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Pancreatic proteinases - species diversity and the appending feed-
ing and biotechnological implications

Summary

Pancreatic proteinases like trypsin, chymotrypsin and elastase are the main
enzymes responsible for digestion of food proteins. In recent years, wide bio-
chemical diversity and functional individualism of those enzymes in variety spe-
cies have been affirmed. Abundance of catalytical forms as well as isoforms has
been described for trypsin, chymotrypsin and elastase. They have been distin-
guished in e.g. amino acids composition, pi value or stability. Each form reveals
individual biochemical feature like e.g. catalytical efficiency, substrate affinity
or distinct interactions with protein inhibitors. The consequence can be both
different sensitivity to antynutritional factors and variable properties of enzyme
preparations obtained from pancreases.
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1. Wistep

Prawidtowy rozw6j zwierzat hodowlanych zalezy m.in. od
dobrze zbilansowanej diety i wtasciwego przebiegu procesu tra-
wienia zawartych w niej skfadnikéw. Pomimo podobienstwa
0g6lnego mechanizmu procesu trawienia u wszystkich zwierzat
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wyzszych, niektdre whasciwosci biochemiczne enzymow biorgcych w nim udziat wy-
kazujg duze zroznicowanie w poszczegdlnych gatunkach. Konsekwencjg fizjolo-
giczng tego moze by¢ np. rézna podatno$¢ na czynniki antyzywieniowe zawarte
w paszach, a technologiczng odmienne wiasciwosci preparatéw enzymatycznych
otrzymywanych z ich trzustek.

Enzymy proteolityczne odpowiedzialne za trawienie bialek sg syntetyzowane
i gromadzone w komdrkach trzustki, skad pod wptywem impulsu nerwowego lub
hormonalnego wydzielane sg do dwunastnicy. Gtéwng grupe stanowig endopepty-
dazy serynowe: trypsyna (EC3.4.21.4), chymotrypsyna (EC.3.4.21.1) i elastaza
(EC.3.4.21.36). Enzymy te nalezg do klasy proteinaz serynowych, a na podstawie ho-
mologii sekwencji aminokwasowej zaliczane sg do rodziny chymotrypsynowej (SI)
[1]. Posiadajg podobne masy czasteczkowe (23-26 kDa), optimum pH (7,0-8,0), iden-
tyczng triade katalityczng (H57, D102, S195) oraz mechanizm hydrolizy wigzania
peptydowego [1-3]. Mimo tych podobienstw rdznia sie one specyficznoscig substra-
towg [4,5]. Trypsyna hydrolizuje wigzania peptydowe utworzone przez grupe kar-
boksylowg lizyny lub argininy, chymotrypsyna utworzona przez hydrofobowe ami-
nokwasy aromatyczne jak tyrozyna, fenyloalanina lub tryptofan, ale takze alifatycz-
ne jak leucyna czy metionina. Elastaza natomiast wykazuje specyficznos¢ wobec
aminokwaséw takich jak alanina lub glicyna, cho¢ znane sg tez elastazy hydroli-
zujace wigzania za aminokwasami aromatycznymi [1,2,4,5].

2. Biochemiczna réznorodnos¢ enzymow trzustkowych

2.1.Aktywacja i formy katalityczne enzymow trzustkowych

Enzymy proteolityczne sg ekspresjonowane i gromadzone w ziarnistosciach ko-
morek trzustki w postaci zymogenow (trypsynogenu, chymotrypsynogenu i proela-
stazy) z N-terminalnym propeptydem rd6znej dtugosci i najczesciej o nieuporzadko-
wanej strukturze. Propeptyd utrzymuje enzym w formie nieaktywnej do czasu, az
dotrze on do miejsca swego przeznaczenia ]6]. Wydzielanie enzymow z trzustki do
dwunastnicy nastepuje m.in. w odpowiedzi na obecno$¢ pokarmu w zotadku, po
okoto 1-2 godzin od jego spozycia, cho¢ sekrecja na niewielkim poziomie utrzymy-
wana jest w sposéb ciagly ]7]. Sok trzustkowy zawiera, obok innych enzymoéw,
trypsynogen, chymotrypsynogen, i proelastaze trzustkowa, a takze zymogeny egzo-
peptydaz: prokarboksypeptydazy A i B oraz wydzielniczy trzustkowy inhibitor
trypsyny (PSTI) 18], ktory tworzac kompleks trypsyna, zapobiega przedwczesnej ak-
tywacji pozostatych proenzymoéw w trzustce. Wiasciwa aktywacja zymogendéw od-
bywa sie w dwunastnicy i ma charakter kaskadowy. Zasadniczym etapem jest hydro-
liza trypsynogenu zachodzaca pod wptywem zlokalizowanej w btonie $luzowej dwu-
nastnicy enteropeptydazy (enterokinazy). Konwersja trypsynogenu do trypsyny od-
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bywa sie poprzez hydrolize wigzania Lysl5-llel6 prowadzaca do odciecia propepty-
du, nazywanego takze peptydem aktywujgcym trypsynogen TAP (ang. trypsynogen
activation peptide) [5,6]. Enteropeptydaza rozpoznaje w propeptydzie specyficzng,
wysoce konserwatywng sekwencje: -Asp-Asp-Asp-Asp-Lys-. Na podstawie analizy se-
kwencji aminokwasowych wykazano jednak, ze w trypsynogenach niektérych gatun-
kéw reszty te sg podstawione (tab. 1), mimo to proces aktywacji przebiega bez
zaktocen [lik

