswoistych elementéw odpornosci,
dziatanie obu enzyméw obserwowano w stosunku do
dopeiniacza, laktoferyny oraz transferyny. Wykaza-
no takze, ze przy wysyceniu dwuwartosciowym ze-
lazem czgsteczek bialek zelazolubnych stajg sie one
bardziej oporne na dzialanie trypsyny i chymotryp-
syny (9).

Jak podaje Baintner (2) w jelitach nowo narodzo-
nych prosigt nastepuje hamowanie aktywnosci tryp-
syny przez inhibitor dostarczony wraz z siara matek.
Aktywnos¢ endogennej trypsyny pojawia sie miedzy
4 a 9 dniem po urodzeniu, to jest w czasie, gdy ak-
tywnos¢ siarowego inhibitora zanika. Jensen i wsp.
(28) wykazali statystycznie dodatnia zaleznosé po-
migdzy poziomem immunoglobulin IgG i IgA w su-
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rowicy prosigt oseskéw a ich poziomem i aktyw-
no$cig inhibitora trypsyny w siarze matek. Carlsson
1 wsp. (11) potwierdzili wystepowanie zaleznosci mie-
dzy aktywnos$cig inhibitora zawartego w siarze ma-
tek a poziomem odpornosci biernej prosiat, rejestru-
jac istotnie nizsze poziemy biatka catkowitego, im=-
munoglobulin, betalaktoglobulin i albuminy w su-
rowicy zwierzat otrzymujgcych pokarm pozbawiany
inhibitora.

Znamiennym jest gatunkowo specyficzne ksztalto-
wanie si¢ aktywnos$ci inhibitora trypsyny wystepu-
jacego w siarze (4, 49). Jak podaje Sandholm i wsp.
(49) np. u kobiet aktywnos¢ ta jest niska i nie ulega
istotnym wahaniom w ciagu pierwszego tygodnia po
porodzie, natomiast u suk utrzymuje sie na stalym,
wysokim poziomie przez pierwsze dwa tygodnie.
Gatunki zwierzat, u ktérych przekazywanie odpor-
nosci nastepuje wraz z siarg, charakteryzuja sie wy-
sokg siarowg aktywnoscig inhibitora tuz po porodzie,
z naglym jej spadkiem w ciggu pierwszych kilku
dni (49).

U krow aktywnosé tego biatka, podobnie jak kon-
centracja immunoglobulin, osigga najwyzszg war-
tos¢ w wydzielinie gruczotu mlekowego bezposred-
nio po porodzie (44). W ciggu pierwszego tygodnia
spada ona do jednej setnej wartosci wyjsciowej (49).
W badaniach Boudy i wsp. (7) wykazano ponadto
wysokg dodatnig korelacje pomiedzy aktywnoscig
tego inhibitora a poziomem biatka calkowitego
i gammaglobulin w siarze krow w pierwszych dniach
po wycieleniu,

Nie wyjasniono dotychczas jednoznacznie zrédia
pochodzenia siarowego inhibitora trypsyny. Wedlug
Pineiro i wsp. (43) wysoka swoistos¢ tego biatka
wskazuje na jego lokalng synteze w gruczole mle-
kowym kréw. Sandholm i wsp. (49) natomiast, na
podstawie pewnego podobienstwa pomiedzy aktyw-
noscig tego inhibitora a ksztaltowaniem sie poziomu
albuminy w siarze kréw, wysuneli sugestie o suro-
wiczym pochodzeniu inhibitora lub jego prekursora.

Przedstawione wyniki wielu badan i obserwacji
nad inhibitorem {rypsyny, wystepujacym w siarze
kréw, przemawiaja za uznaniem tego biatka za je-
den z elementow zabezpieczajgcych sktadowe odpor-
nosci biernej w procesie ich przekazywania z orga-
nizmu matki na noworodki cielat, cho¢ — jak sie
wydaje — jego fizjologiczna funkcja nie jest jeszcze
w pelni poznana.
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Do 1987 r. w diagnhosivee serclogicznej brucszlezy u gwin
za miano dodatnie w odezyvnie SAT przyjmowano 100 lub
wigce] jm a w odczynie wigzania dopelniacza 20 lub wiecs]
icfu. W odczynie SAT reagowalo 0,05% a w odczynie wig-
zania dopelniacza 0,005%s poglowia swif. Brucella suis nie
udato si¢ jednak wyizolowaé od $win. W 1988 r. miana po-
zytywne stwierdzono w odeczynie SAT u 0,42%y $win. W
1989 r. poziomy SAT i w odczynie wigzania dopelniacza
wzrosty, a takziz wzrosl odsetek $swin reagujgcych pozytyw-
nie w odczynie wigzania dopelniacza. W okresie badanym
nie wystapity przypadki kliniczne brucelozy. Odeczyny pozy-
tywne utrzymywaty sie w jednych stadach przez kilka mie-
sigcy, w inych szybko zanikaly. W 1990 r. Yersinia entero-
colitica, grupa serologiczna O :9 wyizolowano od §win, ze
stad reagujacych pozytywnie z antygenami Brucella. Mozna
domniemywa¢, ze zakazenie tym drobnoustrojem spowodo-
walo wzrost odsetka $win reagujacych pozytywnie na an-
tygeny Brucella.
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