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1. [VADAS

Daugumos pasaulio klinikinéje praktikoje naudojamy
imunostimuliatoriy pagrindas yra mikrobiniy lasteliy komponentai, tokie kaip
lipopolisacharidai, muramo rugsties peptidai bei kiti peptidoglikano
fragmentai, B-gliukanai, nukleoriig8¢iy dariniai ir kt. (Werner, 1996). Tokie
preparatai daZniausiai yra vartojami per os. Minéty imunologiSkai aktyviy
komponenty (atskiry arba ju kompleksy) gamybos technologija remiasi ju
ekstrakcija 1§ mikroorganizmy biomasés arba pastarosios suardymu
mechaniniu, ultragarsiniu ar fermentiniu biidais. Fermentinis skaidymas, kuris
pastaruoju metu tampa vis populiaresnis, yra atlieckamas naudojant skirtingo
specifiSkumo egzogeninius lizuojan¢ius (mikroorganizmy lasteliy sienelg
ardancius) fermentus arba sudarant salygas mikroorganizmy autolizes
vyksmui.

Gamtoje pasitaiko niSy, kuriose aptinkamos stebétinai didelés
mikroorganizmy biomases sankaupos. Viena tokiy yra gyviiny virSkinimo
sistema. Zmogaus Zarnyne yra daugiau nei kilogramas mikroorganizmy
(Biziulevicius, 2004; Kraehenbuhl ir Corbett, 2004). Buvo iskeltas klausimas —
ar biity galima pasinaudoti Sia natiiralia mikroorganizmy biomase organizmo
imuninei buklei pagerinti, sukeliant Zarnyno mikroorganizmy liz¢ in situ? Kai
kurie techniniai sprendimai, kaip toki procesa ivykdyti praktikoje, jau rasti.
Zmoniy imuninés sistemos stiprinimui per os naudojami kiausinio baltymo
lizocimas (Sava, 1996), proteoliziniy fermenty kompleksai (Wobenzymas,
Phlogenzymas ir kt.) (Kleine, 1997), o kity gyviny — bakterinis lizocimas,
lizosubtilinas bei jo dariniai (Valstybinés Veterinarijos Tarnybos instrukcija,
1993; 1993a). Teigiami rezultatai rodo, kad egzogeniniy antimikrobiniy
fermenty panaudojimo imunostimuliacijos tikslais sritj galima ir toliau
tobulinti ir plésti. Tai buvo padaryta §io darbo metu, ivertinant egzogeniniy
fermentiniy preparaty itaka karviy pieno somatiniy lasteliy kiekiui. Padidéjes
somatiniy lasteliy kiekis — vienas i§ karviy pieno liaukose vykstanciy

uzdegiminiy reakcijy indikatoriy.



Tuo tarpu Zarnyno mikrofloros autolizés skatinimo in sifu darbai yra dar
tik uzZuomazgos stadijoje. Pagrindin¢ problema - medzZiagy, kurios,
sukeldamos mikroorganizmy autoliz¢ organizme, neturéty pasalinio poveikio,
atradimas. Problemos sprendima palengvino pasteb¢jimai, kad pieno baltymo —
kazeino — tripsininis hidrolizatas skatina mikroorganizmy autoliz¢ in vitro
(Biziulevicius ir kt., 2002), o naudojant per os, ir organizmo apsaugines
funkcijas (Biziulevicius ir kt., 2003).

Apie tai, kad maisto baltymai yra ne tik biitina gyvybés palaikymui
maisto sudedamoji dalis, taCiau ir pagrindinis sékmingam organizmo
funkcionavimui reikalingy bioaktyviy peptidy Saltinis, Zinoma labai seniai.
Ypatingas démesys skiriamas maisto baltymy sudétyje esantiems
antimikrobiniams ir imunostimuliuojantiems peptidams bei akcentuojamos ju
praktinio pritaikymo galimybés. IS paskelbty duomenuy aiSku, jog tiksliy
irodymu apie maisto baltymy antimikrobiniy peptidy veikimo mechanizma
néra, taiau manoma, jog jie, kaip ir organizme natiraliai sintetinami
katijoniniai antimikrobiniai peptidai, veikia savo elektrostatiniais kruviais
depoliarizuodami mikrobinés lastelés sienelés struktiira (Meisel, 1998; Tirelli
ir kt., 1997; Pellegrini, 2003; Clare ir kt., 2003; Floris ir kt., 2003).

ISkeltos hipotezés (BiziuleviCius, 2004), kad maisto baltymai,
virSkinimo fermentais suardyti iki peptidy, aktyvina Zarnyno mikrofloros
autolizg, o Sio proceso metu atsipalaidave imunologiskai aktyvis komponentai
stimuliuoja imuning sistema, patvirtinimui buvo patikrinti keletos maisto
baltymy hidrolizaty antimikrobinis ir imunostimuliuojantis aktyvumai ir
jvertinta, ar maisto baltymuy vartojimas galéty tapti imuninés sistemos

stiprinimo budu.

Darbo tikslas
Nustatyti egzogeniniy lizuojan¢iy fermenty ir maisto baltymuy

hidrolizaty poveiki imuninei sistemai.



Uzdaviniai

1.

Ivertinti maisto baltymy, kazeino, a-laktalbumino, B-laktoglobulino,
ovalbumino ir serumo albumino, fermentiniy hidrolizaty gebéjima
stimuliuoti natiraliai besiautolizuojanciy ir naturaliai
nesiautolizuojanciy mikroorganizmy autolizg;

Ivertinti minéty maisto baltymy fermentiniy hidrolizaty gebéjima
stimuliuoti fagocituojanciy lasteliy, pilvapléveés makrofagy bei kraujo
monocity ir granuliocity, fagocitini aktyvuma;

Nustatyti, ar egzistuoja rySys tarp minéty maisto baltymy fermentiniy
hidrolizaty gebéjimo stimuliuoti mikroorganizmy autoliz¢ ir imuning
sistema (fagocituojanciuy lasteliy fagocitini aktyvuma);

Ivertinti maisto baltymo fermentinio hidrolizato, pasiZymincio
stipriausiomis fagocituojancias lasteles stimuliuojan¢iomis savybémis,
prieSuzdegimini poveiki;

Nustatyti egzogeniniy lizuojanciy fermentiniy preparaty, lizocimo,
lizosubtilino, S$iy abiejy preparaty miSinio bei jy kombinacijy su

vitaminais, poveiki karviy pieno somatiniy lasteliy skaiciui.

