


AZ ENTEROKINAZ IN VITRO GATOLHATOSAGA
KOLOSZTRUM TRIPSZIN-INHIBITORRAL
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Laskowsk1 és Laskowsk1 (1951) a koca kolosztrumaban nagy mennyi-
ségli, polipeptid természetdi tripszin-gatlét talalt. Korabbi vizsgalatainkban
(BAINTNER, 1973) kimutattuk, hogy az ijsziilott malacok béltartalmanak
kolosztrum-eredetd tripszin-gatlé (CTI) koncentraciéja igen nagy az élet elsd
kb. fél napjaban, proteolitikus enzimeket pedig nem lehet ilyenkor kimutatni.
Ugyanebben az idészakban a legnagyobb mértékii az emésztetlen fehérjék
(koztiik az immunglobulinok) felszivédasa a vékonybélben.

A CTT a vékonybélben eléfordulé enzimek koziil a tripszint gatolja a leg-
kifejezettebben, kevéshé az a-kimotripszint és csak egészen enyhén a kimotrip-
szin B-t (Wu és Laskowsk1, 1960). Hatastalan viszont a kimotripszin-csaladba
tartozé tobbi enzimre (BAINTNER, 1973) és az elasztolitikus aktivitast sem
képes kifejezetten csokkenteni (kiozoletlen vizsgalatok). Felmeriilt ezért a kér-
dés, hogy a sziiletés utani elsg fél nap proteolizis-nélkiilinek latszé idGszakaban
a malacok hasnyal szekréciéja hianyzik-e vagy pedig a bélbe jutott proteaz-
eldenzimek (zymogének) aktivalodasa marad-e el. E16z6 vizsgalataink (BainT-
NER, 1973) inkabb a masodik lehetdséget tamogatjak. Ez viszont azt a tovabbi
kérdést veti fel, hogy melyik az a 1épés, ahol a CTI megakadalyozza a zymogé-
nek aktivalédasat.

Kifejlett allatokban a zymogének aktivalédasa 2 1épéshen megy véghe:
Amikor a hasnyal a béllumenbe iiriil, érintkezésbe keriil a bélham feliiletén
levd enterokinazzal (EK), amely a hasnyal tripszinogénjét tripszinné alakitja;
a keletkezé tripszin pedig aktivalja a tébbi zymogént. Az aktivalédasi folyamat
megindulasa utan egyes enzimek (pl. a tripszin és a karboxipeptidaz A) eseté-
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ben az aktivalédas autokatalitikusan is folytatédhat, ez azonban kevésbé jo
hatasfokd (KELLER, 1968; GrAY és CooPER, 1971). A CTI ebbe a folyamatba
3 helyen avatkozhat be: Az EK gatlasaval, a tripszin gatlasaval, illetve a tébbi
proteolitikus enzim gatlasaval.

Mivel a CTT lehetséges hatasai koziil az enterokinaz CTI altali gatlasara
vonatkozéan irodalmi adatot nem taldltam, ezért megvizsgaltam a CTI- és
osszehasonlitasképpen az STI (széja tripszin-inhibitor) hatisat az EK-akti-
vitasra.

Moédszerek

Az EK-aktivitas vizsgalatat megnehezitette az a tény, hogy az EK egye-
diil a tripszinogént bontja megfeleld gyorsasaggal, és hogy a tripszinogénbél
az EK hatéasara keletkez§ tripszint mind az STI, mind pedig a CTI gatolja.
Ezért indirekt médszerek valtak sziikségessé annak megallapitasara, hogy a
gatlok csupan a tripszint vagy a tripszin mellett az enterokinazt is gatoljak-e.

