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L A S K O W S K I és L A S K O W S K I (1951) a koca ko losz t rumában n a g y mennyi-
ségű, pol ipept id t e rmésze tű t r ipsz in-gá t ló t ta lá l t . K o r á b b i v izsgá la ta inkban 
(BAINTNER, 1973) k i m u t a t t u k , hogy az ú jszülöt t malacok b é l t a r t a l m á n a k 
ko losz t rum-erede tű t r ipszin-gát ló (CTI) koncen t rác ió ja igen nagy az élet első 
kb . fél n a p j á b a n , pro teol i t ikus enz imeke t pedig nem lehe t i lyenkor k i m u t a t n i . 
U g y a n e b b e n az időszakban a l egnagyobb mér tékű az emészte t len fehér jék 
(köz tük az immunglobul inok) fe lsz ívódása a vékonybé lben . 

A CTI a vékonybé lben előforduló enzimek közül a t r ipszint g á t o l j a a leg-
k i f e j eze t t ebben , kevésbé az a -k imot r ip sz in t és csak egészen enyhén a k imotr ip-
szin B- t ( W u és LASKOWSKI, 1960). H a t á s t a l a n viszont a k imotr ipsz in-csa ládba 
t a r tozó t ö b b i enzimre (BAINTNER, 1973) és az e lasztol i t ikus a k t i v i t á s t sem 
képes k i f e j eze t t en csökkenten i (közölet len vizsgálatok) . Felmerül t ezér t a kér-
dés, hogy a születés u t á n i első fél nap proteol iz is-nélkül inek látszó időszakában 
a malacok hasnyá l szekréciója h iányzik-e vagy pedig a bélbe j u t o t t proteáz-
előenzimek (zymogének) ak t ivá lódása m a r a d - e el. E lőző v izsgála ta ink (BAINT-
NER, 1973) i n k á b b a másod ik lehetőséget t á m o g a t j á k . E z viszont a z t a további 
ké rdés t ve t i fel, hogy me ly ik az a lépés, aho l a CTI megakadá lyozza a zymogé-
nek a k t i v á l ó d á s á t . 

K i f e j l e t t á l l a tokban a zymogének ak t ivá lódása 2 lépésben m e g y végbe: 
Amikor a ha snyá l a bé l lumenbe ürü l , ér intkezésbe ke rü l a b é l h á m felületén 
levő en te rok inázza l ( E K ) , amely a h a s n y á l t r ipsz inogénjé t t r ipsz inné a lak í t j a ; 
a ke le tkező t r ipsz in pedig ak t ivá l j a a t ö b b i zymogént . Az akt ivá lódás i fo lyama t 
meg indu lása u t á n egyes enz imek (pl. a t r ipsz in és a k a rb o x ip ep t i d áz A) eseté-
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ben az akt iválódás a u t o k a t a l i t i k u s a n is f o l y t a t ó d h a t , ez a z o n b a n kevésbé j ó 
h a t á s f o k ú ( K E L L E R , 1 9 6 8 ; G R A Y és C O O P E R , 1 9 7 1 ) . A C T I ebbe a f o l y a m a t b a 
3 he lyen a v a t k o z h a t b e : Az E K gá t lásáva l , a t r ipsz in gát lásával , i l letve a t ö b b i 
pro teol i t ikus enzim gá t lásáva l . 

Mivel a CTI lehetséges h a t á s a i közül az en t e rok ináz CTI á l ta l i gá t lására 
v o n a t k o z ó a n i roda lmi a d a t o t n e m ta l á l t am, ezér t megvizsgá l tam a CTI- és 
összehasonl í tásképpen az STI (szója t r ipszin- inhibi tor) h a t á s á t az E K - a k t i -
v i t á s r a . 

Módszerek 

Az E K - a k t i v i t á s v izsgá la tá t megnehez í te t t e az a tény, hogy az E K egye-
dül a t r ipsz inogént b o n t j a megfelelő gyorsasággal , és hogy a t r ipsz inogénből 
az E K ha t á sá r a ke le tkező t r ipsz in t mind az STI , mind pedig a CTI gá to l j a . 
Ezé r t indi rekt módszerek v á l t a k szükségessé a n n a k megál lap í tására , hogy a 
gá t lók csupán a t r i p sz in t vagy a t r ipsz in mellet t az en te rok ináz t is gá to l ják-e . 