Ginamieji teiginiai

1.

Maisto baltymy kazeino, a-laktalbumino, -laktoglobulino, ovalbumino
ir serumo albumino fermentiniai hidrolizatai stimuliuoja tiek
mikroorganizmy, kuriems budinga natiirali autolizeé, tiek natdraliai
nesiautolizuojanciy mikroorganizmy autolizg;

Minéty maisto baltymy hidrolizatai stimuliuoja BALB/c linijos peliy
fagocitiniy lasteliy (pilvapléves makrofagy bei kraujo monocity ir

granuliocity) fagocitini aktyvuma;

. Tarp minéty maisto baltymy hidrolizaty antimikrobinio ir

imunostimuliuojancio veikimo egzistuoja tiesioginis rysys;
Kazeino tripsininis hidrolizatas nepasiZymi prieSuzdegiminémis

savybemis.



5. Egzogeniniy lizuojan¢iy fermenty preparatai — efektyvi priemone,

mazinanti somatiniy lasteliy skai¢iy karviy piene.

Darbo aktualumas ir naujumas

Pagrindinis imuninés sistemos uZdavinys — apsaugoti organizma nuo
patogeny. Atsparumas mikrobinéms infekcijoms yra aktuali problema Siuo
metu, kuomet pastebimas vis did¢jantis mikroorganizmy atsparumas
antibiotikams. Didelé¢ dalis antibiotiky — vieno didZiausiy Zmonijos atradimuy,
1Sgelb¢jusiy milijardus gyvybiy — Siuo metu tapo nebeveiksmingi. D¢l
ilgalaikio, o daZznai ir neracionalaus antibiotiky vartojimo mikroorganizmy
atsparumas didéja. Vis dazniau pasitaiko susirgimy jau uZmirStomis
infekcinémis ligomis, tokiomis kaip tuberkuliozé, difterija ar kt. Todél naujy
imuninés sistemos stiprinimo biidy, lemianciy organizmo savaimini atsparuma
tvairioms infekcijoms ir padedanti iSvengti antibiotiky vartojimo, paieska yra
svarbus tikslas. Maisto baltymai ir fermentiniai preparatai, tokie Kkaip
lizosubtilinas ir lizocimas, kurie buvo panaudoti miisy darbe, yra efektyvios
antimikrobinés gydomosios priemonés, pasiZymin¢ios ir imuniteta
stiprinan¢iomis savybémis.

Imuninés sistemos stiprinimas ypatingai svarbus Zmonéms, turintiems
imuninés sistemos nepakankamuma, kuris gali buti tiek igimtas, tiek igytas
ivairiy ligu, tokiy kaip vézys, AIDS ir kt., ar ju gydymo, kuomet naudojama
chemoterapija ar imunosupresuojantys medikamentai, metu.

Fakty, jog dalis maisto baltymy hidrolizaty ar atskiry peptidy pasiZymi
antimikrobinémis ir/arba imunostimuliuojan¢iomis savybémis, gausu, taCiau
prieZastys, lemiancios §iuos aktyvumus, néra pakankamai aiSkios. Sio darbo
rezultatai rodo rysi tarp antimikrobinio ir imunostimuliuojanc¢io aktyvumy. Tai
leido pateikti maisto baltymuy bifunkcinio veikimo teorija: maisto baltymai
virskinimo trakte suskaldomi iki biologiSkai aktyviuy peptidy, kurie, sukeldami
mikroorganizmy autoliz¢, salygoja imunologiSkai aktyviy mikrobiniy lasteliy

sieneliy komponenty atpalaidavima, o pastarieji veikia imuning sistema.



Nors apie fermentiniy antimikrobiniy preparaty panaudojima gydymo ir
imunostimuliavimo tikslais Zinoma labai daug, taciau jy poveikis somatiniy
lasteliy skai¢iui karviy piene nebuvo tirtas, todeél pirma karta iStirtas
egzogeniniy antimikrobiniy fermenty preparaty geb€jima sumaZzinti pieno

somatiniy lasteliy skaiciy.

Darbo praktiné reikSmé

Zinant, kad tiek egzogeniniy lizuojanéiy fermenty preparatai, tiek
autoliziniy fermenty aktyvinimui naudojami maisto baltymy hidrolizatai
organizme, atlik¢ savo funkcija, proteoliziniy fermenty yra suskaidomi iki
amino rugsciy ir panaudojami organizmo reikméms, galima prognozuoti
dideles ju pritaikymo imuninés sistemos stiprinimui galimybes. Viena ju —
maisto baltymy hidrolizaty panaudojimas funkcinio maisto kiirimui. Funkcinis
maistas — maistas arba maisto komponentai, turintys sveikata gerinanciy
savybiy. Be abejo, funkcinio maisto kiirime turi dalyvauti keliy mokslo sri¢iy
specialistai: enzimologai, imunologai, mikrobiologai, gydytojai, mitybos
specialistai.

Sekmingas egzogeniniy fermentiniy preparaty pritaikymas karviy pieno
somatiniy lasteliy, atspindinCiy organizmo imuninés sistemos biikle, skai¢iaus
sumazinimui leidZia tikétis juy pripaZinimo gyvulininkysté¢je ir pieno

pramongje, kuriai ypac svarbi apdorojamo pieno kokybe.



2. LITERATUROS APZVALGA

2.1. Zmogaus mikroflora

Suaugusio Zmogaus organizme yra apie 107 lasteliy, budingy
eukariotams, bei apie 10" lasteliy, biuidingy prokariotams (10 % - 90 %,
atitinkamai) (Hooper ir kt., 2002; Tlaskalova-Hugenov4 ir kt., 2004).

Stabili suaugusiojo mikroflora sudaryta i§ autochtoniniy (nuolatiniy) ir
alochtoniniy (laikiny) mikroorganizmy rasiy. Suaugusio Zmogaus organizma
kolonizuoja 400 — 1000 mikroorganizmy (bakterijy, gryby, virusy ir
pirmuoniy) rusiy (Tlaskalova-Hugenova ir kt., 2004; Mai ir Morris, 2004;
Noverr ir Huffnagle, 2004). IS Sios rusiy ivairovés dominuoja tik 30 — 40
(daugiausia bakterijy) rusiy, t.y. jos sudaro 99 % visos populiacijos (Hooper ir
kt., 2002). 60 % visy rusiu nekultivuojamos ex vivo iprastiniais metodais, todél
ju identifikavimui pasitelkiami molekuliniai metodai, pagristi 16S rDNR seky
panasumu, FISH, DGGE, RFLP, kokybin¢ dot-blot hibridizacija ir 16S rDNR
sekvenavimas (Mai ir Morris, 2004).