Tabela 1
Sekwencja aminokwasowa propeptydéw trypsynogenéw

Sekwencja aminokwasowa
Gatunek Literatura

8 9 10 1 12 13 14 15 16
bydto (forma anionowa) F P S D D D D K | [11]
Swinia F P T D D D D K I [11]
pies (forma kationowa) T P T D D D D K 1 [11]
cztowiek A P F D D D D K | [11]
wielbtad \Y P | D D D D K I [111
kori S S T D D D D K 1 [11]
szczur (forma anionowa) F P L E D D D K 1 [111
szczur (forma kationowa) L P L D D D D D K | [11]
owca \% D D D D K | [11]
dorsz atlantycki F A E E D K 1 [12]
toso$ atlantycki | F A T E D D D K | [12]
toso$ atlantycki I F A T E D D D K | [12]
toso$ atlantycki Il P | D D E D D K | [12]
rekin A P D D D D K | [12]
stru$ (forma anionowa) Y P G D A D D D K | [13]

Numeracja reszt wg kolejnosci w chymotrypsynogenie. Zacieniowane pola wskazujg na homologie do sekwencji trypsynoge-
nu bydlecego. Reszta 16 jest pierwsza resztg w aktywnej trypsynie.

Aktywna trypsyna jako jedyny enzym trzustkowy zdolny do autoaktywacji
uczestniczy nastepnie w aktywacji pozostatych zymogendw, w tym takze dalszych
czasteczek trypsynogenu. W trakcie procesu aktywacji tworzone sg ré6znorodne for-
my enzymoOw o zrdznicowanej stabilnosci, wiasciwosciach katalitycznych i fizyko-
chemicznych. Hydroliza wigzania Lysl5 - lle 16 trypsynogenu prowadzi do powsta-
wania p-trypsyny, ktora nastepnie jest konwertowana do formy a poprzez autokata-
lityczne ciecia wigzania peptydowego Lys31 - Ser32. Dalsza modyfikacja poprzez
hydrolize wigzania Lysl76 - Aspl77 tworzy vj - trypsyne. Wszystkie formy tryp-
syny sg aktywne, roznig sie jednak wiasciwosciami fizycznymi, chemicznymi i katali-
tycznymi [14]. W trzustkach wieprzowych zidentyfikowano takze £-trypsyne, kt6ra
powstaje w wyniku ograniczonej autolizy p-trypsyny w miejscach wigzan Lys60 - Ser61
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oraz Lysl45 - Serl46. Jest to forma tréjtancuchowa, ktéra wykazuje obnizong wy-
dajnos¢ katalitycznag [15].

Proces aktywacji chymotrypsynogenu zachodzi takze etapowo z wytworzeniem
kilku aktywnych form katalitycznych chymotrypsyny. W przypadku chymotrypsyno-
genu bydlecego przejscie zymogenu w petni aktywny enzym nastepuje w wyniku hy-
drolitycznego dziatania trypsyny na wigzanie peptydowe Argl5-llel6, prowadzac do
usuniecia propeptydu. Powstata w wyniku tego chymotrypsyna n przeprowadza pro-
ces autolizy, prowadzacy do usuniecia z czasteczki dwoch dipeptydéw: Serl4-Argl5
oraz Thrl47-Asn 148, co prowadzi do powstania chymotrypsyny y, a nastepnie w wy-
niku zmian konformacji powstajg kolejno: forma k i stabilna chymotrypsyna a. Obie
formy (x i a) skladajg sie z trzech tancuchéw potgczonych dwoma wigzaniami dwu-
siarczkowymi. Podobnie jak w przypadku trypsyn, poszczeg6lne formy enzymu réz-
nig sie stabilnosciag i wiasciwosciami katalitycznymi, cho¢ zaréwno chymotrypsyna k
jak i a sg w petni aktywnymi jego formami jl].