Az EK-aktivitast azon az alapon kiovettem, hogy a hozzaadott tripszino-
génbdl milyen iitemben jelenik meg a tripszin-aktivitas. A tripszin aktivitasat
ScHWERT és TAKENAKA (1955) szerint mértem, kozvetlen spektrofotometrias
leolvasassal, 253 mu-nal, szobahdmérsékleten, 0,1 molos, pH 8-as Tris - HCI
pufferben. Szubsztratként benzoil-arginin etilésztert (BAEE) hasznaltam.
A 10 mg/30 ml-es BAEE torzsoldathél 0,5 ml-t tettem az sszesen 3 ml-es
mérgelegybe.

A hasznalt vegyszerek és oldataik a kovetkezdk voltak:

tripszinogén (Fluka, kristalyos) 2 mg/ml;

enterokinaz (Calbiochem, B grade, >>20 EKU/mg), ugyanolyan mennyi-
ségi Na-dezoxikolat és kevés pH 8-as Tris puffer segitségével feloldva, 0,125
mg/ml névleges koncentraciéban; széja tripszin-inhibitor (Reanal);

CTI, elsG fejésii tehén kolosztrumhél Laskowskr és Laskowskr (1951)
modszere szerint részlegesen tisztitva.

A kisérlet elvégzésére a 8-as pH-t valasztottam, amelynél mind az EK,
mind pedig a tripszin er§sen aktiv. Zavaré hatast jelentett, hogy ennél a pH-nal
legalabb 3 masik reakeié is végbemegy:

1. a tripszin autokatalitikus aktivalédasa;

’ X P tripszin i —— b
2. a tripszinogén ——— ,,inert protein’’ reakecid;

3. a tripszin 6nemésztése.

Ezek a mellékreakciok elkeriilhetdk, ha pH 5 és 6 kozott dolgozunk
(Kunirz, 1939). Savas pH-nal azonban fokozédik a tripszin-STI komplex disz-
szociacidja és ezért az enterokinazzal szemben sem varhaté gatlas.

A kisérlet elrendezése a kovetkezd volt: Kémesovekbe 0,1—0,1 ml EK
oldatot pipettaztam, amelyhez a kontroll cséveket kivéve 0,1—0,1 ml, kiilén-
b6z8 mértékben higitott tripszin-gatlot tettem. A térfogatot pH 8-as Tris - HCl
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pufferrel 0,9 ml-re egészitettem ki, és végiil a reakciét 0,1—0,1 ml tripszinogén
oldattal meginditottam. A szobah§mérsékleten inkubalt elegyekbdl kiilonb6z5
id6kozokben 0,1—0,1 ml-t kivettem és a tripszin-aktivitast meghataroztam.

Eredmények és megheszélés

A kisérletben haromféle kontrollt hasznaltam: Az EK-t és gatlét nem
tartalmazé csovekben (1. kontroll) a tripszinogén autokatalitikus aktivalédasa
mar az els6 6raban megindult, de valésziniileg tilnyomérészt ,,inert protein™
keletkezett: a tripszin-aktivitas 6 érai inkubalas utan is csak nyomokban volt
kimutathaté (1. dbra). A 2. kontrollnal a tripszinogént kb. 1 ug tripszinnel
aktivaltam. A tripszin-aktivitas gyorsan emelkedett, majd 1/2 6ra utan csék-
kenni kezdett (1. abra). A 3. kontrollnal EK és tripszinogén is volt jelen, de
gatlé nélkil. A tripszin-aktivitas eleinte egyenletesen, majd lassulva nétt, és
a 3., illetve 5. 6rdban érte el a maximumot (1. és 2. abra). A kisérleti csévekben
tripszin-aktivitast csak akkor lehetett kimutatni, amikor a keletkezd tripszin
mar lekdtotte a jelenlevd gatlot.

A gatld koncentracié fiiggvényében torténd tripszin megjelenési idépont
valtozasokat az 1. tablazat foglalja 6ssze. A tripszin megjelenésének idépontjat
dgy hataroztam meg, hogy a tripszin-aktivitas névekedésének egyenletes sza-
kaszat grafikusan az id8tengelyig hosszabbitottam meg, és a"metszéspontot
érakban leolvastam (1. és 2. abra).