Dauguma mikrofloros rusiy (97 %) yra griezti anaerobai ir tik 3 %
sudaro aerobai (fakultatyviniai anaerobai). Burnos ertm¢je aptinkama daugiau
nei 500 rusSiy bakterijy, kolonizuojaniy dantis, lieZuvi, gleiving. Cia
dominuoja streptokokai ir Actinomyces sp., o taip pat Porphyromonas
gingivalis (Tlaskalova-Hugenova ir kt., 2004). Tuo tarpu nosies ertméje,
nosiarykleje aptinkami stafilokokai, streptokokai ir gramneigiami kokai
(Tlaskalovd-Hugenova ir kt., 2004). Pastarieji mikroorganizmai kolonizuoja ir
distaling motery urogenitalinio trakto dali. Oda taip pat nuolat saveikauja su
aplinkoje esanCiomis bakterijomis. Nors salygos (drégme, temperatira ir
mitybiniy medziagy gausa) ypac¢ tinkamos bakterijoms, taciau odos
anatominiai ypatumai riboja sékminga ju augima. Daugiausia  oda
kolonizuoja gramteigiamy obligatiniy aerobuy (Micrococcus) arba
fakultatyviniy anaeroby (Staphylococcus ir Corynebacterium) genciy atstovai

(Tlaskalova-Hugenova ir kt., 2004).
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Taciau didZiausia dalis mikrofloros lokalizuojasi Zarnyne. Mikroby
kompozicija ir kiekis jvairiuose Zarnyno segmentuose skiriasi. Daugiausia
mikroorganizmy yra distalinéje plonosios Zarnos dalyje (apie 10® /ml turinio) ir
gaubiamojoje Zarnoje (10" /g turinio). Daugiau nei 90 % ¢ia esancios
populiacijos sudaro  Bacteroides, = Eubacterium, Bifidobacterium,
Fusobacterium, Peptostreptococcus, Escherichia genliy atstovai. MaZa, taCiau
nuolat aptinkama mikrofloros dali, sudaro Enterobacter, Lactobacillus,
Clostridium, Streptococcus bei Staphylococcus genliy atstovai (Tlaskalova-
Hugenova ir kt., 2004; Noverr ir Huffnagle, 2004). I Zarnyno populiacijos
sudéti jeina ir grybai, i§ kuriy gausiausia Candida genties atstovy, ty. C.
albicans, C. krusei, C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis, C. lambica, C.
guilliermondii (Rastall, 2004; Khatib ir kt., 2001). VirSkinamaji trakta
kolonizuoja ir kiti grybai, tokie kaip Rhodotorula sp., Saccharomyces sp.,
Geotrichum candidum, Blastoshizomyces capitatus, Yarowia lipolytica,
Cryptococcus sp. (Khatib ir kt., 2001; Bernhardt ir Knoke, 1997). Normalioje
mikrofloroje gryby yra apie 10* /ml zarnos turinio.

VirSkinamajame trakte mikroflora suformuoja sudétinga ekosistema
(Yan ir Gilbert, 2004), kuria galima jsivaizduoti kaip ,,judant] termostata‘,
skirta mikroorganizmams gyvuoti. Tokia simbiozé teikia abipus¢ nauda.
Mikroorganizmus tenkina reikiama temperatiira ir maistiniy medZiagy gausa.
Tuo tarpu jie patys padeda Seimininkui {sisavinti maista, t.y. gamina fermentus,
reikalingus maisto medZiagy metabolizmui; moduliuoja metabolinius procesus
(pavyzdziui, bilirubing vercia i tirpias urobilinogeno formas arba transformuoja
kancerogeninius ksenobiotikus bei fitoestrogenus); palengvina jvairiy toksiniy
medZziagy paSalinima; apsaugo epitelines lasteles nuo patogeniniy
mikroorganizmy kolonizacijos; iSskiria vitaminus bei kitas organizmui
reikalingas medziagas ir t.t. (Hooper ir kt., 2002; Mai ir Morris, 2004).
Mikrofloros nauda Seimininko organizmui neabejojama. MaZiau Zinomas
reiSkinys, vadinamas ,,V. Bocci teorija®, kuri teigia, kad Zmogaus mikroflora
yra ,nepripazintas organas, pasiZymintis lemtingu imunostimuliuojanciu

veikimu®. Vykstant mikrofloros nattraliai autolizei, iSsiskiria mikrobinés
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lastelés sienelés fragmentai, turintys teigiama itaka organizmo imuninei
sistemai  (Bocci, 1992). Nepaprastai didelis mikroorganizmy kiekis
makroorganizme, esant normaliai pastarojo biklei, yra pastovus ar bent
panasus dydis, taciau konkreciy mikrobiniy Igsteliy, lygiai kaip ir bet kuriy kity
lasteliy, biivis nuolat keiciasi. Mikroorganizmy Iastelés auga, dauginasi, mirSta

ir visi §ie procesai vienokiu ar kitokiu btidu yra susij¢ su jy autolizine sistema.

2.2. Fermentiné mikroorganizmy lizé

Mikrobinés lastelés lizé — sudétingas daugiapakopis procesas, kurio
metu vyksta struktiiriniy elementy degradacija, lemianti lastelés zuti. Ypac
svarbus lastelés sienelés irimo etapas, kuris vyksta tiek tam tikry fiziko-
cheminiy veiksniy (pH, temperatiiros, slégio ir t.t.), tiek specifiniy fermenty,
vadinamy lizuojanciais arba tiesiog antimikrobiniais, itakoje (Biziulevi¢ius ir
kt., 2002). Sienelés suardyme gali dalyvauti tiek vidulasteliniai lizuojantys
fermentai (autolizinai), tiek egzogeniniai lizuojantys fermentai. Ir vieni ir kiti
savo katalitinio veikimo pobudziu yra analogiski, skirtinga tik ju lokalizacijos

vieta mikrobin¢je lasteléje.

