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INHIBITORY TRYPSYNY
W MLODZIWIE KROWY I SWINI
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Roswell Park Memorial Institute,
Buffalo N.Y. USA

Tematem mego wykladu bedg przewaznie badania nad inhibitorami
trypsyny w milodziwie, wykonane w moim laboratorium najpierw w
Milwaukee, pézniej w Buffalo. Ten wybor nie jest spowodowany checig
samochwalstwa. Lwia czes¢ naszej pracy byla Scisle chemiczna i doty-
czyla szczegbélowej struktury inhibitorow. Te cze$¢ pomine calkowicie.
Wydaje mi sie, ze hodowcow bardziej interesujg biologiczne implikacje
tych badan. Wybralem tematy z naszej pracowni przez lenistwo. Latwiej
mi mowi¢ o nich, bo znam je gruntownie. Nie mam tez zamiaru twier-
dzi¢, ze prace te wykonywalem sam. Méj udzial ograniczatl sie do znale-
zienia utalentowanych wspoétpracownikéw. Byli to: M. Laskowski Jr.,
R. J. Peanasky, F. C. Wu, B. Kasseu, R. P. Miech, H. A. Haessler,
L. K. Kress, S. L. Schneider, S. R. Martin, H. Mozejko, L. Stasiuk,
A. Kucich i K. A. Wilson.

Obecnos¢ inhibitora w miodziwie krowy zostala wykryta w 1948 r.
przez mego syna, wowczas studenta drugiego roku chemii. Jak to czesto
bywa, cdegral tu role przypadek. W laboratorium byla potrzebna oksy-
daza ksantynowa. W owym czasie nie bylo handlowych preparatéw en-
zymoOw; trzeba bylo przygotowywaé¢ je samemu. W trakcie przygotowy-
wania uzywalo sie trypsyny w celu strawienia otoczek biatkowych,
ochraniajgcych kuleczki tluszczowe. Okazalo sie, ze pewne probki $mie-
tanki wymagajg znacznie wiecej trypsyny, aby uwolni¢ oksydaze ksan-
tynows. Syn zalozyl, ze to jest spowodowane obecnoscig czynnika ha-
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mujacego trypsyne i oznaczyl ilosci inhibitora w kilkunastu prébkach
smietanki. Wahania byly ogromne. Wtedy zdecydowal sie oznaczy¢ in-
hibitor w $wiezym mtlodziwie i znalazl zawarto$é¢ inhibitora 1000-krotnie
wigkszg. W ciggu nastepnych 2 lat syn wyizolowal i wykrystalizowat
inhibitory [1, 2]. Nawet przy o6wczesnych metodach, analiza homogen-
nosci krystalicznego materialu nie byla calkowicie zadowalajgca [3].
Obecnie wiemy, ze bylo to spowodowane obecnoscig izoinhibitoréw. Wro-
cimy do tej sprawy przy koncu wyktadu.

W owym czasie zdawano sobie juz sprawe z tego, ze przeciwciala
krazgce we krwi znajdujg sie we frakcji gamma-globulin, ktére latwo
jest uwidoczni¢ metodami elektroforetycznymi. Krew noworodkéw nie-
ktorych gatunkow zwierzat wykazywala albo zupelny brak gamma-glo-
bulin albo bardzo niski ich poziom. U tych gatunkéw, u ktérych gam-
ma-globuliny przechodzg do krwi plodu przewaznie przez lozysko (np.
czlowiek), noworodki majg gamma-globuline we krwi. U gatunkéw,
ktore przekazuja przeciwciala wylgcznie przez mlodziwo (np. Swinia
1 owca), krew noworodkéw nie zawiera gamma-globulin. Zjawiajg sie
one w krwioobiegu dopiero po pierwszym karmieniu. Stgd wynikajg
trudnosci hodowania takich noworodkéw na pozywkach sztucznych.