Az E K - a k t i v i t á s t azon az a l apon köve t t em, hogy a hozzáado t t t r ipszino-
génből milyen ü t e m b e n jelenik m e g a t r ipsz in-ak t iv i tás . A t r ipsz in ak t iv i t á sá t 
S C H W E R T és T A K E N A K A (1955) szer in t mér tem, közve t len s p e k t r o f o t o m e t r i á s 
leolvasással , 253 m/x-nál, szobahőmérsékle ten , 0,1 molos, p H 8-as Tris • H C l 
p u f f e r b e n . S z u b s z t r á t k é n t benzoil-arginin e t i l é sz te r t ( B A E E ) h a szn á l t am . 
A 10 mg/30 ml-es B A E E tö rzso lda tbó l 0,5 ml- t t e t t e m az összesen 3 ml-es 
mérőele gybe. 

A használ t vegyszerek és o lda ta ik a k ö v e t k e z ő k v o l t a k : 
t r ipszinogén (F luka , kr i s tá lyos) 2 mg/ml; 
en te rokináz (Calbiochem, В grade , > 2 0 E K U / m g ) , u g y a n o l y a n menny i -

ségű Na-dezoxikolá t és kevés p H 8-as Tris p u f f e r segítségével feloldva, 0 ,125 
mg/ml névleges k o n c e n t r á c i ó b a n ; szója t r ipsz in- inhibi tor (Reana l ) ; 

C T I , első fe jésű t ehén ko losz t rumból L A S K O W S K I és L A S K O W S K I ( 1 9 5 1 ) 

módszere szerint részlegesen t i s z t í t v a . 
A kísérlet elvégzésére a 8-as p H - t v á l a s z t o t t a m , amelynél mind az E K , 

m i n d pedig a t r ipsz in erősen a k t í v . Zavaró h a t á s t j e l en t e t t , hogy ennél a p H - n á l 
l ega lább 3 másik r eakc ió is v é g b e m e g y : 

1. a t r ipszin a u t o k a t a l i t i k u s ak t ivá lódása ; 
t r i p s z i n . . , , . 

2. a t r ipszinogén »• „ i n e r t protein reakc ió ; 
3. a t r ipszin önemésztése . 
Ezek a mel lékreakciók e lkerü lhe tők , ha p H 5 és 6 k ö z ö t t dolgozunk 

(KUNITZ, 1939). Savas pH-ná l a z o n b a n fokozódik a t r ipsz in-STI komplex disz-
szociációja és ezér t az en te rok inázza l szemben sem vá rha tó gá t lás . 

A kísérlet e lrendezése a k ö v e t k e z ő vol t : Kémcsövekbe 0,1 — 0,1 ml E K 
o lda to t p i p e t t á z t a m , amelyhez a kont ro l l csöveket kivéve 0,1 — 0,1 ml, k ü l ö n -
böző mér t ékben h íg í to t t t r ipsz in-gá t ló t t e t t em . A t é r foga to t p H 8-as Tris • H C l 
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pufferre l 0,9 ml-re egész í t e t t em ki, és végü l a r eakc ió t 0,1 — 0,1 ml t r ipszinogén 
o lda t t a l m e g i n d í t o t t a m . A szobahőmérsékle ten i n k u b á l t elegyekből kü lönböző 
időközökben 0,1 — 0,1 m l - t k ive t tem és a t r ipsz in -ak t iv i t á s t m e g h a t á r o z t a m . 

Eredmények és megbeszélés 

A kísér letben há romfé l e kon t ro l l t h a s z n á l t a m : Az E K - t és gát ló t n e m 
t a r t a l m a z ó csövekben (1. kontroll) a t r ipsz inogén au toka t a l i t i kus ak t ivá lódása 
már az első órában m e g i n d u l t , de valószínűleg t ú l n y o m ó r é s z t „ ine r t p r o t e i n " 
ke l e tkeze t t : a t r ipsz in -ak t iv i t á s 6 órai inkubá lás u t á n is csak n y o m o k b a n vol t 
k i m u t a t h a t ó (1. ábra ) . A 2. kont ro l iná l a t r ipsz inogént kb . 1 pg t r ipsz innel 
a k t i v á l t a m . A t r ipsz in-ak t iv i tás gyorsan eme lkede t t , m a j d 1/2 óra u t á n csök-
kenni k e z d e t t (1. á b r a ) . A 3. kont ro l iná l E K és t r ipsz inogén is vol t jelen, de 
gátló né lkü l . A t r ipsz in -ak t iv i t ás e le inte egyenle tesen, m a j d lassulva nő t t , és 
a 3., i l letve 5. órában é r t e el a m a x i m u m o t (1. és 2. ábra). . A kísérleti csövekben 
t r ipsz in-ak t iv i tás t csak akko r lehe te t t k i m u t a t n i , amiko r a kele tkező t r ipsz in 
már l ekö tö t t e a j e len levő gátlót . 