2.2.1. Lizuojan¢iy fermenty substratas — mikroorganizmy lastelés sienelé

Pagrindinis bakterinés lastelés sienelés struktiirinis komponentas —
peptidoglikanas (mureinas) aptinkamas tiek gramteigiamose (40-95% sausos
lastelés sienelés mases), tiek gramneigiamose (10-20% sausos lastelés sienelés
mases) bakterijose. Peptidoglikanas suteikia lastelei tvirtuma, t.y. atsparuma
osmotiniams ir mechaniniams paZeidimams, o kartu ir -elastinguma,
dinamiSkuma, reikalinga saugiam lastelés augimui ir dalijimuisi (3axaposa ir
[TaBnoBa, 1985). Peptidoglikanas - heteropolimeras, kurio polisacharidinés
grandinés sudarytos i§ dviejy aminosacharidy: N-acetil-D-gliukozamino ir N-
acetil-muramo riagsties, sujungty B-1,4-glikozidiniu rySiu. Prie kiekvienos N-
acetil-muramo rugsties liekanos karboksilo grupés yra prijungtas peptidinis

subvienetas, daZniausiai sudarytas i§ keturiy amino riugs$ciy: L-alanino, D-
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glutamino, L-lizino (arba diaminopimelato) bei D-alanino. Dalis peptidiniy
subvienety, esanciy gretimose polisacharidinése grandinése, sujungti peptidiniu
tilteliu (Kucnyxuna ir kt., 1990; Koch, 2003; Salazar ir Asenjo, 2007; Vollmer
ir kt., 2008).

Be Sio polimero i gramteigiamy bakteriju sienelés sudéti jeina ir
baltymai, lipidai, teichoinés rugStys. Gramneigiamy bakterijy peptidoglikano
sluoksnis isiterpgs tarp citoplazminés ir iSorinés membrany. Pastarosios
pagrindinés sudétinés dalys - lipoproteinai ir lipopolisacharidai (LPS). LPS
sudaryti 1S lipofilinés dalies, t.y. lipido A, ir hidrofilinio domeno -
polisacharido. Lipida A sudaro dvi fosforilintos D-gliukozamino molekulés,
sujungtos B-1,6-glikozidiniu rySiu, bei riebiyju rugsciuy grandinés (Kucnyxuna,
2002).

Grybinés lastelés sienele — gyvybiskai svarbus lastelés elementas,
suteikiantis mechaninio stiprumo, galin¢io atlaikyti osmotinio slégio pokycius,
pasiZymintis plastinémis savybémis, leidZian¢iomis lastelei augti bei dalintis,
palaikantis Iastelés vientisuma ir forma.

Grybuy lastelés sienelés pagrindine sudétine dalis — polisacharidai (80-90
% sausos lasteleés sienelés mases), tokie kaip celiulioze, chitinas, gliukanai,
mananai, kurie sudaro mikrofibriling lastelés sienelés dali. Prie ju jungiasi kiti
gryby lastelés sienelés komponentai — baltymai ir glikolipidai (ILxmnsp, 1977,
Lipke ir Ovalle, 1998; Bowman ir Free, 2006).

Daugelio gryby lastelés sienelei tvirtumo suteikia chitinas. Tai nedidele
sausos lastelés sienelés masés dalj (1-2 % mielése ir 10-20 % filamentiniuose
grybuose) sudarantis, taciau struktiiriSkai svarbus komponentas. Chitinas - N-
acetil-D-gliukozamino linijinés struktiros homopolimeras, kuriame monomerai
sujungti 3-1,4-glikozidine jungtimi. Chitinas gali biiti sujungtas su -gliukanais
iIr mananais, kurie, savo ruoZtu, yra pagrindiniai mieliy struktiiriniai
polisacharidai. Kiekvienas Siy komponenty sudaro apie 40 % sausos mieliy
lastelés sienelés mases (Ikmsap, 1977; Lipke ir Ovalle, 1998; Selitrennikoff,
2001; Bowman ir Free, 2006; Salazar ir Asenjo, 2007).
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2.2.2. Autolizé

Bakterinése lastelése - peptidoglikanas, o grybinése - chitinas ir [-
gliukanas yra tos lastelés sieneleés struktiiros, kurias pazeidus gali suirti ne tik
sienele, bet ir visa lastelé. Todél vidulasteliniai fermentai, galintys suardyti Siy
struktury rySius ir i$Saukti 1astelés degradacija, ir vadinami autolizuojanciais
arba autolizinais. Bakterijy autolizuojantys fermentai — tai peptidoglikano
hidrolazés, unikali fermenty klasé, dalyvaujanti jvairiuose lastel¢je
vykstan€iuose procesuose, susijusiuose su lastelés sienelés formavimusi ir
degradavimu, t.y. lasteliy augime bei Zuvime, morfogenez¢je, spory formavime
(Kucnyxuna ir kt., 1990; Goldman ir Branstorm, 1999; Vollmer ir kt., 2008).
Terminas autolizé reiSkia Iastelés susinaikinima (savidestrukcija),
vidulasteliniy fermenty salygota struktiiry depolimerizacija. Vykstant
hidrolizei trimaté polimero struktiira suardoma { atskirus elementus.
Pavyzdziui, veikiant amidazéms susidaro atskiros peptidoglikano grandinegs;
veikiant glikozidazéms — mazesnio polimerizacijos laipsnio fragmentai ir kt.

Pagal hidrolizuojama rysi bakterijuy autolizinai skirstomi i lizuojancias
glikozidazes  (N-acetil-muramidazes ir  N-acetil-D-gliukozaminidazes),
amidazes bei endopeptidazes (Ghuysen ir kt., 1966; Ghuysen ir kt., 1967;
Strominger ir Ghuysen, 1967; @stlie ir kt., 1999; Smith ir kt., 2000; Bowman ir
Free, 2006; Salazar ir Asenjo, 2007; Vollmer ir kt., 2008). Lizuojancios
glikozidazés hidrolizuoja B-1,4 rySius tarp N-acetil-muramo rigsties ir N-
acetil-D-gliukozamino. N-acetil-muramidazés (lizocimo) atveju
redukuojanc¢iame gale susidaro N-acetil-muramo riigStis, o N-acetil-D-
gliukozaminidazes atveju - N-acetil-D-gliukozaminas. Amidazés (dazniausiai
N-acetil-muramil-L-alaninamidazé) suardo rySius, esancius tarp peptidoglikano
ir peptidiniy subvienety. Endopeptidazés hidrolizuoja peptidines jungtis
peptidiniuose subvienetuose ir tilteliuose. ApraSyta dar viena lizuojanciy
fermenty klasé — lizuojancios transglikozilazés, ardancios ta patj rysi kaip ir N-
acetil-muramidazés, taiau atpalaiduojancios kita reakcijos produkta, t.y.

anhidromuropeptida (Holtje, 1996; van Heijenoort, 2001; Vollmer ir kt., 2008).
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Gryby autolizuojantys fermentai skirstomi i lizuojancias B-gliukanazes,
chitinazes ir endopeptidazes (ILknsp, 1977; Kucnyxuna, 2002).