Aktywacja proelastazy, ktéra w zaleznosci od sekwencji aminokwasowej i specy-
ficznosci substratowej przypisywana jest do jednego z czterech typdw, nastepuje
réwniez przez odciecie propeptydu, ktérego sekwencja jest stabo konserwatywna.
Wszystkie proelastazy 1l sg syntetyzowane jako proenzymy zawierajgce 12-amino-
kwasowy peptyd aktywujacy. Natomiast w sekwencji bydlecej elastazy | stwierdzo-
no obecno$¢ peptydu aktywujgcy obejmujacego 10 reszt aminokwasowych [12]. Je-
dynym wysoce konserwatywnym aminokwasem, zachowanym we wszystkich elasta-
zach jest reszta argininy, rozpoznawana przez trypsyne w procesie aktywacji zymo-
genow [17].

2.2. Izoformy enzyméw trzustkowych

Proteinazy serynowe trzustki wystepujg w postaci izoform réznigcych sie m.in.
wiasciwosciami fizykochemicznymi, kinetycznymi, sktadem aminokwasowym i war-
todcig pl. Na tej podstawie wyrdzniane sg izoformy anionowe (0 nizszym pl) i izofor-
my kationowe (0 wyzszym pl). Znaczenie wystepowania w jednaj tkance kilku form
tego samego enzymu nie jest ciggle wyjasnione. Przyklady przedstawiono w tabe-
lach 2, 3, 4.

U wiekszosci gatunkow ssakéw, ptakow i ryb wystepuje wiecej niz jedna forma
trypsyny. U ssakow dominujgcg formg jest forma kationowa, natomiast u ryb anio-
nowa [18]. Izoformy rdznig sie stabilno$cig temperaturowa, wrazliwoscig na zakwa-
szenie srodowiska, a takze oddziatywaniem z inhibitorami (tab, 5) [19]. Formy anio-
nowe enzymow sg zazwyczaj mniej stabilne w niskim pH. Dobrym przyktadem obra-
zujgcym réznice miedzy izoformami sg trypsyny cziowieka (tab. 2). W ludzkich
trzustkach syntetyzowane sg trzy trypsynogeny: kationowy, anionowy oraz mezo-
trypsynogen, z ktdrych powstajg odpowiednie formy trypsyny. Forma kationowa
jest formg dominujaca, stanowigcg okoto 2/3 catej ilosci trypsynogenu, forma anio-
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nowa Stanowi 1/3, a mezotrypsynogen to zaledwie okoto 5% catej puli proenzymu
[19]. Forma kationowa wykazuje wysokg stabilno$¢ w szerokim zakresie pH od 2,0
do 8,2, natomiast anionowa oraz mezotrypsyna traca stopniowa aktywnos$¢ w $ro-
dowisku kwasnym (pH ponizej 4,0). Zakwaszenie sprzyja aktywacji formy kationo-
wej, hamuje natomiast aktywacje formy anionowej. Mezotrypsyna wykazuje z kolei
wysokg odporno$¢ na dziatanie inhibitoréw trypsynowych (tab. 5) [19,20].

Tabela 2
Poréwnanie wiasciwosci izoform trypsyny wybranych gatunkéw
Gatunek 1zofornia Wiasciwosci Literatura
bydto trypsyna anionowa m.cz. 24 000 Da [21]
trypsyna kationowa m.cz. 24 000 Da, pl 9,3
Swinia trypsyna anionowa m.cz. 23 435 Da [22]
trypsyna kationowa
cztowiek trypsyng anionowa m.cz. 22 535 Da; pl 4,92 [20]
trypsyna kationowa m.cz. 24 103 Da; pl 7,4;
mezotrypsyna m.cz. 25 000 Da; pl 6,5
owca trypsyna kationowa m.cz. 23 901 Da [22]
szczur trypsyng anionowa | m.cz. 25 000 Da [23]
trypsyna anionowa 11 m.cz. 24 000 Da
trypsyna kationowa m.cz. 21 000 Da
kura trypsyna anionowa m.cz. 23 500 Da [24]
dorsz atlantycki trypsyna anionowa | pl 55 m.cz. 24 200 Da [25]
trypsyna anionowa Il pl 6,2
trypsyng anionowa |11 pl 6,6
toso$ atlantycki trypsyna anionowa | pl 4,7 m.cz. 25 000 Da [11,26]
trypsyna anionowa I pl 46
trypsyna anionowa 111 pl 4,55
trypsyna kationowa pl 9,3
pstrag teczowy trypsyna m.cz. 25 700 Da [27]