E/P
121

104

4 4

autoaktivalt %

1 7 3 4

1. gbra. A 0, 2,5, 5, 10 és 20 ug/ml STI végkoncentraciok hatésa a tripszin-aktivitds megjele-
nésére az enterokindz-tripszinogén rendszerben. 3—3 meghatarozds atlagai
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2. @bra. A 0, 2,5, 5, 10, 20 és 40 ug/ml CTI végkencentraciok hatasa a tripszin-aktivitas meg-
jelenésére az enterokinaz-tripszinogén rendszerben. 3—3 meghatdrozas atlagai. E/p = per-
cenként 0,001 extincié valtozdas BAEE szubsztrat mellett

A tripszin-gatlé koncentracié csévenkénti novelése kovetkeztében a trip-
szin-gatlé egyre inkabb feleslegbe keriil az enterokinazzal szemben. A tripszin
megjelenési ideje a gatlé koncentracié valtozasaval parhuzamosan valtozott,
ami megmagyarazhaté a gatlonak kozvetleniil a tripszinre gyakorolt hatasaval
(1. tabl.). Egy esetleges EK gatlas esetén a gatlé koncentracié névelésekor
csokkennie kellene mind a tripszin keletkezés iitemének, mind pedig a gatlé
eltlinési iitemének, ugyanakkor a tripszin megjelenési idépontnak pedig nem

1. tablazat

A tripszin megjelenési ideje és a tripszin-gatlé eltiinési iiteme kiilonb6z6 STI és CTI koncentra-
cibknal. (Az enterokindz névleges végkoncentriciéja 12,5 ug/ml.)

g Tripszin £l -
Végce. siepielendsi 1d6 A gatlé eltiinési
(ug/ml) gJe(léme)s <6 iiteme (jug/6ra)
STI 2,5 v, 10
5 1 10
10 1 10
20 1Y 13
CTI 2,5 1 5
5 L 5
10 2 5
20 4 5
40 T 5,7
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aranyosan, hanem ennél erdsebben (,,hatvanyozottan’) kellene kitolédnia.
A végzett mérések viszont linearis 6sszefiiggésre utalnak (1. tablazat). A linea-
ristél valé kis, jelentéktelen eltérések is inkabb a gatlas hidnyara, mint meg-
létére mutatnak. A kisérletekbél ezért azt a kovetkeztetést vontam le, hogy
az STI és a CTI nem fejt ki jelentds gatlo hatdst az EK-ra. A kisérletek indirekt
volta miatt azonban enyhe gatlas lehet8sége nem zarhaté ki.

Varhaté volt, hogy a tripszin-gatlé koncentraciok névelésekor nemesak
a tripszin megjelenési ideje tolédik ki, hanem a tripszin aktivitasok sem emel-
kednek olyan magasra. A mérések azonban ellenkezg§jét bizonyitottak: a trip-
szin-gatlé tartalmid csévekben a tripszin-aktivitds maximuma nemcsak, hogy
elérte a kontrollét, de azt csaknem minden esetben til is szarnyalta. Ennek
a paradox hatdsnak a valészini magyarazata az, hogy a tripszin-gatlék gatoljak
a masodlagos reakciokat, mégpedig az ,,inert protein’” keletkezést és a tripszin
onemésztését. A tripszin-aktivitas maximumat noveld hatas az STI-nél kife-
jezettebb volt, mint a CTI-nél, ami lehet, hogy osszefiiggésben van a CTI altali
gatlas hosszabb reakcié-idejével. A STI-gatlasi gorbék meredekebb voltat
a csaknem 5 °C-kal magasabb szobahdmérséklet okozta.

