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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. Wstęp

Prawidłowy rozwój zwierząt hodowlanych zależy m.in. od 
dobrze zbilansowanej diety i właściwego przebiegu procesu tra­
wienia zawartych w niej składników. Pomimo podobieństwa 
ogólnego mechanizmu procesu trawienia u wszystkich zwierząt
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wyższych, niektóre właściwości biochemiczne enzymów biorących w nim udział wy­
kazują duże zróżnicowanie w poszczególnych gatunkach. Konsekwencją fizjolo­
giczną tego może być np. różna podatność na czynniki antyżywieniowe zawarte 
w paszach, a technologiczną odmienne właściwości preparatów enzymatycznych 
otrzymywanych z ich trzustek.

Enzymy proteolityczne odpowiedzialne za trawienie białek są syntetyzowane 
i gromadzone w komórkach trzustki, skąd pod wpływem impulsu nerwowego lub 
hormonalnego wydzielane są do dwunastnicy. Główną grupę stanowią endopepty- 
dazy serynowe: trypsyna (EC3.4.21.4), chymotrypsyna (EC.3.4.21.1) i elastaza 
(EC.3.4.21.36). Enzymy te należą do klasy proteinaz serynowych, a na podstawie ho- 
mologii sekwencji aminokwasowej zaliczane są do rodziny chymotrypsynowej (SI) 
[1]. Posiadają podobne masy cząsteczkowe (23-26 kDa), optimum pH (7,0-8,0), iden­
tyczną triadę katalityczną (H57, D102, S195) oraz mechanizm hydrolizy wiązania 
peptydowego [1-3]. Mimo tych podobieństw różnią się one specyficznością substra­
tową [4,5|. Trypsyna hydrolizuje wiązania peptydowe utworzone przez grupę kar­
boksylową lizyny lub argininy, chymotrypsyna utworzona przez hydrofobowe ami­
nokwasy aromatyczne jak tyrozyna, fenyloalanina lub tryptofan, ale także alifatycz­
ne jak leucyna czy metionina. Elastaza natomiast wykazuje specyficzność wobec 
aminokwasów takich jak alanina lub glicyna, choć znane są też elastazy hydroli- 
zujące wiązania za aminokwasami aromatycznymi [1,2,4,5].

2. Biochemiczna różnorodność enzymów trzustkowych

2.1.Aktywacja i formy katalityczne enzymów trzustkowych

Enzymy proteolityczne są ekspresjonowane i gromadzone w ziarnistościach ko­
mórek trzustki w postaci zymogenów (trypsynogenu, chymotrypsynogenu i proela- 
stazy) z N-terminalnym propeptydem różnej długości i najczęściej o nieuporządko­
wanej strukturze. Propeptyd utrzymuje enzym w formie nieaktywnej do czasu, aż 
dotrze on do miejsca swego przeznaczenia ]6]. Wydzielanie enzymów z trzustki do 
dwunastnicy następuje m.in. w odpowiedzi na obecność pokarmu w żołądku, po 
około 1-2 godzin od jego spożycia, choć sekrecja na niewielkim poziomie utrzymy­
wana jest w sposób ciągły ]7]. Sok trzustkowy zawiera, obok innych enzymów, 
trypsynogen, chymotrypsynogen, i proelastazę trzustkową, a także zymogeny egzo- 
peptydaz: prokarboksypeptydazy A i B oraz wydzielniczy trzustkowy inhibitor 
trypsyny (PSTl) ]8], który tworząc kompleks trypsyną, zapobiega przedwczesnej ak­
tywacji pozostałych proenzymów w trzustce. Właściwa aktywacja zymogenów od­
bywa się w dwunastnicy i ma charakter kaskadowy. Zasadniczym etapem jest hydro­
liza trypsynogenu zachodząca pod wpływem zlokalizowanej w błonie śluzowej dwu­
nastnicy enteropeptydazy (enterokinazy). Konwersja trypsynogenu do trypsyny od­
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bywa się poprzez hydrolizę wiązania Lysl5-llel6 prowadzącą do odcięcia propepty- 
du, nazywanego także peptydem aktywującym trypsynogen TAP (ang. trypsynogen 
activation peptide) [5,6]. Enteropeptydaza rozpoznaje w propeptydzie specyficzną, 
wysoce konserwatywną sekwencję: -Asp-Asp-Asp-Asp-Lys-. Na podstawie analizy se­
kwencji aminokwasowych wykazano jednak, że w trypsynogenach niektórych gatun­
ków reszty te są podstawione (tab. 1), mimo to proces aktywacji przebiega bez 
zakłóceń [lik