Wykrycie inhibitora trypsyny w mlodziwie nasunelo wiele nowych
zagadnien. Przede wszystkim nalezalo sprawdzi¢, czy istnieje korelacja
pomiedzy poziomem inhibitora w mlodziwie a rolg mlodziwa w przeka-
zywaniu przeciwcial. Rysunek 1 ilustruje réznice gatunkowe.
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Czlowiek ma bardzo niskie stezenie inhibitora i przekazuje przeciw-
ciala wylacznie przez lozysko; krowa zajmuje miejsce posrednie, swinia’
przekazuje przeciwciala wylgcznie przez mlodziwo. Doswiadczenia wy-
kazujg istnienie korelacji i potwierdzajg przypuszczenie, ze inhibitor
moze gra¢ role w ochronie przekazywanych przeciwcial.
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W owym czasie wiedziano juz, ze ilos§¢ gamma-globulin jest najwyz-
sza w mlodziwie w pierwszym dniu po porodzie, spada w dniach nastep-
nych, znikajgc zupeinie miedzy 5 a 7 dniem. Rysunek 2 wykazuje, ze
zawartos¢ inhibitora w mtlodziwie ma podobny przebieg [4], wiec znow
koreluje z zawartoscig przeciwcial. Fizjologiczne badania nad przepusz-
czalnoScig bariery jelitowej wskazywaly, ze to zjawisko ma podobnie
przebiegajaca krzywa; przepuszczalnos¢ jest najwieksza u noworodkow,
zmniejsza sie w ciggu nastepnych dni.

3000}

2000

T

1000}

Jednostkt inhibitora na 1 m( mtodziwa

0 A 1 1 4
Rys. 2. Zawarto$¢ inhibitora trypsyny 1 2 3 4 5
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Aby inhibitor w mlodziwie moégl spei¢ role fizjologiczng w ochronie
przeciwcial, jeszcze jeden warunek musi by¢ speiniony. Inhibitor musi
by¢ oporny na trawienie sokiem zolagdkowym. W tabeli 1 zestawilismy
potokres trwania kilku inhibitorow w roztworze pepsyny, odpowiadaja-
cym normalnemu sokowi zotgdkowemu czlowieka.

Jak widaé z tabeli 1, inhibitor z mlodziwa krowy jest stosunkowo
oporny na normalne trawienie pepsynowe. Inhibitor z mlodziwa Swini
jest jeszcze bardziej oporny. W doswiadczeniu nie zamieszczonym w te]
tabeli, poddali$my inhibitor $wini trawieniu w 0,05°/» roztworze pepsyny.
Czas poltrwania wynosil okolo 24 godziny. Jesli wezmie sie pod uwage,
ze sok zoladkowy noworodkoéw ludzkich jest ubozszy zarowno w pepsy-
ne, jak i kwas solny — prawdopodobienstwo, ze ogromna ilos¢ inhibi-
tora przezywa trawienie zolagdkowe staje sig pewnoscig.

Zdecydowalismy wowczas, ze nadszedl czas na pokuszenie sie o bez-
posrednie wykazanie, ze inhibitor umozliwia przekroczenie bariery jeli-
towej [6]. Do do$wiadczen uzyliSmy szczury wazace okoto 150 g. Byty
to wiec zwierzeta na pot doroste, a zatem bariera jelitowa byla juz stabo
przepuszczalna. Jako cialo ochraniane wybraliSmy insuline ze wzgledu
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Tabelal
Poréwnanie opornos$ci inhibitoréw na trawienie
pepsynowe
Czas poéitrwania
Zrédlo inhibitora w 0,01°, pepsynie, pH 1,5,
temp. 37°C

Krew wolu 30 s
Trzustka wolua 5 min
Owomukoid 13 min
Soja (groch) 44 min
Milodziwo krowy 180 min
Milodziwo $wini 100 godz
Trzustka wotu® 3 tygodnie

a8 Wedlug Kazala. b Wedlug Kunitza; pozostale dane — we-
dhug badan wilasnych autora.

na latwe oznaczanie ilosci wchlonietej, mierzonej spadkiem poziomu
glukozy we krwi, pobieranej z ogona. U szczura (pod narkozg) izolowano
petle jelita cienkiego (jejunum). Do petli wprowadzano badane roztwory.
Zostaly wykonane trzy typy doswiadczen kontrolnych. W pierwszym
wstrzykiwano tylko s6l fizjologiczna, w drugim — so6l fizjologiczng z in-
hibitorem, w trzecim — s6l fizjologiczng z 250 jednostkami insuliny.