Roznice we wiasciwosciach fizykochemicznych zaobserwowano takze w izofor-
mach trypsyny tososia atlantyckiego. Poréwnujac forme kationows i anionowg toso-
sia (Salmo salar) z trypsyng bydleca, wykazano, ze forma anionowa w $rodowisku
0 pH ponizej 5,0 zachowuje tylko 10-30% aktywnosci, podczas gdy trypsyna bydleca
wykazuje jednakowa stabilnos¢ w catym zakresie pH od 2,0 do 12. Forma kationowa
trypsyny tososia wykazuje cechy posrednie i w pFl ponizej 5,0 zachowuje ok. 60% ak-
tywnosci. Enzym ten wykazuje wysoka aktywno$¢ w szerokim zakresie pH od 8,5 do
10,5, podobnie jak trypsyna bydleca. Tymczasem optimum aktywnosci formy anio-
nowej zlokalizowane jest blisko pFl 10,5 [11].
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U wiekszosci gatunkdw kregowcow zidentyfikowano kilka form chymotrypsyny,
ktére, na podstawie sekwencji aminokwasowej i specyficznosci przypisano do jed-
nej z trzech izoform (izotypéw) A, B i C (tab. 3). Typy A i B wystepujgce zaréwno
jako izoformy kationowe jak i anionowe, wykazujg niewielkie réznice w sekwencji
aminokwasowej. Izoforma A wykazuje specyficzno$¢ substratowg typows dla chy-
motrypsyny tzn. hydrolizuje z jednakowg wydajnoscig wigzania peptydowe poto-
zone za aminokwasami, takimi jak: Phe, Tyr, Trp, natomiast wigzania potozone za
Leu i Met hydrolizowane sg dwukrotnie wolniej. Chymotrypsyna B wykazuje po-
dobna specyficznos¢ substratowa, przy czym wiazania utworzone przez Trp hydroli-
zuje z dwukrotnie nizsza wydajnoscig niz wigzania za pozostatymi aminokwasami
aromatycznymi. Réznice te wynikaja z odmiennego uksztattowania w enzymie Kie-
szeni wigzacej substrat [29].

Tabela 3
Poréwnanie wiasciwosci izoform chymotrypsyny wybranych gatunkéw
Gatunek 1zoforma Wiasciwosci Literatura
bydto chymotrypsyna A kationowa m.cz. 25 600 Da, pl 9,1 121]
chymotrypsyna B anionowa m.cz. 25 000 Da; pl 5,2
chymotrypsyna C tworzy kompleks z prokarboksypeptydaza A i proteinaza E 130]
Swinia chymotrypsyna A 131]
chymotrypsyna B
chymotrypsyna C tworzy kompleks z prokarboksypeptydaza A i proteinaza E
cztowiek chymotrypsyna kationowa m.cz. 26 300 Da 132]
chymotrypsyna anionowa m.cz. 25 800 Da
kura chymotrypsyna 1 m.cz. 24 000 Da [24]
chymotrypsyna 2
dorsz atlantycki ~ chymotrypsyna | (A) m.cz. 26 000 Da; pl 6,2 133]
chymotrypsyna Il (B) m.cz. 26 285 Da; pl 5,8
karp chymotrypsyna | m.cz. 28 000 Da; pl 5,6-5,8 134]
chymotrypsyna 11 m.cz. 27 000 Da; pl 6,8-7,0
pstrag teczowy chymotrypsyna | m.cz. 28 200 Da, pl 4,9-5,0 135]
chymotrypsyna 1 m.cz. 28 800 Da, pl 4,9-5,0

Typ C chymotrypsyny preferuje natomiast wigzania peptydowe utworzone przez
leucyne. Sekwencja aminokwasowa tego enzymu jest znaczaco rézna od form A i B,
a pl zlokalizowane w neutralnym pH. W strukturze chymotrypsyny C wystepujg
2 fancuchy u wszystkich gatunkéw zagregowane z prokarboksypeptydazg i protei-
nazg E [36]. Elastazy byty poczatkowo charakteryzowane jako trzustkowe proteina-
zy serynowe zdolne do trawienia elastyny i innych biatek widkienkowych [37], obec-
nie wiadomo jednak, ze cze$¢ enzymdw nalezacych do tej rodziny nie wykazuje tych
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zdolnosci (np. elastazy Il). Wérod elastaz kregowcOw wyréznia sie cztery izoformy
okreslane jako typ I, Il, lll, IV. R6znice w sekwencji aminokwasowej pomiedzy po-
szczegblnymi formami elastaz siegajg 60% [17]. Najbardziej rozpowszechnione sg
formy | i Il. Podobnie jak w przypadku innych proteinaz, u wiekszosci gatunkéw
zwierzat wystepuje dwie lub wiecej form elastazy (tab. 4). Formy kationowe, na-
lezace do elastaz typu |, oraz proteinazy E i ludzka elastaza Ill sg specyficzne wobec
wigzan utworzonych przez mate, hydrofobowe aminokwasy, natomiast anionowe
elastazy typu Il wykazuja aktywno$¢ chymotrypsynopodoba. U ryb stwierdzono
gtdwnie elastazy typu |, ale wyjatek stanowi elastaza C dorsza atlantyckiego o spe-
cyficznosci chymotypsynowej [33]. Liczne formy elastaz zidentyfikowano dzieki za-
stosowaniu nowoczesnych technik biologii molekularnej. Analizujgc cDNA trzustki
szczura zidentyfikowano elastaze, ktora jest stabo aktywna wobec typowych sub-
stratow elastazowych i zaliczono ja do typu IV. Wykazano ponadto, ze jest to enzym
zaangazowany w proces przeksztatcania angiotensynogenu | w angiotensynogen |l
[33]. Analiza biblioteki cDNA trzustki cztowieka umozliwita zidentyfikowanie dwoch
proelastaz typu Il oznaczonych jako A i B (homologicznych w 00%) [38], wykazujac
jednoczesnie brak kationowej, alaninospecyficznej elastazy homologicznej do wie-
przowej elastazy | [39]. Opisana wczesniej [40] ludzka elastaza | nie wykazuje podo-
bienstwa do elastazy | wieprzowej lub bydlecej, nie posiadajac przede wszystkim
zdolnosci trawienia biatek widkienkowych tkanki tgcznej (elastyny) [2[. W najnow-
szych badaniach wykazano natomiast jej podobienstwo w skladzie aminokwaso-
wym, charakterze jonowym i masie czgsteczkowej do anionowego, elastazopodob-
nego enzymu - proteinazy E [41], ktéra posiada zdolno$¢ hydrolizy syntetycznych
substratow elastazowych, nie hydrolizuje jednak elastyny [42]. Homologii proteina-
zy E zidentyfikowano takze w trzustce wieprzowej i bydlecej. Wszedzie tworzg one
kompleks z prokarboksypeptydazg A i chymotrypsynogenem C [30,43]. Kolejne ho-
mologii wieprzowej elastazy | zidentyfikowane na podstawie analizy ¢cDNA trzustki
cztowieka nazwano elastazami Il A i B. Homologia sekwencji miedzy tymi formami
wynosita 93% [42].