Tabela 1

Sekwencja aminokwasowa propeptydów trypsynogenów

Gatunek
Sekwencja aminokwasowa

Literatura
8 9 10 11 12 13 14 15 16

bydło (forma anionowa) F P S D D D D K I [11]

Świnia F P T D D D D K I [11]

pies (forma kationowa) T P T D D D D K 1 [11]

człowiek A P F D D D D K I [11]

wielbłąd V P I D D D D K I [111

koń 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 I [11]

owca V D D D D K I [11]

dorsz atlantycki F A E E D K 1 [12]

łosoś atlantycki I F A T E D D D K I [12]

łosoś atlantycki II F A T E D D D K I [12]

łosoś atlantycki III P I D D E D D K I [12]

rekin A P D D D D K I [12]

struś (forma anionowa) V P G D A D D D K I [13]

Numeracja reszt wg kolejności w chymotrypsynogenie. Zacieniowane pola wskazują na homologię do sekwencji trypsynoge- 
nu bydlęcego. Reszta 16 jest pierwszą resztą w aktywnej trypsynie.

Aktywna trypsyna jako jedyny enzym trzustkowy zdolny do autoaktywacji 
uczestniczy następnie w aktywacji pozostałych zymogenów, w tym także dalszych 
cząsteczek trypsynogenu. W trakcie procesu aktywacji tworzone są różnorodne for­
my enzymów o zróżnicowanej stabilności, właściwościach katalitycznych i fizyko­
chemicznych. Hydroliza wiązania Lysl5 - Ile 16 trypsynogenu prowadzi do powsta­
wania p-trypsyny, która następnie jest konwertowana do formy a poprzez autokata- 
lityczne cięcia wiązania peptydowego Lys31 - Ser32. Dalsza modyfikacja poprzez 
hydrolizę wiązania Lysl76 - Aspl77 tworzy vj/ - trypsynę. Wszystkie formy tryp- 
syny są aktywne, różnią się jednak właściwościami fizycznymi, chemicznymi i katali­
tycznymi [14]. W trzustkach wieprzowych zidentyfikowano także £-trypsynę, która 
powstaje w wyniku ograniczonej autolizy p-trypsyny w miejscach wiązań Lys60 - Ser61
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oraz Lysl45 - Serl46. Jest to forma trójłańcuchowa, która wykazuje obniżoną wy­
dajność katalityczną [15].

Proces aktywacji chymotrypsynogenu zachodzi także etapowo z wytworzeniem 
kilku aktywnych form katalitycznych chymotrypsyny. W przypadku chymotrypsyno­
genu bydlęcego przejście zymogenu w pełni aktywny enzym następuje w wyniku hy- 
drolitycznego działania trypsyny na wiązanie peptydowe Argl5-llel6, prowadząc do 
usunięcia propeptydu. Powstała w wyniku tego chymotrypsyna n przeprowadza pro­
ces autolizy, prowadzący do usunięcia z cząsteczki dwóch dipeptydów: Serl4-Argl5 
oraz Thrl47-Asn 148, co prowadzi do powstania chymotrypsyny y, a następnie w wy­
niku zmian konformacji powstają kolejno: forma k i stabilna chymotrypsyna a. Obie 
formy (k i a) składają się z trzech łańcuchów połączonych dwoma wiązaniami dwu- 
siarczkowymi. Podobnie jak w przypadku trypsyn, poszczególne formy enzymu róż­
nią się stabilnością i właściwościami katalitycznymi, choć zarówno chymotrypsyna k 
jak i a są w pełni aktywnymi jego formami jl].

Aktywacja proelastazy, która w zależności od sekwencji aminokwasowej i specy­
ficzności substratowej przypisywana jest do jednego z czterech typów, następuje 
również przez odcięcie propeptydu, którego sekwencja jest słabo konserwatywna. 
Wszystkie proelastazy 11 są syntetyzowane jako proenzymy zawierające 12-amino- 
kwasowy peptyd aktywujący. Natomiast w sekwencji bydlęcej elastazy 1 stwierdzo­
no obecność peptydu aktywujący obejmującego 10 reszt aminokwasowych [12|. Je­
dynym wysoce konserwatywnym aminokwasem, zachowanym we wszystkich elasta- 
zach jest reszta argininy, rozpoznawana przez trypsynę w procesie aktywacji zymo- 
genów [17|.