Autoliz¢ gali salygoti vienas ar keletas autolizuojanciy fermenty.
Pavyzdziui, muramidaze, kaip vienintelis autolizinas aptinkamas Lactobacillus
acidophilus, Strep. cremoris, Strep. faecium, Strep. pneumoniae, Staph. aureus
H ir kt. Bacilose randami dviejy tipy fermentai: N-acetil-D-gliukozaminidazés
ir amidazé. Siy tipy autolizinai aptinkami daugumoje bakteriju. Zymiai
sudétingesnis autolizuojantis kompleksas budingas E. coli lastelei: dvi
lizuojancios glikozidazés, amidazé ir ne maZiau kaip dvi endopeptidazes
(3axaposa ir [laBnoBa, 1985; Kucnyxuna ir kt., 1990).

Bakterijose autolizuojantys fermentai lokalizuojasi lastelés sienel¢je,
periplazminéje erdvéje ir/arba citoplazminéje membranoje. PavyzdZziui, B.
megaterium, B. subtilis, E. coli autolizuojanti amidazé yra sieneléje. Tuo tarpu
B. licheniformis S§is fermentas lokalizuotas su sienele sgaveikaujanciose
citoplazminés membranos vietose; Micrococcus lysodeikticus ir Staph. aureus
aptinkamas ir membranoje, ir sienel¢je. Lactococcus lactis N-acetil-
muramidazé asocijuota su citoplazmine lastelés membrana ir sienele. E. coli
nustatytos trys su iSorine membrana susijusios transglikozilazés (Kucnyxuna ir
kt., 1990; Kucnyxuna, 2002).

Saveikos tarp autoliziny ir sienelés struktliry stiprumas yra nevienodas.
B. subtilis amidazé sudaro stipruy rysi su sienele, o B. megaterium amidazé
lengvai pereina i tirpia forma. Silpnas rySys su lastelés sienelés komponentais
budingas ir Staph. aureus bei Staph. epidermidis autolizuojantiems
kompleksams. Strep. pneumoniae rySio tarp amidazés ir sienelés stiprumas
priklauso nuo terpés joninés jégos: esant druskoms fermentas stipriai suristas
su sienele, vandeningje suspensijoje amidazé pereina i tirpia forma (3axapoBa
ir [TaBnoBa, 1985).

Bakteriniy lasteliy autolizés reguliacija vyksta {vairiy sistemy ir
mechanizmy pagalba. Autoliz¢ gali sukelti aplinkos faktoriy (pH, temperatiira,
slegis) pokyciai, kai kurios cheminés medZiagos (mineralinés druskos,

organiniai tirpikliai, pavirSiaus aktyvios medZiagos). Taciau ypatinga vaidmeni
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tiesioginéje  autolizuojan¢io aktyvumo kontroléje atlieka teichoinés,
teichuroninés ir lipoteichoinés rugstys, fosfolipidai. Strep. pneumoniae
lipoteichoiné riigStis (Forsmano antigenas) yra specifinis Sios bakterijos
autolizuojancios amidazés inhibitorius. UZ §i poveiki atsakingas | antigeno
sudéti jeinantis cholinas. Biitent jis susiriSa su amidaze, slopindamas fermento
veikima. Lipoteichoinés riigStys inhibuoja Strep. faecium bei L. acidophilus
muramidazg ir B. subtilis amidaze. Kai kuriose bacilose autolizés sistema
reguliuoja sienelés teichuroninés riigstys. Kaip autolizés reguliatoriai Zinomi ir
baltyminiai junginiai, esantys lastelés sienelés sudétyje. Pavyzdziui, B. subtilis
autolizuojanti amidazé yra aktyvuojama baltymo-modifikatoriaus, kuri
produkuoja pati bakterija. Sis baltymas neturi fermentinio aktyvumo, ta¢iau,
sudargs kompleksa su amidaze, aktyvuoja pastaraja. Autoliziny aktyvavimas
gali biiti susijgs ir su proteolize. Yra Zinoma, kad Strep. faecalis paveikus
tripsinu muramidz¢ i§ latentinés suristos formos pereina i aktyvia laisva forma.
Toki poveiki turi ne tik tripsinas, bet ir juo hidrolizuoti baltymai (3axaposa ir
[TaBnoma, 1985; Kucnyxuna ir kt., 1990; Kucnyxuna, 2002). Apie baltymu
fermentiniy hidrolizaty itaka autolizés aktyvavimui Siame darbe bus dar ne
karta kalbama.

Autolizes proceso baigtis priklauso ne tik nuo fermenty aktyvumo, bet ir
nuo antrojo etapo — protoplasto dezintegracijos — grei¢io (3axapoBa ir
[TaBnoBa, 1985). Protoplasto destrukcijai didZiausia jtaka turi osmotinis slégis
bei specifiniai reguliaciniai faktoriai. Tai paties mikroorganizmo sintetinamos
termostabilios baltyminés-lipidinés kilmés pavirSiaus aktyvios medZziagos,
ardancios protoplasta.

Nors grybinése lastelése vykstantys autolizés procesai iSnagrinéti kur
kas maZiau, taCiau galima teigti, kad gryby ir bakteriju autolizuojanciy
fermenty veikimo mechanizmai ir principai yra labai panaSus (3axapoBa ir
[TaBnoBa, 1985)

Mikroorganizmy autolizés pasekoje atsipalaiduoja biologiSkai aktyviis

sienelés komponentai, tokie kaip lipopolisacharidai, peptidoglikanai ir muramo
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rugsties peptidai, B-gliukanai ir kt. Jy poveikis organizmo imuninei sistemai

gana gerai Zinomas.

2.2.3. Imunologiskai aktyviis lizés produktai

2.2.3.1. Lipopolisacharidai

Stipriausias imunostimuliuojantis veikimas budingas
lipopolisacharidams (LPS). Tai - pagrindiniai gramneigiamy bakterijy iSorinés
membranos komponentai. Viena i§ jo sudetiniy daliy — lipidas A, kuris ir yra
imunoreaktyvus lipopolisacharido centras (Alexander ir Rietschel, 2001).