Tabela 4
Poréwnanie wiasciwoséci izoform elastazy wybranych gatunkéw
Gaiunek 1zoforma Wiasciwosci Literatura
1 2 3 4
bydto elastaza | [44]

elastaza Il m.cz. 29 000 Da

proteinaza E  tworzy kompleks z prokarboksypeptydaza A i chymotrypsynogenem C; pl 4,85 [30,43]
Swinia elastaza | m.cz. 25900 Da, pl 9,5 [45]

elastaza 11 m.cz. 21 900 Da

proteinaza E  tworzy kompleks z prokarboksypeptydazg A i chymotrypsynogenem C

BIOTECHNOLOGIA 1 (76) 107-120 2007 113



Monika Zelazko, J6zefa Chrzanowska, Antoni Polanowski

1 2 3 4

cztowiek elastaza | m.cz. 27 812 Da [40]
elastaza 11 A m.cz. 28 699 Da 138]
elastaza 11 B m.cz. 30 790 Da
elastaza 111 A pi 56 [42]
elastaza 111 B
proteinaza E  tworzy kompleks z prokarboksypeptydaza A i chymotrypsynogenem C [39]

szczur elastaza ! [46]
elastaza 11 m.cz. 29 000 Da; pl 5,6 [1

owca elastaza ! m.cz. ok. 25 000 Da; pl 9,3 [47]

dorsz atlantycki elastaza A m.cz. 26 585; pl 6,3 [17]
elastaza B m.cz. 25 682; pl 6,2
elastaza C m.cz. 25 501; pl 55 [33]

Warta podkreslenia jest takze roznica miedzy enzymami trzustkowymi ryb a en-
zymami ssakdw. Wspo6lng cechg enzymow rybich, odrdzniajgcych je od enzyméw
ssakdw, jest podwyzszona wydajnos¢ katalityczna oraz niestabilno$¢ w kwasnym pH
i podwyzszonej temperaturze [17,48]. Enzymy ryb okre$la sie terminem psychrofil-
nych w odrdznieniu od mezofilnych enzymow ssakow [49]. Optimum dziatania enzy-
moéw rybich przypada czesto w temperaturze 40-50°C (np. trypsyny sardynki),
a w przypadku dorsza grenlandzkiego nawet 35°C podczas gdy enzymy ssakOw naj-
wyzszg aktywno$¢ osiggajg w temperaturze 50-60°C. Z reguly powyzej temperatury
60°C enzymy rybie ulegajg szybkiej inaktywacji |33,35|. Enzymy ryb sg tez niestabil-
ne w pH ponizej 5,0, w przeciwienstwie do enzymow ssakéw stabilnych w kwasnym
zakresie pH. Jednoczesnie wydajnosé katalityczna (wyrazana jako kcat/Krn) trypsyn,
chymotrypsyn i elastaz rybich moze by¢ od kilku do Kilkudziesieciu razy wyzsza niz
odpowiednich enzyméw ssakéw |17|. jest to rezultatem podwyzszonej liczby obro-
téw (co obserwujemy jako podwyzszenie wartosci kcat). lub jego podwyzszonego
powinowactwa do substratu (obserwowanego jako obnizenie wartosci Km), lub tez
obu tych wiasciwosci enzymu réwnoczesnie [48]. Przyktadowo, trypsyna ! sardeli ja-
ponskiej (Engraulis japanicus) wykazywata warto$¢ kcat/Km dla BApNA dwukrotnie
wieksza, trypsyna pstraga teczowego 12-15 razy wiekszg [27], a trypsyna !l sardeli
japonskiej nawet 35 razy wiekszg [50[ niz bydleca trypsyna kationowa.