2.2. Izoformy enzymów trzustkowych

Proteinazy serynowe trzustki występują w postaci izoform różniących się m.in. 
właściwościami fizykochemicznymi, kinetycznymi, składem aminokwasowym i war­
tością pl. Na tej podstawie wyróżniane są izoformy anionowe (o niższym pl) i izofor­
my kationowe (o wyższym pl). Znaczenie występowania w jednaj tkance kilku form 
tego samego enzymu nie jest ciągle wyjaśnione. Przykłady przedstawiono w tabe­
lach 2, 3, 4.

U większości gatunków ssaków, ptaków i ryb występuje więcej niż jedna forma 
trypsyny. U ssaków dominującą formą jest forma kationowa, natomiast u ryb anio­
nowa [18|. Izoformy różnią się stabilnością temperaturową, wrażliwością na zakwa­
szenie środowiska, a także oddziaływaniem z inhibitorami (tab, 5) [19|. Formy anio­
nowe enzymów są zazwyczaj mniej stabilne w niskim pH. Dobrym przykładem obra­
zującym różnice między izoformami są trypsyny człowieka (tab. 2). W ludzkich 
trzustkach syntetyzowane są trzy trypsynogeny: kationowy, anionowy oraz mezo- 
trypsynogen, z których powstają odpowiednie formy trypsyny. Forma kationowa 
jest formą dominującą, stanowiącą około 2/3 całej ilości trypsynogenu, forma anio­
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nowa Stanowi 1/3, a mezotrypsynogen to zaledwie około 5% całej puli proenzymu 
[19]. Forma kationowa wykazuje wysoką stabilność w szerokim zakresie pH od 2,0 
do 8,2, natomiast anionowa oraz mezotrypsyna tracą stopniową aktywność w śro­
dowisku kwaśnym (pH poniżej 4,0). Zakwaszenie sprzyja aktywacji formy kationo­
wej, hamuje natomiast aktywację formy anionowej. Mezotrypsyna wykazuje z kolei 
wysoką odporność na działanie inhibitorów trypsynowych (tab. 5) [19,20].

Tabela 2

Porównanie właściwości izoform trypsyny wybranych gatunków

Gatunek Izofornia Właściwości Literatura

bydło trypsyną anionowa m.cz. 24 000 Da [21]
trypsyną kationowa m.cz. 24 000 Da, pl 9,3

Świnia trypsyną anionowa m.cz. 23 435 Da [22]

trypsyną kationowa

człowiek trypsyną anionowa m.cz. 22 535 Da; pl 4,92 [20]
trypsyną kationowa m.cz. 24 103 Da; pl 7,4;

mezotrypsyna m.cz. 25 000 Da; pl 6,5

owca trypsyną kationowa m.cz. 23 901 Da [22]
szczur trypsyną anionowa I m.cz. 25 000 Da [23]

trypsyną anionowa 11 m.cz. 24 000 Da

trypsyną kationowa m.cz. 21 000 Da
kura trypsyną anionowa m.cz. 23 500 Da [24]
dorsz atlantycki trypsyną anionowa 1 pl 5,5 m.cz. 24 200 Da [25]

trypsyną anionowa II pl 6,2

trypsyną anionowa III pl 6,6

łosoś atlantycki trypsyną anionowa I pl 4,7 m.cz. 25 000 Da [11,26]
trypsyną anionowa II pl 4,6

trypsyną anionowa 111 pl 4,55

trypsyną kationowa pl 9,3
pstrąg tęczowy trypsyną m.cz. 25 700 Da [27]