A kisérletekkel egyidében MAROUX és mtsai (1971) médszert kozoltek,
amellyel gyakorlatilag szennyezés-mentes EK-t tudtak el@allitani. Megéallapi-
tottak, hogy az EK bontja a BAEE szubsztratot, bar jéval lassabban mint
a tripszin. Tiszta EK készitmény és BAEE szubsztrat alkalmazasaval mégis
lehetdvé valt szamukra az EK gatolhatésaganak kozvetlen vizsgalata. Nevezett
szerzlk ezzel a médszerrel megallapitottak, hogy az STI, a Kunitz- és a Kazal-
inhibitor nem gatolja az EK-t, viszont gatolja a diizopropil fluorofoszfat (DFP)
és az o-tozillizin klorometil keton (TLCK). A CTI hatasat nem vizsgaltak.

Kovetkeztetések

A bevezetdben felvetett problémara — tekintetbe véve a korabbi ered-
ményeket is (BAINTNER, 1973) — a kovetkezbkben prébalok megvalaszolni.

A 1/2 naposnal fiatalabb malacok béltartalmaban kimutathaték az olyan
emészt8 enzimek, amelyek aktivalédast nem igényelnek (lipaz, amilaz). Ez arra
utal, hogy a hasnyal szekréciéja az els§ szopas utan rogton megindul. Az a
tény, hogy zymogéneket a béltartalom mintikban nem sikeriilt kimutatni,
a metodikai nehézségek miatt nem bizonyité erejii. A CTI az enterokinazt
nem gatolja, vagy legalabbis nem jelentsen. Ezért csak az a lehet8ség marad
fenn, hogy a CTI az enterokinidz hataséara keletkezd tripszin gatliasa révén
akadélyozza meg a zymogének aktivalédasat a 1/2 naposnal fiatalabb mala-
cokban.

Az életkor elgrehaladasaval a CTT koncentraciéja a malac béltartalmaban
erbsen csokken, ugyanakkor a hasnyal szekrécié feltehetden fokozédik. Ugy
latszik, hogy kb. fél napos kor utan a CTI méar nincs elég nagy feleslegben
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a tripszinnel szemben ahhoz, hogy megakadilyozhassa a zymogének aktivals-
dasat, mivel a hasnyal és a béltartalom ésszekeveredésekor valésziniileg csak
fokozatosan alakul ki a CTT tilsilya a tripszinnel szemben. Az emésztés fejls-
désének ebben a szakaszaban az emészt6 enzimek aktivalédasa ezért megtor-
ténik és csupan a CTI kozvetlen gatlé hatasa érvényesiil.

Ujabban kimutattuk, hogy az tjsziilstt malacéval analég médon gatolja
a tojasfehérje tripszin-gatléja a fejl6dd csirkeembrié vékonybelének proteoli-
tikus aktivitasat (BAINTNER és FEHER, 1974).

0Osszefoglalas

A szerz8d in vitro tripszinogén-enterokinaz rendszerben vizsgalta a
kiilonb6z8 koncentraci6ji tripszin-gatlok hatasat a tripszin megjelenési ide-
jére, pH 8-nal. A kolosztrum- és a széja tripszin-gatlé nem volt képes az ente-
rokinaz aktivitdsat kimutathatéan csokkenteni, sdt a szdja tripszin-gatlé
kifejezetten novelte a keletkez§ tripszin mennyiségét. Feltehets, hogy ennek
ellenére in vivo a kolosztrum tripszin-gatlé az aktivalt tripszin gatlasa révén
képes megakadalyozni a hasnyal zymogénjeinek aktivalédasat, ha a tripszin-
gatlé a tripszinnel szemben nagy feleslegben van.

Koszonet

Készonetemet szeretném kifejezni Said Mahmoudnénak a kisérletekben
valé technikai segitségéért, Miss Campbell-nek az enterokiniz készitményért
és dr. Berek Gézanak a tripszin-gatlé elGallitasara hasznalt tehén-kolosztru-
mért.
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