W doswiadczeniach podanych w tabeli 2 kontrola zawiera tylko insu-
line, w doswiadczeniu drugim i trzecim podano procz insuliny 40 lub
250 mg inhibitora. Normalny poziom glukozy u szczura w narkozie pen-
totanowej wynosi od 70 do 90 mg na 100 ml. W doswiadczeniu drugim
(40 mg inhibitora) poziom glukozy we krwi zaczyna opada¢ po godzinie
i po trzech godzinach znowu sie podnosi. W doswiadczeniu trzecim po-
ziom spada po godzinie i pozostaje bardzo niski az do 6 godzin. Pomimo
tego dramatycznego obnizenia poziomu glukozy ilo$¢ insuliny, ktéra
przeszla przez bariere jelitowg byla stosunkowo mala i wynosila okoto
3%y insuliny, wprowadzonej dojelitowo. Z praktycznego punktu widze-
nia dos$wiadczenie to nie ma zadnego znaczenia, bo wymaga wprowadze-
nia rownowaznika 10 kréow na jednego szczura w celu wywolania efek-
tu. Co gorsza, cena inhibitora jest bardzo wysoka, co juz dyskwalifikuje
go jako $rodek umozliwiajgcy podawanie insuliny w pigulce. Nie o to
jednak chodzilo. Do$wiadczenie wykazalo, ze inhibitor umozliwia prze-
chodzenie bariery jelitowej, poniewaz ochrania insuline od trawienia.

Na tym prawie konczg sie badania biologicznych aspektéw inhibito-
row w milodziwie. Ale, jak czesto bywa w zyciu, nowe fakty wprowa-
dzaja nowe klopoty. Na poczatku referatu zwrécilem uwage na to, ze
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Tabela 2

Zawarto$¢ glukozy we krwi szczura po wprowadzeniu
dojelitowo 250 jednostek insuliny lub insuliny z podana
ilo$cig inhibitora

Czas Ilo$¢ inhibitora w mg
(min) 0 40 250
0 80 70 70
30 78 70 80
60 80 75 70
90 78 45 40
120 76 40 35
150 90 30 35
180 78 —_ 35
- 210 90 50 30
240 85 65 25
270 20
300 15
330 15
360 15

analizy chemiczne nie potwierdzaly wysokiej homogennosci inhibitorow
z mlodziwa.

Inhibitor z mlodziwa $wini zostal wyizolowany i poddany dalszemu
oczyszczaniu na kolumnie DE-32 [7]. Otrzymalismy 4 frakcje wykazu-
jace prawie identyczng aktywnosé specyficzng. Kazda z tych frakeji
zostala poddana dalszemu oczyszczaniu, przy pomocy equilibrium chro-
matography, to jest chromatografii w warunkach, w ktorych kolumna
i probka sg doprowadzone do tej samej sily jonowej i pH. Metody tej
uzywamy zaréwno jako preparatywnej, jak i analitycznej. W tym ostat-
nim przypadku o homogennos$ci decyduje fakt, ze specyficzna aktywnosc
jest stala przez caly przebieg szczytu (tzw. piku) danej frakcji. Po tym
oczyszczeniu otrzymaliSmy cztery izoinhibitory, ktore byly homogenne
zaré6wno w elektroforezie zelowej, jak i w equilibrium chromatography.
Poddalismy kazdy izoinhibitor analizie skladu aminokwasowego i we-
glowodanowego. Roéznice byvly bardzo niewielkie. Sg one zestawione w
tabeli 3.

Izoinhibitor 1 zawiera jedna reszte kwasu sialowego; izoinhibitor II
ma jedng reszte lizyny zamiast dwoch; izoinhibitor III ma jedng reszte
glukozy, ktorej nie ma izoinhibitor IV.