Różnice we właściwościach fizykochemicznych zaobserwowano także w izofor- 
mach trypsyny łososia atlantyckiego. Porównując formę kationową i anionową łoso­
sia (Salmo salar) z trypsyną bydlęcą, wykazano, że forma anionowa w środowisku 
o pH poniżej 5,0 zachowuje tylko 10-30% aktywności, podczas gdy trypsyną bydlęca 
wykazuje jednakową stabilność w całym zakresie pH od 2,0 do 12. Forma kationowa 
trypsyny łososia wykazuje cechy pośrednie i w pFI poniżej 5,0 zachowuje ok. 60% ak­
tywności. Enzym ten wykazuje wysoką aktywność w szerokim zakresie pH od 8,5 do 
10,5, podobnie jak trypsyną bydlęca. Tymczasem optimum aktywności formy anio­
nowej zlokalizowane jest blisko pFl 10,5 [11].
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U większości gatunków kręgowców zidentyfikowano kilka form chymotrypsyny, 
które, na podstawie sekwencji aminokwasowej i specyficzności przypisano do jed­
nej z trzech izoform (izotypów) A, B i C (tab. 3). Typy A i B występujące zarówno 
jako izoformy kationowe jak i anionowe, wykazują niewielkie różnice w sekwencji 
aminokwasowej. Izoforma A wykazuje specyficzność substratową typową dla chy­
motrypsyny tzn. hydrolizuje z jednakową wydajnością wiązania peptydowe poło­
żone za aminokwasami, takimi jak: Phe, Tyr, Trp, natomiast wiązania położone za 
Leu i Met hydrolizowane są dwukrotnie wolniej. Chymotrypsyna B wykazuje po­
dobną specyficzność substratową, przy czym wiązania utworzone przez Trp hydroli­
zuje z dwukrotnie niższą wydajnością niż wiązania za pozostałymi aminokwasami 
aromatycznymi. Różnice te wynikają z odmiennego ukształtowania w enzymie kie­
szeni wiążącej substrat [29].

Tabela 3

Porównanie właściwości izoform chymotrypsyny wybranych gatunków

Gatunek Izoforma Właściwości Literatura

bydło 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 prokarboksypeptydazą A i proteinazą E 130]

Świnia chymotrypsyna A 131]

chymotrypsyna B

chymotrypsyna C tworzy kompleks z prokarboksypeptydazą A i proteinazą E

człowiek 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 1 (A) m.cz. 26 000 Da; pl 6,2 133]

chymotrypsyna II (B) m.cz. 26 285 Da; pl 5,8

karp chymotrypsyna 1 m.cz. 28 000 Da; pl 5,6-5,8 134]

chymotrypsyna 11 m.cz. 27 000 Da; pl 6,8-7,0

pstrąg tęczowy chymotrypsyna I m.cz. 28 200 Da, pl 4,9-5,0 135]

chymotrypsyna 11 m.cz. 28 800 Da, pl 4,9-5,0

Typ C chymotrypsyny preferuje natomiast wiązania peptydowe utworzone przez 
leucynę. Sekwencja aminokwasowa tego enzymu jest znacząco różna od form A i B, 
a pl zlokalizowane w neutralnym pH. W strukturze chymotrypsyny C występują 
2 łańcuchy u wszystkich gatunków zagregowane z prokarboksypeptydazą i protei- 
nazą E [36]. Elastazy były początkowo charakteryzowane jako trzustkowe proteina- 
zy serynowe zdolne do trawienia elastyny i innych białek włókienkowych [37], obec­
nie wiadomo jednak, że część enzymów należących do tej rodziny nie wykazuje tych
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zdolności (np. elastazy II). Wśród elastaz kręgowców wyróżnia się cztery izoformy 
określane jako typ I, II, III, IV. Różnice w sekwencji aminokwasowej pomiędzy po­
szczególnymi formami elastaz sięgają 60% [17]. Najbardziej rozpowszechnione są 
formy I i II. Podobnie jak w przypadku innych proteinaz, u większości gatunków 
zwierząt występuje dwie lub więcej form elastazy (tab. 4). Formy kationowe, na­
leżące do elastaz typu I, oraz proteinazy E i ludzka elastaza III są specyficzne wobec 
wiązań utworzonych przez małe, hydrofobowe aminokwasy, natomiast anionowe 
elastazy typu II wykazują aktywność chymotrypsynopodobą. U ryb stwierdzono 
głównie elastazy typu I, ale wyjątek stanowi elastaza C dorsza atlantyckiego o spe­
cyficzności chymotypsynowej [33]. Liczne formy elastaz zidentyfikowano dzięki za­
stosowaniu nowoczesnych technik biologii molekularnej. Analizując cDNA trzustki 
szczura zidentyfikowano elastazę, która jest słabo aktywna wobec typowych sub­
stratów elastazowych i zaliczono ją do typu IV. Wykazano ponadto, że jest to enzym 
zaangażowany w proces przekształcania angiotensynogenu I w angiotensynogen II 
[33]. Analiza biblioteki cDNA trzustki człowieka umożliwiła zidentyfikowanie dwóch 
proelastaz typu II oznaczonych jako A i B (homologicznych w 00%) [38], wykazując 
jednocześnie brak kationowej, alaninospecyficznej elastazy homologicznej do wie­
przowej elastazy I [39]. Opisana wcześniej [40] ludzka elastaza I nie wykazuje podo­
bieństwa do elastazy I wieprzowej lub bydlęcej, nie posiadając przede wszystkim 
zdolności trawienia białek włókienkowych tkanki łącznej (elastyny) [2[. W najnow­
szych badaniach wykazano natomiast jej podobieństwo w składzie aminokwaso- 
wym, charakterze jonowym i masie cząsteczkowej do anionowego, elastazopodob- 
nego enzymu - proteinazy E [41], która posiada zdolność hydrolizy syntetycznych 
substratów elastazowych, nie hydrolizuje jednak elastyny [42]. Homologii proteina­
zy E zidentyfikowano także w trzustce wieprzowej i bydlęcej. Wszędzie tworzą one 
kompleks z prokarboksypeptydazą A i chymotrypsynogenem C [30,43]. Kolejne ho­
mologii wieprzowej elastazy I zidentyfikowane na podstawie analizy cDNA trzustki 
człowieka nazwano elastazami III A i B. Homologia sekwencji miedzy tymi formami 
wynosiła 93% [42].