3. Oddziatywania enzyméw z biatkowymi inhibitorami

Zroznicowanie enzyméw trzustkowych ujawniajg sie m.in. w ich oddziatywaniu
z egzogennymi inhibitorami proteinaz serynowych, ktére stanowia jeden z najpo-
wazniejszych czynnikdw anyzywieniowych wystepujacych w pokarmie zwierzat i lu-
dzi [51]. Ich bogatym zrodtem sg m.in. rosliny strgczkowe, dyniowate, ziemniaki.

114 PRACE PRZEGLADOWE



Proteinazy trzustkowe - zréznicowanie migdzygatunkowe i wynikajace z tego implikacje zywieniowe

izolaty biatkowe zb0z, a takze jaja. Biatkowe inhibitory moga posiadac¢ waska specy-
ficznos¢ i hamowac tylko jeden enzym (gtdwnie trypsyne lub chymotrypsyne) lub
wykazywac szerokie spektrum oddziatywania. Powoduje to, ze dzialajg one jako
czynniki utrudniajgce lub nawet catkowicie blokujace trawienie bialek zawartych
w pozywieniu, uniemozliwiajac ich wiasciwe wykorzystanie. Prowadzi to do wyeli-
minowania zrédta aminokwasdw egzogennych, co moze skutkowaé zahamowaniem
wzrostu zwierzat [51,52]. Unieczynnienie enzymow trawiennych powoduje takze
krytyczne obnizenia poziomu aktywnej trypsyny i chymotrypsyny w dwunastnicy, co
na zasadzie mechanizmu ujemnego sprzezenia zwrotnego, prowadzi do uruchomie-
nia mechanizmu kompensacyjnego, powodujgcego stymulacje ich syntezy w trzust-
ce. Rezultatem moze by¢ hipertrofia trzustki cho¢ wyniki eksperymentow zywienio-
wych wskazuja, ze poszczeg6lne gatunki zwierzat reagujg bardzo indywidualnie.
Powiekszenie trzustki obserwowano u miodych $winek wiethnamskich, kurczat, my-
szy i szczurdw karmionych maczka sojowa bogatg w inhibitor trypsyny. Nie obser-
wowano natomiast u cielgt, pséw, dorostych Swinek wietnamskich i czlowieka.
Trzustki szczuréw i kurczat adaptowaty sie do diety bogatej w inhibitory zwiek-
szajgc produkcje trypsynogenu i chymotrypsynogenu i zmniejszeniem ilosci wydzie-
lanej amylazy |51,52|.

Wymuszona wzmozona synteza proteinaz trzustkowych, przy jednoczesnym
braku dostepnosci biatek egzogennych prowadzi¢ moze takze do degradacji wias-
nych biatek, ktore staja sie zrodtem niezbednych aminokwasow, szczegolnie siarko-
wych, potrzebnych do syntezy nadmiernych ilosci enzyméw [51].

Analiza biochemiczna oddziatywania enzymow trzustkowych z biatkowymi inhi-
bitorami wskazuje, ze enzymy réznych gatunkoéw zwierzat, jak i poszczegoélne izo-
formy enzymow jednego gatunku, moga oddziatywa¢ odmiennie z tymi samymi in-
hibitorami. Przyktadem moze by¢ forma anionowa trypsyny ludzkiej, ktéra w odrdz-
nieniu od formy kationowej, jest silnie hamowana przez inhibitor trypsyny z soi
(STI). Zahamowanie kationowej trypsyny wielbtgda wymaga ok. trzykrotnie wigksze-
go stezenia STI niz, w tych samych warunkach, zahamowanie kationowej trypsyny
bydlecej [51]. Z kolei kationowa chymotrypsyna wielbtgda jest bardziej podatna na
dziatanie ST! niz bydleca chymotrypsyna A [36]. Odmienne jest takze hamowanie
przez STI elastaz pochodzacych od réznych gatunkéw. STI hamuje dobrze elastaze
kurzg [24] i elastaze Il szczura [2], stabiej elastaze z dorsza, nie hamuje natomiast
elastazy wieprzowej [53], (tab. 5).
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Tabela 5
Przyktady oddziatywan proteinaz réznych gatunkéw z biatkowymi inhibitorami
Enzym BPTI STI LBTI  Owomukoid kurzy Owomukoid indyczy = PSTI  Literatura
trypsyna anionowa czlowieka  4- + -h -f 1 [20]
trypsyna kationowa cztowieka ~ + +/- +/- -f/- € [20]
mezotrypsyna cztowieka - - - - - [20]
trypsyna bydleca + -h -f -1 1 1 [32]
trypsyna dorsza + - [32]
chymotrypsyna i cztowieka +/- +/- 1 - [25]
chymotrypsyna 11 cztowieka - +/- = - -1- [25]
chymotrypsyna bydleca +/m + - + [25]
elastaza dorsza +/- [53]
elastaza wieprzowa + - [53]