Wykonaliémy podobne badania z inhibitorem z miodziwa krowy
i otrzymalismy az 10 izoinhibitoréw, roznigcych sie zaréwno skiadem
czesci weglowodanowej, jak i bialkowej [8]. Co do tej ostatniej, to izo-
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inhibitory ukladajg si¢ w 3 grupy: z jedna, dwiema i trzema resztami
lizyny. Zostala tez spostrzezona réznica w zawartosci kwasu asparagino-
wego. Dwa izoinhibitory zawieraly 7 reszt, podczas gdy pozostale —-
8 reszt tego kwasu. Roznice w skladzie czeéci cukrowej sprowadzaly sie
do obecnodci lub braku jednej reszty kwasu sialowego. Jestem sklonny
przypuszczac, ze zarbwno w przypadku izoinhibitoréw $wini jak i krowy
brak kwasu sialowego moze by¢ artefaktem. W czasie izolowania inhi-
bitora uzywalidmy 5% kwasu tréjchlorooctowego (80°C). Oczyszczony
izoinhibitor, zawierajacy kwas sialowy, zostal poddany ponownie dzia-
laniu kwasu tréjchlorooctowego w 80°C przez 10 minut. Po uplywie
tego czasu wykonano chromatografie. Izoinhibitor zostal rozdzielony na
dwa, z ktorych tylko jeden zawieral kwas sialowy.

Tabela 3

Réinica w skiadzie chemicznym izoinhibitoréw z mlodziwa $wini

. Izoinhibitory
Skiadaiki T I 111 v
Lizyna 1,23 2,10 2,17 a 1,97
C-koticowy
aminokwas Treonina Lizyna Lizyna Lizyna
Kwas sialowy 0,81 0,0 0,06 0,01
Glukoza 0,04 0,0 0,0 0,95

3 Analiza nie wykryta powodu, dla ktérego izoinhibitory I i III zostaly rozdzielone. Wszystkie
inne skiadaiki (nie podan)e w tabeli) byly jednakowe. Najbardziej prawdopodobnym powodem rozdziatu
izoinhibitoréw H+H-wydaje si¢ roznica w ilosci grup amidowych. Nie byly one oznaczone.

Trudno jest jednak przypuszcza¢, zeby warunki oczyszczania inhi-
bitorow mogly spowodowaé zmiany skladu aminokwasow. Wigzania
peptydowe sg o tyle trwale, ze nie mozna sobie wyobrazi¢, zeby w czasie
preparowania reszta lizynowa mogla sie odszczepi¢. Wydaje sie znacznie
bardziej prawdopodobne, ze wykryte roznice w skladzie aminokwasow
reprezentujg genetyczng historie udomowionego gatunku. T teraz zaczy-
najg sie klopoty. Dotychczas pracowalismy wylacznie nad materialem
pochodzgcym od wielu osobnikow. Czystosé genetyczna zwierzgt — daw-
coOw miodziwa, nie byla przestrzegana. Przy obecnie dostepnych meto-
dach ich czulo§¢é nie pozwala na prace nad jednym tylko osobnikiem.
Tym niemniej zostalo otwarte nowe zagadnienie o implikacji biologicz-
nej. Z punktu widzenia zainteresowania hodowcéw zagadnienie to sta-
loby sie wazne, gdyby mutacje skladu aminokwaséw inhibitora pokry-
waly sie z innymi cechami, pozadanymi w hodowli.



INHIBITORY TRYPSYNY W MLODZINIE 145

STRESZCZENIE

Obecnos¢ inhibitora trypsyny w mlodziwie * krowy zostala wykryta
w 1948 r. Wkrotce potem inhibitor zostal wykrystalizowany. Nawet
6wczesne kryteria czystosci wzbudzaly watpliwosé, co do jednorodnosci
krystalicznego preparatu. Podobne watpliwosci istnialy w stosunku do
inhibitora z mlodziwa $§wini, wykrytego w 1957 r.

Znaczenie fizjologiczne inhibitora wydaje sie polega¢ na zabezple-
czeniu przeciwcial, znajdujgcych sie w mlodziwie, przed strawieniem
przez trypsyne w przewodzie pokarmowym noworodka. Te gatunki zwie-
rzat, ktore przekazujg potomstwu przeciwciala przede wszystkim przez
gruczol mleczny (np. $winie), maja bardzo wysoki poziom inhibitora w
mlodziwie. Gatunki, ktoére zajmujg miejsce przejSciowe pod wzgledem
zawartosci inhibitora (np. krowa), przekazujg przeciwciala zaréwno przez
gruczol mleczny, jak przez tozysko. Wreszcie gatunki, ktére przekazujg
przeciwciala przewaznie przez lozysko (np. czlowiek), majg bardzo niski
poziom inhibitora w mlodziwie.