Tabela 4

Porównanie właściwości izoform elastazy wybranych gatunków

Gaiunek Izoforma Właściwości Literatura

1 2 3 4

bydło elastaza 1 [44]

elastaza II m.cz. 29 000 Da

proteinaza E tworzy kompleks z prokarboksypeptydazą A i chymotrypsynogenem C; pl 4,85 [30,43]

Świnia elastaza 1 m.cz. 25 900 Da, pl 9,5 [45]

elastaza 11 m.cz. 21 900 Da

proteinaza E tworzy kompleks z prokarboksypeptydazą A i chymotrypsynogenem C
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1 2 3 4

człowiek elastaza 1 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 5,6 [42]

elastaza 111 B

proteinaza E tworzy kompleks z prokarboksypeptydazą A i chymotrypsynogenem C [39]

szczur elastaza 1 [46]

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

owca elastaza 1 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 5,5 [33]

Warta podkreślenia jest także różnica między enzymami trzustkowymi ryb a en­
zymami ssaków. Wspólną cechą enzymów rybich, odróżniających je od enzymów 
ssaków, jest podwyższona wydajność katalityczna oraz niestabilność w kwaśnym pH 
i podwyższonej temperaturze [17,48]. Enzymy ryb określa się terminem psychrofil- 
nych w odróżnieniu od mezofilnych enzymów ssaków [49|. Optimum działania enzy­
mów rybich przypada często w temperaturze 40-50°C (np. trypsyny sardynki), 
a w przypadku dorsza grenlandzkiego nawet 35°C podczas gdy enzymy ssaków naj­
wyższą aktywność osiągają w temperaturze 50-60°C. Z reguły powyżej temperatury 
60°C enzymy rybie ulegają szybkiej inaktywacji |33,35|. Enzymy ryb są też niestabil­
ne w pH poniżej 5,0, w przeciwieństwie do enzymów ssaków stabilnych w kwaśnym 
zakresie pH. Jednocześnie wydajność katalityczna (wyrażana jako kcat/Krn) trypsyn, 
chymotrypsyn i elastaz rybich może być od kilku do kilkudziesięciu razy wyższa niż 
odpowiednich enzymów ssaków |17|. jest to rezultatem podwyższonej liczby obro­
tów (co obserwujemy jako podwyższenie wartości kcat). lub jego podwyższonego 
powinowactwa do substratu (obserwowanego jako obniżenie wartości Km), lub też 
obu tych właściwości enzymu równocześnie [48]. Przykładowo, trypsyna 1 sardeli ja­
pońskiej (Engraulis japanicus) wykazywała wartość kcat/Km dla BApNA dwukrotnie 
większą, trypsyna pstrąga tęczowego 12-15 razy większą [27], a trypsyna 11 sardeli 
japońskiej nawet 35 razy większą [50[ niż bydlęca trypsyna kationowa.