Legenda: BPTI - bydlecy trzustkowy inhibitor trypsyny; STI - inhibitor trypsyny z soi, LBTI inhibitor trypsyny z Lima
bean, PSTI - wydzielniczy trzustkowy inhibitor trypsyny; poziom hamowania - (+) >70%, 70%>(+/-) >30%, (-)
< 30%.

Innym przykfadem jest oddziatywanie proteinaz z bydlecym trzustkowym inhibi-
torem trypsyny (BPTI) (tab. 5). jest on silnym inhibitorem trypsyny, ale nie hamuje
mezotrypsyny ludzkiej [20], ktéra generalne jest enzymem odpornym na dziatanie
inhibitoréw. BPTI hamuje efektywnie chymotrypsyne bydleca, ale bardzo stabo ludz-
kg chymotrypsyne kationowsg (1) i prawie wcale nie oddziatuje z ludzkg chymotrypsy-
ng anionowg (Il) [25]. Wsréd chymotrypsyn rybich podatno$¢ na dziatanie BPTI wy-
kazuja: chymotrypsyny dorsza, chymotrypsyna Il pstraga i chymotrypsyna Il karpia,
ale chymotrypsyna | karpia jest przez ten inhibitor hamowana bardzo stabo [54].
BPTI hamuje takze elastaze z trzustki $wini, ale nie hamuje elastazy kurzej [24|. Inne
przyktady zréznicowanego oddziatywania proteinaz a biatkowymi inhibitorami
przedstawiono w tabeli 5.

Duze zrdznicowanie w oddziatywaniu enzymdéw z biatkowymi inhibitorami
wplywaé moze na odmienng przyswajalno$¢ biatka mieszanek paszowych i rodzi po-
trzebe indywidualnego doboru sktadnikéw pasz dla poszczeg6lnych gatunkéw zwie-
rzat w celu zapewnienia im optymalnych warunkéw hodowli.

4. Proteinazy trzustkowe w biotechnologii

Enzymy trzustkowe znalazty szerokie zastosowanie w laboratoriach medycznych
i biochemicznych, a takze w przemysle, gtdwnie spozywczym. Stosowane sg zarOw-
no w postaci pankreatyny, jak i preparatow oczyszczonych trypsyn, chymotrypsyn
i elastaz [56,57,59]. Enzymy stosowane sg w postaci roztworéw lub immobilizowa-
ne na odpowiednich nosnikach [56,57]. Jednym z podstawowych zastosowanh bio-
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technologicznych jest produkcja hydrolizatow biatkowych, np. z biatek serwatko-
wych, albuminy jaja czy hemoglobiny. Na szerokg skale produkuje sie takze hydroli-
zaty sojowe [51] i kazeinowe [52,54], juz od 1970 r. hydrolizaty kazeiny i owoalbu-
miny uzyskane na drodze trawienia pankreatyng stosowane sg jako dodatki do zyw-
nosci dietetycznej [56]. Enzymy trzustkowe stosowane sg takze do odmiesniania ko-
$ci wieprzowych i drobiowych oraz szkieletow ryb [61].

Zhydrolizowane biatka czesto zyskujg nowa jako$¢ biologiczng. Generowane
w trakcie hydrolizy peptydy moga wykazywa¢ wihasciwosci antybakteryjne, hamu-
jace enzym konwertujacy angiotensynogen | do angiotensynogenu 11, tez czy wihas-
ciwosci antyoksydacyjne. Znanych jest wiele peptydow uzyskiwanych m.in. z biatek
mleka czy jaja, dziatajgcych jako agonisci i antagonisci opioidow |58,59|. Hydroliza
pozwala takze na polepszenie przyswajalnosci niektorych biatek, gdyz w jelicie
cienkim aminokwasy wchianiane sg zarowno w postaci wolnej jak i w postaci di-
i tripeptyddw. Czesciowa hydroliza biatek pozwala takze na obnizenie ich wkasciwo-
éci immunogennych. Polepsza ona takze cechy technologiczne materiatu biatkowe-
go wplywajac na whasciwosci emulgujace, rozpuszczalnosé czy zdolnos¢ tworzenia
piany [61].