Dodatkowe poparcie tego rozumowania wynika z doswiadczen, w kto-
rych wprowadzano do petli jelitowej dorostego szczura inhibitor razem
z insuling. Okoto 3% insuliny przeszlo do krwi, podczas gdy w doswiad-
czeniach kontrolnych, w ktérych nie podano inhibitora, absorpcja insu-
liny nie nastgpita. Doswiadczenia te przemawiaja za rolg inhibitora w
przyswajaniu przeciwcial.

Badania chemiczne doprowadzily do wyizolowania czterech izoinhi-
bitorow z mlodziwa $wini i co najmniej dziesieciu z mlodziwa krowy.
Wszystkie zawierajg poza bialkiem takze cukrowce.

Analizy wykazaly, ze izoinhibitory krowy roznig sie nie tylko w skla-
dzie czesci cukrowej, lecz i w skladzie aminokwasowym, zawierajgc 1,
2 lub 3 reszty lizynowe, 7 lub 8 reszt kwasu asparaginowego, 3 lub 4
reszty tyrozyny. Spostrzezono takze réznice w sktadzie innych amino-
kwaséw, jak rowniez w obecnosci kwasu sialowego. Wielka liczba izoin-
hibitoréw wyizolowanych z mlodziwa krowy przypuszczalnie odzwiercie-
dla genetyczng historie gatunku.
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Muxan Jlsackoscxu Cp.
MHTUMBUTOPHI TPUIICMHA B MOJIO3MBE KOPOBBI M CBUMHOMATKU

Pe3zmwomMme

IIpucyrcTBue MHruMbmMTopa TpUIICMHA B MOJIO3MBE KOPOBBLI OOHapyzeHo B 1948 r.
Bcrope mnocsie TOoro s3TOoT MHrMOMTOP KpucrajdiauaupoBaau. Jlaxke TOrgallHMiI Kpu-
TEepUI1 YUCTOTHI BBI3bIBAJI COMHEHVME OTHOCUTENHLHO OIHOPOAHOCTM KPUCTAJNJIUIUPO-~
BaHHOro npenapara. Takue Xe COMHEHMA KacajlMChb YMUCTOTBI MHTHMOMTOpA MU30JMPO-
BaHHOTIO B 1957 r. M3 MoJI03MBa CBMHOMATKU.

DPusuosormyeckoe 3HAUYEHMe MHTUOMTOpA INOBUAMMOMY, 3aKJIO4Yaercad B Ipeno-
XPaHEeHUM aHTUTEeJ] HaXONALIMXCA B MOJIO3MBE OT UX IepeBapuBaHuA (pacliaza) TPUII-
CUHOM B INMLIEeBApUTEJbLHOM TpPaKTe HOBOPOXKIEHHBLIX XMBOTHBIX. BMAbLI XKMUBOTHBIX,
KOTOPbLIX CaMKM IepefalT IIOTOMCTBY aHTHMTeJa IJIaBHLIM O0Opa30oM 4Yepe3 MOJIOYHYIO
2ReJie3y (HIIp. CBMHOMATKYM) BBIAEJNAIOT MOJO3MBO C BBICOKMM COAepIKaHMeM WMHImbu-
Topa. CaMKM BMUAOB 3aHMMAKLUIMX IIPOMEXKYTOYHOE MECTO B OTHOLIEHUM COJAEepXKaHUA
VIHTMOMTOPa B MOJIO3MBE (HITP. KOPOBBLI) IIepefalT aHTUTeJla TaK 4Yepe3 BbIMA Kak
U uyepe3 nocygen. HakKoHell y BUAOB, Yy KOTOPBIX aHTUTEJa II€pefarTcsa NpeuMmylie-
CTBEHHO 4Yepe3 IocJyen (HIOpP. YeJOBeK), MOJIO3MBO COAEPZKUT O4YEeHb HU3KUM YPOBEHb
VHTUOMUTOPA.