3. Oddziaływania enzymów z białkowymi inhibitorami

Zróżnicowanie enzymów trzustkowych ujawniają się m.in. w ich oddziaływaniu 
z egzogennymi inhibitorami proteinaz serynowych, które stanowią jeden z najpo­
ważniejszych czynników anyżywieniowych występujących w pokarmie zwierząt i lu­
dzi [51]. Ich bogatym źródłem są m.in. rośliny strączkowe, dyniowate, ziemniaki.
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izolaty białkowe zbóż, a także jaja. Białkowe inhibitory mogą posiadać wąską specy­
ficzność i hamować tylko jeden enzym (głównie trypsynę lub chymotrypsynę) lub 
wykazywać szerokie spektrum oddziaływania. Powoduje to, że działają one jako 
czynniki utrudniające lub nawet całkowicie blokujące trawienie białek zawartych 
w pożywieniu, uniemożliwiając ich właściwe wykorzystanie. Prowadzi to do wyeli­
minowania źródła aminokwasów egzogennych, co może skutkować zahamowaniem 
wzrostu zwierząt [51,52]. Unieczynnienie enzymów trawiennych powoduje także 
krytyczne obniżenia poziomu aktywnej trypsyny i chymotrypsyny w dwunastnicy, co 
na zasadzie mechanizmu ujemnego sprzężenia zwrotnego, prowadzi do uruchomie­
nia mechanizmu kompensacyjnego, powodującego stymulację ich syntezy w trzust­
ce. Rezultatem może być hipertrofia trzustki choć wyniki eksperymentów żywienio­
wych wskazują, że poszczególne gatunki zwierząt reagują bardzo indywidualnie. 
Powiększenie trzustki obserwowano u młodych świnek wietnamskich, kurcząt, my­
szy i szczurów karmionych mączką sojową bogatą w inhibitor trypsyny. Nie obser­
wowano natomiast u cieląt, psów, dorosłych świnek wietnamskich i człowieka. 
Trzustki szczurów i kurcząt adaptowały się do diety bogatej w inhibitory zwięk­
szając produkcje trypsynogenu i chymotrypsynogenu i zmniejszeniem ilości wydzie­
lanej amylazy |51,52|.

Wymuszona wzmożona synteza proteinaz trzustkowych, przy jednoczesnym 
braku dostępności białek egzogennych prowadzić może także do degradacji włas­
nych białek, które stają się źródłem niezbędnych aminokwasów, szczególnie siarko­
wych, potrzebnych do syntezy nadmiernych ilości enzymów [51].

Analiza biochemiczna oddziaływania enzymów trzustkowych z białkowymi inhi­
bitorami wskazuje, że enzymy różnych gatunków zwierząt, jak i poszczególne izo- 
formy enzymów jednego gatunku, mogą oddziaływać odmiennie z tymi samymi in­
hibitorami. Przykładem może być forma anionowa trypsyny ludzkiej, która w odróż­
nieniu od formy kationowej, jest silnie hamowana przez inhibitor trypsyny z soi 
(STI). Zahamowanie kationowej trypsyny wielbłąda wymaga ok. trzykrotnie większe­
go stężenia STI niż, w tych samych warunkach, zahamowanie kationowej trypsyny 
bydlęcej [51]. Z kolei kationowa chymotrypsyna wielbłąda jest bardziej podatna na 
działanie ST! niż bydlęca chymotrypsyna A [36[. Odmienne jest także hamowanie 
przez STI elastaz pochodzących od różnych gatunków. STI hamuje dobrze elastazę 
kurzą [24] i elastazę II szczura [2], słabiej elastazę z dorsza, nie hamuje natomiast 
elastazy wieprzowej [53], (tab. 5).
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Tabela 5

Przykłady oddziaływań proteinaz różnych gatunków z białkowymi inhibitorami

Enzym BPTl STI LBTI Owomukoid kurzy Owomukoid indyczy PSTI Literatura

trypsyna anionowa człowieka 4- + -h -f -1- [20]

trypsyna kationowa człowieka + +/- +/- -f/- -1- [20]

mezotrypsyna człowieka - - - - - [20]

trypsyna bydlęca + -h -f -1- -1- -1- [32]

trypsyna dorsza + - [32]

chymotrypsyna i człowieka +/- +/- -1- - [25]

chymotrypsyna 11 człowieka - +/- -t- - -1- [25]

chymotrypsyna bydlęca +/■ -t- - + [25]

elastaza dorsza +/- [53]

elastaza wieprzowa + - [53]

Legenda: BPTl - bydlęcy trzustkowy inhibitor trypsyny; STl - inhibitor trypsyny z soi, LBTI inhibitor trypsyny z Lima 
bean, PSTl - wydzielniczy trzustkowy inhibitor trypsyny; poziom hamowania - (+) >70%, 70%>(+/-) >30%, (-) 
< 30%.