LPS atpaZista komplemento sistema ir antikiinai, salygojantys mikrobu
opsonizacija ir lizg. Atsako i1 mikroorganizmus metu, svarbiausios yra
fagocitinés lastelés (monocitai, makrofagai ir polimorfonukleariniai
leukocitai), kurios opsonizuotas bakterijas atpazista komplemento ir Fc
receptoriy pagalba (Nau ir Eiffert, 2002). Be to, Sios Iastelés gausiai
ekspresuoja diferenciacijos antigenus CD14 ir TIr4d receptorius tiesiogiai
saveikaujanCius su mikroorganizmy sienelés fragmentais (Alexander ir
Rietschel, 2001; Nau ir Eiffert, 2002; Paulsen, 2000; Ginsburg, 2002).
Lipopolisacharidy prisijungima prie CD14 receptoriaus katalizuoja @iminés
fazés baltymas LBP. CD14 receptorius jungiasi su lipopolisacharidais esant
netgi labai mazoms Siy molekuliy koncentracijoms (<10 ng/ml). Si saveika
paleidZia visa kaskada uzdegiminiy ir prieSuZzdegiminiy mediatoriy ir sutelkia
imunines lasteles. LPS aktyvuoti makrofagai tampa metaboliSkai aktyvus ir
ima produkuoti antimikrobinius agentus (lizocima, katijoninius peptidus,
laktofering, rugStines hidrolazes) bei uzdegiminius mediatorius, kuriy
pagrindinis yra naviko nekrozés faktorius TNF-a (Alexander ir Rietschel,
2001; Nau ir Eiffert, 2002; Paulsen, 2000; Heinzelmann ir kt., 1997; Van
Amersfoort ir kt., 2003). Kadangi Kupferio lastelese TNF-o mRNR
transkribuojama konstitutyviai, tod¢l po fagocity saveikos su LPS, §is citokinas
pradedamas produkuoti vienas pirmyju. Po signalo indukuojama ir

interleukinai IL-1, IL-6, bei tg¢siama TNF-o mRNR sintezé. Pradedami
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produkuoti ir IL-8, IL-12, trombocitus aktyvuojantis faktorius PAF,
chemokinai, eikozanoidai. Sie mediatoriai kartu su komplemento
komponentais C3a ir C5a i infekcijos Zidinj pritraukia polimorfonuklearinius
fagocitus ir juos aktyvuoja. Neutrofily migracija lemia vazodilatacija bei
suintensyvejusi adhezijos molekuliy ekspresija endoteliniy lasteliy, makrofagy
ir neutrofily pavirSiuje. Prasideda daugiabranduoliy polimorfonukleariniy
lasteliy intravaskuliariné agregacija, adhezija prie endotelio, diapedezé ir
mediatoriy tokiy kaip TNF-a, leukotrienas B, ir PAF produkavimas. Juy
pavirSiuje pradedami ekspresuoti CD14, CD11/CD18 ir keletas komplemento
bei Fc receptoriy, kurie igalina lasteles atpazinti ir fagocituoti LPS. Neutrofilai
taip pat pradeda sekretuoti baktericidinius agentus, t.y. lizocima, bakteriju
pralaiduma didinantj baltyma, fermentus, reaktyviojo deguonies radikalus.
Endotelinés lastelés taip pat reaguoja i LPS produkuodamos IL-1, IL-6,
eikosanoidus, vazoaktyvius agentus, endoteling 1, chemokinus ir kolonijas
stimulivojant] faktoriy CSF. Skirtingy Iasteliy populiacijuy iSskiriami
mediatoriai aktyvuoja T ir B limfocitus. Pastarieji sekretuoja IL-2, interferona
IFN-y ir granuliocity makrofagy kolonijas stimuliuojanti faktoriy GM-CSF. IL-
2 ir GM-CSF dalyvauja vienbranduoliy ir daugiabranduoliy fagocity
proliferacijoje ir aktyvavime, o IFN-y padidina LPS poveiki makrofagams
(Van Amersfoort ir kt., 2003; Lehner, 2001).

LPS inicijuoja ir humoralini atsaka, t.y. aktyvuoja tris komplemento
kelius: lektinini, prisijungdamas prie manoze¢ suriSan¢io baltymo lektino,
alternatyvy, prisijungdamas prie komplemento faktoriaus C3, bei klasikini, per
komponenta Clq (Van Amersfoort ir kt., 2003; Lehner, 2001; Kindt ir kt.,
2007). Pastarasis kelias aktyvuojamas esant imunoglobulinams IgG ir IgM.
Visais trimis atvejais prie molekulés lieka prisitvirtings C3b, kuris palengvina
makrofagy ir neutrofily fagocitozg ir leidzia ant mikrobinés lastelés pavirSiaus
isiterpti membranos atakos kompleksui, C5-C9, salygojanc¢iam lastelés lizg.
Atsipalaidavusiems C3a ir C5a biidingas kraujagysliy pralaiduma, makrofagy
ir neutrofily pavirSiuje adhezijos molekuliy ekspresija didinantis ir Sias l1asteles

aktyvuojantis poveikis. Be to Sie komplemento komponentai aktyvuoja

18



granuliocitus ir putligsias Iasteles, kurios produkuoja ivairius vazoaktyvius
junginius, pavyzdziui, histaming, palengvinancius fagocity invazija.
Mediatoriai TNF-a, IL-1 ir IL-6 stimuliuoja parenchimines kepeny lasteles,
kurios ima iSskirti imios fazés baltymus, t.y. C-reaktyvy baltyma, serumo
amiloida A, LBP, hemopeksina, haptoglobina, komplemento komponentus C3
ir C9, a,-rugstini glikoproteina, a,-makroglobuling ir kai kuriuos proteinazés
inhibitorius (Van Amersfoort ir kt., 2003; Lehner, 2001).