JONOJHNUTENBHBIM A0Ka3aTeJbHOCTBOM TAKOro MBIIJIEHMA ABJAIOTCA Pe3yJbTaThbl
ONBbITOB, B KOTOPbIX B KMILEYHYIO IETJIO B3POCJOM KpPbICH! BBOAMJIM MHIMOUTOP BMe-
cte ¢ uHcyauHoM. OKoJio 3 mpoleHTa A00aBJIE€HHOTO MHCYJIMHaA IIPOXOAMJIO B KPOBb,
3aTO ¥ KpPbIC KOHTPOJBHBLIX, He IMOJyYalolMxX MHIMOMTOp, He HaOM0AaJ M BcacbIBa-
HMUA IOMNAHHOTO MHCYJMHA. Pe3yabTaTbl STUX ONBITOB ABJIAIOTCA [0Ka3aTeJlbCTBOM
POJIM MHTMOUTOPAa B yCBaMBaAaHUM aHTUTEL.

XumMuyecKkue MCCIENOBAaHMA NPMUBENM K U30NAUMM YeThbIPeX M30-MHIMOUTOPOB
U3 MOJIO3MBa CBMHOMATOK M II0 KpalHeil Mepe IecATb M3 MoJIo3MBa KOPOB. Bce OHM,
HapdAy C IDPOTEMHOM, COLEepzKaT TOoxKe caxapuabl. AHaam3aMm OOHapPy?KEHO, YTO MU30-
-VMHIUOUTOPBI MOJIO3MBA KOPOBBLI Pa3JIMYAIOTCA He TOJBKO COCTaBOM CaXapHOM 4YacTH,
HO M aMMHOKMCJIOTHBIM COCTaBOM, coiepxa 1, 2 mam 3 ocraTtka JudmHa, 7 uam 8
OCTaTKOB aclaparMHOBOI KMCJOTBI, 3 mam 4 ocrarka TuUpo3uHa. OOHapyxXMJaM TOXKe
U3MEeHeHus B COCTaBe APYIMX aMMUMHOKMCIIOT, a TaKiKe KoJebaHus B COAepxKaHuu
CUaJIOBOM KMCJOTBHI. BOJbllIoe KOJMYECTBO WM30-MHIMOMTOPOB BbIAEJEHHBIX U3 MOJIO-
3Ba KOPOBBI, IOBUAMMOMY, OTpazxKaeT MeHeTMYeCKyl0 MCTOPUIO BUIa.

Michat Laskowski, Sr.

TRYPSIN INHIBITORS FROM COLOSTRUM OF COW AND SWINE

Summary

The presence of a trypsin inhibitor in cow colostrum was discovered in 1948.
Shortly thereafter the inhibitor was crystallized. Even with the then available
criteria of purity, the homogeneity of the crystalline preparation was not entirely
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satisfactory. Similar doubts existed with respect to swine colostrum trypsin inhibi-
tor discovered in 1957.

The physiological significance of the inhibitor appears to be protection of anti-
bodies contained in colostrum from tryptic digestion by the newborn. Animal spe-
cies that transmit antibodies predominantly through the mammary gland (e.g.swine)
have a very high level of inhibitor in colostrum. The species that occupy an inter-
mediate pos1t10n in the content of inhibitor (e.g. cow) transmit by both routes,
mammary and placenta. The species that transmit predominantly across placenta
(e.g. human) have a very low level of trypsin inhibitor in colostrum. Another line
of supporting evidence comes from experiments in which inhibitor and insulin were
introduced into a loop of jejunum of an adult rat. About 3% of the insuline was
absorbed, while none was absorbed in a control animal receiving no inhibitor. The
results of the experiment, strongly support the postulated physiological significance
in the process of transmitting antibodies.

Chemical studies led to isolation of 4 isoinhibiters from the colostrum of swine
and no less than 10 from the colostrum of cow. All isoinhibitors contained carbohy-
drate. The analyses show differences among isoinhibitors in both the carbohydrate
moiety and the amino acid composition. Cow isoinhibitors were found with 1, 2,
and 3 lysine residues, with either 7 or 8 aspartic acid residues and either 3 or 4
tyrosines. Variation in other amino acids and in sialic acid content was also ob-
served. The large number of isoinhibitors in cow probably reflects the genetic
history of the species.
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