A gát ló koncen t r ác ió függvényében tö r t énő t r ipsz in megjelenési i dőpon t 
vá l tozásoka t az 1. t á b l á z a t foglalja össze. A t r ipsz in megjelenésének i d ő p o n t j á t 
úgy h a t á r o z t a m meg, h o g y a t r ipsz in-akt iv i tás növekedésének egyenletes sza-
kaszá t g ra f ikusan az időtengelyig h o s s z a b b í t o t t a m meg, és a 'metszéspontot 
ó rákban leolvastam (1. és 2. ábra). 

E/P 

1. ábra. A 0, 2,5, 5, 10 és 20 / ig/ml STI végkoncent rác iók h a t á s a a t r ipsz in-akt iv i tás megjele-
nésére az enterokináz- t r ipszinogén rendszerben . 3 — 3 megha tá rozás át lagai 
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E/P 

2. ábra. A 0, 2,5, 5, 10, 20 és 40 fig/ml CTI végkoncentrációk ha t á sa a t r ipsz in-ak t iv i tás meg-
jelenésére az enterokináz- t r ipszinogén rendszerben. 3 — 3 meghatározás á t l aga i . E / p = per-

cenként 0,001 extinció vá l tozás B A E E szubszt rá t mellet t 

A t r ipsz in-gá t ló koncen t rác ió csövenként i növelése k ö v e t k e z t é b e n a t r ip -
szin-gátló egyre inkább feleslegbe kerü l az enterokinázzal szemben . A tr ipszin 
megjelenési ide je a gátló koncen t rác ió vá l tozásáva l p á r h u z a m o s a n vá l t ozo t t , 
ami m e g m a g y a r á z h a t ó a gá t lónak közve t lenü l a t r ipszinre gyakoro l t h a t á s á v a l 
(1. tábl . ) . E g y esetleges E K gát lás ese tén a gátló koncent rác ió növelésekor 
csökkennie kel lene mind a t r ipsz in kele tkezés ü t emének , mind ped ig a gát ló 
el tűnési ü t e m é n e k , u g y a n a k k o r a t r ipsz in megjelenési i d ő p o n t n a k pedig n e m 

1. táblázat 

A tripszin megjelenési ideje és a tr ipszin-gátló eltűnési ü teme különböző STI és CTI koncentrá-
cióknál. (Az enterokináz névleges végkoncentrációja 12,5 / íg/ml.) 

Végcc. 
(íig/ml) 

Tripszin 
megjelenési idő 

(óra) 
A gátló eltűnési 

üteme (/tg/óra) 

STI 2,5 y* 10 
5 y2 

10 
10 1 10 
20 Щ 13 

CTI 2,5 y2 5 
5 I 5 

10 2 5 
20 4 5 
40 7 5,7 
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a r á n y o s a n , hanem enné l erősebben ( „ h a t v á n y o z o t t a n " ) kellene k i to lódnia . 
A v é g z e t t mérések v i szon t lineáris összefüggésre u t a l n a k (1. t á b l á z a t ) . A lineá-
ristól v a l ó kis, j e len ték te len el térések is inkább a gá t l ás h i ányá ra , m i n t meg-
létére m u t a t n a k . A kísér le tekből ezé r t azt a köve tkez t e t é s t v o n t a m le, hogy 
az STI és a CTI nem fejt ki jelentős gátló hatást az EK-ra. A kísér le tek indirekt 
volta m i a t t azonban e n y h e gátlás lehetősége nem z á r h a t ó ki. 

V á r h a t ó volt, h o g y a t r ipsz in-gát ló koncent rác iók növelésekor nemcsak 
a t r ipsz in megjelenési ide je tolódik k i , h a n e m a t r ipsz in ak t iv i t á sok sem emel-
kednek o l y a n magasra . A mérések a z o n b a n el lenkezőjét b i z o n y í t o t t á k : a t r ip-
szin-gátló t a r t a lmú csövekben a t r ipsz in -ak t iv i t ás m a x i m u m a n e m c s a k , hogy 
elérte a kont ro l lé t , de a z t csaknem m i n d e n esetben t ú l is s zá rnya l t a . Ennek 
a paradox hatásnak a va lósz ínű m a g y a r á z a t a az, hogy a t r ipsz in-gát lók gátol ják 
a másod lagos reakc ióka t , mégpedig az „ ine r t p r o t e i n " kele tkezést és a t r ipszin 
önemész tésé t . A t r ipsz in-akt iv i tás m a x i m u m á t növelő ha tá s az STI-né l kife-
j e z e t t e b b vo l t , mint a CTI-nél , ami l e h e t , hogy összefüggésben v a n a CTI általi 
gátlás hosszabb reakció-idejével . A STI-gátlási görbék meredekebb vol tá t 
a c s a k n e m 5 °C-kal m a g a s a b b szobahőmérsékle t okoz t a . 