Normaliomis fiziologinémis salygomis imuninés lastelés nuolat
susiduria su mikrofloros atpalaiduotais LPS. Yra nustatyta, kad nuolatiné
organizmo saveika su maZzomis $io endotoksino koncentracijomis yra bitina
palaikant imuninés sistemos budruma (Van Amersfoort ir kt., 2003). Tai jrodo
ir sveiky individy organizmuose randami maZzi LPS kiekiai. Be to yra Zinoma
,endotoksino tolerancija‘ — fenomenas, kuris parodo, kad pakartotinos LPS
dozés susilpnina imuninj atsaka { S$i endotoksing, suSvelnina metabolinius
poky¢ius, tokius kaip karStis ir uZdegimas, bei sumazZina letaluma (Lehner,
2001). Daugelis in vivo bandymy parodée, kad profilaktika LPS ‘u apsaugo nuo
uzdegimo sukelty paZeidimy. Tai aiSkinama makrofagy supresavimu, t.y.
pagrindinio uzdegiminio mediatoriaus TNF-a, o taip pat IL-6, IL-1a ir IL-1p,
CSF ir IFN-y produkcijos sumaZinimu (Van Amersfoort ir kt., 2003).
Sumaz¢ja ir TNF-a mRNR, o tai siejama su citokino kontrole transkripciniame
lygyje. Tikslus makrofagy supresijos mechanizmas néra galutinai iSnagrinétas,
taCiau turimi duomenys rodo, kad tai gali biiti sumazéjusios Tlr4 ekspresijos
pasekme. Tai taip pat gali buti susij¢ su pazeistu G baltymu ir fosfolipazes D,
fosfatidilinozitol-3 ~ kinazés ekspresija. Pastebéta supresuota signalo
transdukcija per mitogenu aktyvinamo baltymo MAP kinaziy kaskada bei
transkripcijos faktoriy NF-kB (Van Amersfoort ir kt., 2003).

Taigi fiziologinémis salygomis mazos ir subalansuotos visy minéty
biologiskai aktyviy medziagy koncentracijos salygoja bendra antimikrobinio,

antivirusinio ir prie§véZzinio mechanizmo aktyvavima (Paulsen, 2000).
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2.2.3.2. Peptidoglikanas ir muramo rugsties peptidai

Peptidoglikanas yra traktuojamas kaip potencialus imunostimuliatorius.
Peptidoglikano fragmentai, kaip ir lipopolisacharidai bei B-gliukanai,
aktyvuoja monocitus, makrofagus, neutrofilus ir NK Iasteles, o signala
perduoda per CD14 receptoriy ir indukuoja citokiny TNF-a, IL-1p, IL-6 ir CSF
produkavima. Zinoma, kad kai kuriy ri§iy bakterijy peptidoglikanas salygoja
IL-10 gamyba T lastelése ir monocituose (Dziarski ir kt., 1998; Heinzelmann ir
kt., 2000; Kricek ir kt., 1997; Meshcheryakova ir kt., 2001). Taip pat Zinoma,
jog peptidoglikano fragmentai sinergiSkai veikia kartu su citokinais 1L-2 bei
IL-4 ir stimuliuoja limfocity proliferacija bei diferenciacija. Minimali ir
biologiskai aktyvi Sio heteropolimero struktiira - muramo rugsties dipeptidas,
pasiZymintis gana placiu biologiniy poveikiy spektru. Nustatyta, jog muramo
rugSties peptidai stiprina imunini atsaka { antigena, t.y. didina monocity
pavirSiuje esancio Zmogaus leukocity antigeno HLA-DR, pagrindinio antigeno
pateikimo receptoriaus, ekspresija (Heinzelmann ir kt., 2000). Be to Siy lasteles
sienelés fragmenty veikimo pasekoje suintensyveja ir endoteliniy lasteliy
ekspresuojamos tarplastelinés adhezijos molekulés ICAM-1 ir jos receptoriaus
- B, integrino (CD18), esancio leukocity pavirSiuje, ekspresija. Sintetinis
muramo rigsties dipeptido analogas turi savybg supresuoti B limfocity IgE
produkcija, todel tiriamas kaip potencialus prieSalerginis vaistas (Kricek ir kt.,
1997). PrieSalerginis veikimas siejamas su pagrindinio Sio imunoglobulino
sintezeés mediatoriaus IL-4 mRNR sintezés inhibavimu. Nustatyta, kad
profilaktiSkai duodami muramo riigSties peptidai padidina organizmo
rezistentiSkuma infekcijoms bei septinio Soko metu sumazina toksini LPS
poveiki (Meshcheryakova ir kt., 2001; Dutta, 2002). Jie taip pat pasiZymi
prieSvéziniu veikimu (Dutta, 2002).

Kitas svarbus muramo rugSties peptidu poveikis - Zmogaus
imunodeficito viruso (ZIV) replikacijos inhibicija (Dutta, 2002). Sintetinis
analogas — murabutidas (N-acetil-muramil-L-alanil-D-glutamino-O-n-butil

esteris) padidina ZIV imunoterapijai naudojamy citokiny IFN-o ir IL-2
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efektyvuma (Bahr, 2003). Nustatyta, jog murabutidas supresuoja Vviruso
replikacija infekuotose monocituose/makrofaguose, NK lastelése, dendritinése
lastelése, limfocituose. PrieSingai nei kity antiretrovirusiniy vaisty, ju poveikis,
per imunings sistemos moduliacija, virusui yra ilgalaikis. Be to imuniné viruso
kontrol¢ neprovokuoja vaistams atspariy formy vystymosi (Bahr, 2003).

Klinikiniai tyrimai taip pat parodé murabutido, tiek kaip papildomo, tiek kaip

vienintelio antivirusinio preparato, efektyvuma ir ilgo vartojimo sauguma.

2.2.3.3. B-gliukanai

B-gliukanai — vieni pagrindiniy mieliy ir gryby lastelés sienelés
sudetiniy daliy. Tai junginiai, pasiZymintys ypac¢ plac¢iu biologinio ir
imunofarmakologinio veikimo spektru. Jy imuning sistema stimuliuojancios ir
infekciju komplikacijas maZinancios savybés buvo nustatytos ir kai kuriy
laboratoriniy gyvinuy, tokiy kaip krevetés, Zuvys, pelés, Ziurkeés, triuSiai, jury
kiaulytés, avys, galvijai, ir Zmogaus organizmuose (Williams ir kt., 1996;
Mueller ir kt., 2000; Rodriguez ir kt., 2003; Xiao ir kt., 2004; Salazar ir
Asenjo, 2007; Goodridge ir kt., 2009). Sios savybés kinta priklausomai nuo p-
gliukany fizinés bisenos, t.y. tirpumo vandenyje, molekulinés mases,
molekulés Sakotumo laipsnio ir konformacijos. Butent Sios fizinés savybeés
lemia B-gliukany biologiniy aktyvumu jvairoveg. P-gliukanams biidingas
antimikrobinis, prie§véZinis bei imuning sistema stiprinantys poveikiai. Jie,
jungdamiesi prie specifinio B-gliukany receptoriaus, aktyvina makrofagus,
neutrofilus, eozinofilus, NK Iasteles, jvairias limfocity subpopuliacijas bei
fibroblastus ir endotelines lasteles (Williams, 1996; Rodriguez ir kt., 2003;
Xiao ir kt., 2004; Goodridge ir kt., 2009). Pagrindinis Siy fragmenty taikinys —
makrofagai. Juose pastebétas rySkus, nuo B-gliukany priklausomas,
transkripcijos faktoriy NF-xB bei NF-IL6 aktyvavimas. Saveika su
makrofagais lemia suaktyvinta fagocitoze, oksidacini stresa ir eilés leukotrieny,
prostaglandiny ir citokiny, 1§ kuriy svarbiausias - TNF-a, produkavima (Xiao ir