Innym przykładem jest oddziaływanie proteinaz z bydlęcym trzustkowym inhibi­
torem trypsyny (BPTl) (tab. 5). jest on silnym inhibitorem trypsyny, ale nie hamuje 
mezotrypsyny ludzkiej [20], która generalne jest enzymem odpornym na działanie 
inhibitorów. BPTl hamuje efektywnie chymotrypsynę bydlęcą, ale bardzo słabo ludz­
ką chymotrypsynę kationową (1) i prawie wcale nie oddziałuje z ludzką chymotrypsy- 
ną anionową (II) [25]. Wśród chymotrypsyn rybich podatność na działanie BPTl wy­
kazują: chymotrypsyny dorsza, chymotrypsyna II pstrąga i chymotrypsyna II karpia, 
ale chymotrypsyna I karpia jest przez ten inhibitor hamowana bardzo słabo [54]. 
BPTl hamuje także elastazę z trzustki świni, ale nie hamuje elastazy kurzej [24|. Inne 
przykłady zróżnicowanego oddziaływania proteinaz a białkowymi inhibitorami 
przedstawiono w tabeli 5.

Duże zróżnicowanie w oddziaływaniu enzymów z białkowymi inhibitorami 
wpływać może na odmienną przyswajalność białka mieszanek paszowych i rodzi po­
trzebę indywidualnego doboru składników pasz dla poszczególnych gatunków zwie­
rząt w celu zapewnienia im optymalnych warunków hodowli.

4. Proteinazy trzustkowe w biotechnologii

Enzymy trzustkowe znalazły szerokie zastosowanie w laboratoriach medycznych 
i biochemicznych, a także w przemyśle, głównie spożywczym. Stosowane są zarów­
no w postaci pankreatyny, jak i preparatów oczyszczonych trypsyn, chymotrypsyn 
i elastaz [56,57,59]. Enzymy stosowane są w postaci roztworów lub immobilizowa- 
ne na odpowiednich nośnikach [56,57]. Jednym z podstawowych zastosowań bio­
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technologicznych jest produkcja hydrolizatów białkowych, np. z białek serwatko­
wych, albuminy jaja czy hemoglobiny. Na szeroką skalę produkuje się także hydroli­
zaty sojowe [51] i kazeinowe [52,54], już od 1970 r. hydrolizaty kazeiny i owoalbu- 
miny uzyskane na drodze trawienia pankreatyną stosowane są jako dodatki do żyw­
ności dietetycznej [56]. Enzymy trzustkowe stosowane są także do odmięśniania ko­
ści wieprzowych i drobiowych oraz szkieletów ryb [61 j.

Zhydrolizowane białka często zyskują nową jakość biologiczną. Generowane 
w trakcie hydrolizy peptydy mogą wykazywać właściwości antybakteryjne, hamu­
jące enzym konwertujący angiotensynogen 1 do angiotensynogenu 11, też czy właś­
ciwości antyoksydacyjne. Znanych jest wiele peptydów uzyskiwanych m.in. z białek 
mleka czy jaja, działających jako agoniści i antagoniści opioidów |58,59|. Hydroliza 
pozwala także na polepszenie przyswajalności niektórych białek, gdyż w jelicie 
cienkim aminokwasy wchłaniane są zarówno w postaci wolnej jak i w postaci di- 
i tripeptydów. Częściowa hydroliza białek pozwala także na obniżenie ich właściwo­
ści immunogennych. Polepsza ona także cechy technologiczne materiału białkowe­
go wpływając na właściwości emulgujące, rozpuszczalność czy zdolność tworzenia 
piany [61|.

Najpowszechniej stosowanymi proteinazami są enzymy bydlęce i wieprzowe. 
Jednak rosnące zapotrzebowanie przemysłu, a także ryzyko chorób przenoszonych 
przez te zwierzęta, czy wreszcie występujące w niektórych religiach i kulturach 
ograniczenia, zmuszają do zastępowania tych enzymów proteinazami innych gatun­
ków. Stąd też w wielu badaniach skupia się obecnie uwagę na porównywaniu właś­
ciwości funkcjonalnych enzymów poszczególnych gatunków zwierząt.