A kísérletekkel egy időben M A R O U X és mtsai ( 1 9 7 1 ) módszer t közöl tek, 
amellyel gyakorla t i lag szennyezés-mentes E K - t t u d t a k előáll í tani . Megállapí-
t o t t á k , h o g y az E K b o n t j a a B A E E szubsz t rá to t , b á r jóval l a s s a b b a n min t 
a t r ipsz in . Tiszta E K kész í tmény és B A E E szubsz t rá t a lka lmazásáva l mégis 
lehetővé v á l t számukra az E K gá to lha tóságának közvetlen v izsgá la ta . Nevezet t 
szerzők ezzel a módszerrel megá l l ap í to t t ák , hogy az STI , a Kuni tz - és a Kazal-
inhib i tor n e m gátolja az E K - t , v iszont gá to l j a a di izopropil f luorofosz fá t (DFP) 
és az oe-tozillizin k loromet i l keton (TLCK) . A CTI h a t á s á t n e m vizsgál ták . 

Következtetések 

A bevezetőben f e l v e t e t t p r o b l é m á r a — t e k i n t e t b e véve a k o r á b b i ered-
m é n y e k e t is (BAINTNER, 1973) — a köve tkezőkben próbálok megválaszolni . 

A 1/2 naposnál f i a t a l a b b malacok b é l t a r t a l m á b a n k i m u t a t h a t ó k az olyan 
emésztő enzimek, amelyek ak t ivá lódás t n e m igényelnek (lipáz, ami láz) . Ez arra 
utal , h o g y a hasnyál szekréciója az első szopás u t á n rögtön meg indu l . Az a 
tény, h o g y zymogéneket a bé l t a r t a l om m i n t á k b a n n e m sikerül t k i m u t a t n i , 
a m e t o d i k a i nehézségek m i a t t nem b izonyí tó e re jű . A CTI az en te rok ináz t 
nem g á t o l j a , vagy lega lábbis nem je l en tősen . Ezér t csak az a lehetőség marad 
fenn, h o g y a CTI az en te rok ináz h a t á s á r a kele tkező tr ipszin gá t l á sa révén 
akadá lyozza meg a zymogének a k t i v á l ó d á s á t a 1/2 naposná l f i a t a l a b b mala-
cokban . 

Az é le tkor e lőrehaladásával a CTI koncen t rác ió ja a malac b é l t a r t a l m á b a n 
erősen csökken , u g y a n a k k o r a h a s n y á l szekréció fe l t ehe tően fokozódik . Ügy 
látszik, h o g y kb. fél n a p o s kor u t á n a CTI már n incs elég n a g y feleslegben 
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a tr ipszinnel szemben ahhoz , hogy megakadá lyozhassa a zymogének aktiváló-
dásá t , mivel a hasnyál és a b é l t a r t a l o m összekeveredésekor valószínűleg csak 
fokoza tosan a lakul ki a CTI tú l sú lya a t r ipszinnel szemben. Az emésztés fejlő-
désének e b b e n a szakaszában az emész tő enzimek ak t ivá lódása ezér t megtör-
tén ik és c supán a CTI közve t l en gát ló ha tása é rvényesül . 

Ú j a b b a n k i m u t a t t u k , hogy az ú j szü lö t t ma lacéva l analóg m ó d o n gátol ja 
a to jás fehér je t r ipsz in-gá t ló ja a fe j lődő csi rkeembrió vékonybe lének proteoli-
t i k u s a k t i v i t á s á t (BAINTNER és FEHÉR, 1974) . 

Összefoglalás 

A szerző in v i t r o t r ipsz inogén-enterokináz rendszerben vizsgálta a 
különböző koncen t r ác ió jú t r ipsz in-gá t lók h a t á s á t a t r ipszin megjelenési ide-
jére , p H 8-ná l . A ko losz t rum- és a szója t r ipsz in-gát ló nem vol t képes az ente-
rokináz a k t i v i t á s á t k i m u t a t h a t ó a n csökkenteni , sőt a szója t r ipszin-gát ló 
k i fe jeze t ten növel te a ke le tkező t r ipsz in mennyiségé t . Fe l t ehe tő , hogy ennek 
ellenére in v ivo a ko losz t rum tr ipszin-gát ló az a k t i v á l t t r ipsz in gát lása révén 
képes megakadá lyozn i a ha snyá l zymogénje inek ak t ivá lódásá t , ha a tr ipszin-
gát ló a t r ipsz innel szemben nagy feleslegben v a n . 

Köszönet 

Köszöne teme t sze re tném ki fe jezni Said M a h m o u d n é n a k a k ísér le tekben 
való t echn ika i segí tségéért , Miss Campbell-nek az en te rok ináz kész í tményér t 
és dr. Berek Gézának a t r ipsz in-gát ló e lőál l í tására használ t t ehén-kolosz t ru-
mér t . 
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