Najpowszechniej stosowanymi proteinazami sg enzymy bydlece i wieprzowe.
Jednak rosngce zapotrzebowanie przemystu, a takze ryzyko chor6b przenoszonych
przez te zwierzeta, czy wreszcie wystepujace w niektérych religiach i kulturach
ograniczenia, zmuszajg do zastepowania tych enzyméw proteinazami innych gatun-
kéw. Stad tez w wielu badaniach skupia sie obecnie uwage na poréwnywaniu wihas-
ciwosci funkcjonalnych enzymow poszczegdlnych gatunkdw zwierzat.

W wielu przypadkach proces kontrolowanej hydrolizy substratu kofczy sie po-
przez zagotowanie lub silne zakwaszenie hydrolizatu. Zastgpienie enzymu bydlece-
go enzymem rybim pozwala na zahamowanie tego procesu w mniej energochton-
nych warunkach albowiem proteinazy rybie ulegajg inaktywacji znacznie szybciej
niz stabilniejsze enzymy ssakow, jednoczesnie lepsze wiasciwosci katalityczne en-
zymow rybich pozwalajg na efektywniejsze przeprowadzanie procesu hydrolizy. Nie
oznacza to jednak, ze produkt hydrolizy bedzie zawsze taki sam. Przyktadowo
w przeprowadzonej analizie specyficznosci substratowej dla dwdch chymotrypsyn
dorsza (Tl i T2), a-chymotrypsyny bydlecej i wieprzowej chymotrypsyny C, w ktorej
trawiono utleniony tancuch B insuliny bydlecej, wykazano, ze kazdy z tych enzymow
hydrolizLije inne wigzania peptydowe. Stwierdzono, ze enzym bydlecy przeprowa-
dzat hydrolize tylko czterech wigzan, utworzonych przez tyrozyne lub fenyloalani-
ne, podczas gdy chymotrypsyna Tl dorsza o$miu, a T2 pieciu, w tym réwniez wig-
zan utworzonych m.in. przez leucyne, ale takze ze stabszym powinowactwem przez
argining czy skrajnie potozong resztg fenyloalaniny. Zupetnie odmienny sposéb hy-
drolizy reprezentowata chymotrypsyna wieprzowa, ktéra rozpoznawata siedem
miejsc ciecia w tarcuchu B insuliny. Enzym ten nie hydrolizowal wigzania usytuowa-
nego miedzy Tyrl6-Leul7, charakterystycznego dla wszystkich pozostatych enzy-
mow, ale za to wykazywat wysokie powinowactwo do reszt leucyny obecnych
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w tancuchu. Rodzaj peptydéw uzyskanych zatem podczas hydrolizy tymi czterema
enzymami byt zupetnie inny [28]. Podobne wyniki otrzymano takze przy produkcji
hydrolizatéw z biatek ryb. Peptydy obecne w hydrolizatach otrzymanych za pomoca
trypsyny wieprzowej i dorszowej réznity sie rozktadem mas czasteczkowych [28].

Z kolei w badaniach wykonanych dla poréwnania trypsyn wieprzowej i owczej
wykazano, ze posiadajg one identyczne miejsca trawienia w sekwencji (3-laktoglobu-
liny, lizozymu i a-kazeiny, jednakze rozna jest szybko$¢ katalizy poszczegélnych
reszt, a zatem inny tez sklad iloSciowy peptydéw w uzyskanych hydrolizatach [61 j.

Pozytywnym aspektem zrdznicowania funkcjonalnego enzyméw trzustkowych
moze by$ mozliwos¢ generowania réznych produktéw z wyjsciowych substratow
biatkowych i otrzymywanie hydrolizatéw o zrdznicowanych wiasciwosciach i aktyw-
nosciach biologicznych.

5. Podsumowanie

Trzustkowe proteinazy serynowe charakteryzujg sie zarowno duza miedzyga-
tunkowg réznorodnoscig strukturalng i funkcjonalna, jak i bogactwem form (formy
katalityczne, izoenzymy) w obrebie jednego gatunku. Co za tym idzie zréznicowane
sg takze ich wiasciwosci fizykochemiczne, katalityczne oraz oddziatywania z inhibi-
torami. Kazdy z organizmOw posiada swdj indywidualny ,,zestaw enzymdw” podle-
gajacy w odmienny sposéb wptywom czynnikéw modulujacych ich aktywno$¢. Kon-
sekwencjg tego jest odmienna wrazliwos¢ poszczegdlnych gatunkéw na czynniki
antyzywienowe, do ktérych zaliczy¢é mozna biatkowe inhibitory proteinaz seryno-
wych. Trzustki zwierzat sg tez tanim i bogatym Zrédtem enzyméw o potencjalnie
szerokim zastosowaniu w praktyce. Subtelne r6znice w specyficznosci i whasciwos-
ciach fizykochemicznych moge zosta¢ wykorzystane do otrzymywania w wyniku hy-
drolizy biatkowych substratéw zréznicowanych produktow.
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