W wielu przypadkach proces kontrolowanej hydrolizy substratu kończy się po­
przez zagotowanie lub silne zakwaszenie hydrolizatu. Zastąpienie enzymu bydlęce­
go enzymem rybim pozwala na zahamowanie tego procesu w mniej energochłon­
nych warunkach albowiem proteinazy rybie ulegają inaktywacji znacznie szybciej 
niż stabilniejsze enzymy ssaków, jednocześnie lepsze właściwości katalityczne en­
zymów rybich pozwalają na efektywniejsze przeprowadzanie procesu hydrolizy. Nie 
oznacza to jednak, że produkt hydrolizy będzie zawsze taki sam. Przykładowo 
w przeprowadzonej analizie specyficzności substratowej dla dwóch chymotrypsyn 
dorsza (Tl i T2), a-chymotrypsyny bydlęcej i wieprzowej chymotrypsyny C, w której 
trawiono utleniony łańcuch B insuliny bydlęcej, wykazano, że każdy z tych enzymów 
hydrolizLije inne wiązania peptydowe. Stwierdzono, że enzym bydlęcy przeprowa­
dzał hydrolizę tylko czterech wiązań, utworzonych przez tyrozynę lub fenyloalani- 
nę, podczas gdy chymotrypsyna Tl dorsza ośmiu, a T2 pięciu, w tym również wią­
zań utworzonych m.in. przez leucynę, ale także ze słabszym powinowactwem przez 
argininą czy skrajnie położoną resztą fenyloalaniny. Zupełnie odmienny sposób hy­
drolizy reprezentowała chymotrypsyna wieprzowa, która rozpoznawała siedem 
miejsc cięcia w łańcuchu B insuliny. Enzym ten nie hydrolizowal wiązania usytuowa­
nego między Tyrl6-Leul7, charakterystycznego dla wszystkich pozostałych enzy­
mów, ale za to wykazywał wysokie powinowactwo do reszt leucyny obecnych
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w łańcuchu. Rodzaj peptydów uzyskanych zatem podczas hydrolizy tymi czterema 
enzymami był zupełnie inny [28]. Podobne wyniki otrzymano także przy produkcji 
hydrolizatów z białek ryb. Peptydy obecne w hydrolizatach otrzymanych za pomocą 
trypsyny wieprzowej i dorszowej różniły się rozkładem mas cząsteczkowych [28].

Z kolei w badaniach wykonanych dla porównania trypsyn wieprzowej i owczej 
wykazano, że posiadają one identyczne miejsca trawienia w sekwencji (3-laktoglobu- 
liny, lizozymu i a-kazeiny, jednakże różna jest szybkość katalizy poszczególnych 
reszt, a zatem inny też skład ilościowy peptydów w uzyskanych hydrolizatach [61 j.

Pozytywnym aspektem zróżnicowania funkcjonalnego enzymów trzustkowych 
może byś możliwość generowania różnych produktów z wyjściowych substratów 
białkowych i otrzymywanie hydrolizatów o zróżnicowanych właściwościach i aktyw- 
nościach biologicznych.

5. Podsumowanie

Trzustkowe proteinazy serynowe charakteryzują się zarówno dużą międzyga- 
tunkową różnorodnością strukturalną i funkcjonalną, jak i bogactwem form (formy 
katalityczne, izoenzymy) w obrębie jednego gatunku. Co za tym idzie zróżnicowane 
są także ich właściwości fizykochemiczne, katalityczne oraz oddziaływania z inhibi­
torami. Każdy z organizmów posiada swój indywidualny „zestaw enzymów” podle­
gający w odmienny sposób wpływom czynników modulujących ich aktywność. Kon­
sekwencją tego jest odmienna wrażliwość poszczególnych gatunków na czynniki 
antyżywienowe, do których zaliczyć można białkowe inhibitory proteinaz seryno- 
wych. Trzustki zwierząt są też tanim i bogatym źródłem enzymów o potencjalnie 
szerokim zastosowaniu w praktyce. Subtelne różnice w specyficzności i właściwoś­
ciach fizykochemicznych mogę zostać wykorzystane do otrzymywania w wyniku hy­
drolizy białkowych substratów zróżnicowanych produktów.

Pracę dedykujemy Panu Profesorowi Tadeuszowi Wiluszowi z okazji Jego 70. rocznicy urodzin.
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