kt., 2004; Mueller ir kt., 2000; Lee ir kt., 2001; Vetvicka ir Yvinv, 2004;
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Goodridge ir kt., 2009). NK lasteliy produkuojamas IFN-y padidina organizmo
atsparuma virusinéms infekcijoms. Nustatyta [B-gliukany ir komplemento
receptoriaus CR3 saveika. Buvo pastebéta, kad netirpios didelés B-gliukano
molekulés tiesiogiai aktyvuoja leukocitus ir stimuliuoja uzdegiminiy citokiny
gamyba, tuo tarpu mazos ir vandenyje tirpios B-gliukany molekulés jungiasi su
CR3 lektino domenu ir igalina receptoriy saveikauti su komplementu
opsonizuotomis veézio lasteléemis, kurios kitu atveju nesukelia nuo CR3
prikausomo atsako (Ross ir kt., 1999; Paulsen, 2000; Lee ir kt., 2002; Ishibashi
ir kt., 2002; Rondanelli ir kt., 2009). Tai paaiSkina duomenis, rodancius, jog
Sie lastelés sienelés komponentai papildo makrofagy ir neutrofily atsaka
nestimuliuvodami uzdegiminiy citokiny produkcijos. In vitro bandymais
parodytas transkripcijos faktoriy kompleksy (NF-«B ir NF-IL6) aktyvavimas,
kuris neturéjo jokio poveikio citokiny mRNR sintezei, taiau tirpaus p-
gliukano indukuotas NF-kB transkripcijos faktorius skiriasi nuo LPS aktyvuoto
NF-«B, o tai reiskia, kad Siy abiejy molekuliy signalas perduodamas skirtingais
keliais.

Taip pat nustatyta, kad B-gliukanai inhibuoja véZiniy lasteliy augima.
Tai siejama su tirpiy molekuliy itaka CR3 receptoriams, padidinta citokiny
TNF-a, IL-2 ir IFN-y produkcija, suintensyvéjusia NO sinteze (Ross ir kt.,
1999; Sveinbjornsson ir kt., 1996; Rondanelli ir kt., 2009). Be to dauguma
pastaruoju metu vartojamy prieSveziniy vaisty supresuoja organizmo imuning
sistema, o tai salygoja sunkias mikrobines infekcijas, kurios daZnai baigiasi
mirtimi. Siuo atveju p-gliukanai, stimuliuodami imuniteta, gali bati naudingi
kaip adjuvantai. Manoma, kad ateityje B-gliukany preparatai bus skiriami
pacientams, infekuotiems bakterijomis, kurioms budingas daugybinis vaisty
atsparumas.

Buvo iStirtas profilaktiSkai skiriamy gliukany poveikis eksperimento
budu sukeltam septiniam Sokui. Nustatyta, kad Sis imunoaktyvus fragmentas
Zymiai sumazino bakteremija pelése (E. coli lasteliy periferiniame kraujyje

sumazéjo net 95 %) ir padidino cirkuliuojanciy neutrofily kieki (Williams ir
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nustatyta, jog profilaktiSkai duodamas B-gliukanas patikimai sumazino
sergamuma sepsiu ir padidino imuninés sistemos kompetencija. Teigiamas
efektas septinio Soko atzvilgiu aiSkinamas moduliuojama citokiny ekspresija
(Siuo atveju supresuojama citokino TNF-a produkcija).

Zinant dabartinio bioterorizmo grésme buvo istirtas B-gliukano poveikis
Bacillus anthracis infekcijai ir nustatyta, jog, duodamas profilaktiskai per os,
Jis Zymiai padidino i1Sgyvenusiy gyviny skaiciy (Vetvicka ir kt., 2002).

Apie mikroorganizmy lastelés sienelés komponenty poveiki imuninei
sistemai Zinoma daug, o praktikoje jau naudojami juy pagrindu sukurti
preparatai. PavyzdZiui, [-gliukano preparatai - betafektinas, krestinas,
lentinanas, Sizofilanas; sintetiniai muramo rugSties dipeptido analogai -
murabutidas, romurtidas, temurtidas (Werner ir kt., 1996). Kai kurie preparatai
yra tiesiog minéty imunostimuliatoriy koncentratas (pvz., Haemophilus
influenzae, Strep. pneumoniae, Strep. pyogenes, Staph. aureus, Neisseria
catarrhalis, E. coli lizatal) (Werner ir kt., 1996).

Kaip jau buvo mineéta, tokiy imunostimuliatoriy Saltinis — organizme
esanti mikroflora, gausiausia Zarnyne. Natiiralus antimikrobinis agentas —

katijoniniai peptidai ir jy analogai — maisto baltymai.

2.3. Antimikrobiniai ir imunostimuliuojantys peptidai

Organizmas savo apsaugai naudoja visa eile antimikrobiniy ir
imunostimuliuojan¢iy peptidy. Dali $iy bioaktyviy peptidy organizmas
sintetina pats. Kiti { organizma patenka kartu su maistu. Imuninei sistemai ypac
didelés itakos turi katijoniniai antimikrobiniai peptidai (Andreu ir Rivas, 1998;
Yeaman ir Yount, 2003; Zhang ir Falla, 2004; Jenssen ir kt., 2006; Rizza ir kt.,
2008).

Organizmo sintetinti katijoniniai antimikrobiniai peptidai skiriasi savo
ilgiu, sekomis bei antrinémis struktiiromis, tafiau jiems visiems biidingas
amfipatiSkumas (Andreu ir Rivas, 1998; Bulet ir kt., 2004; Zhang ir Falla,
2004; McPhee ir kt., 2005; Jenssen ir kt., 2006; Mookherjee ir Hancock, 2007;
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Pieters ir kt., 2009). Katijoniné prigimtis (kriivis siekia nuo + 2 iki + 9) lemia
ju selektyvia saveika su neigiamai ijkrautu gramteigiamy ir gramneigiamy
bakterijy, grybuy bei virusy pavirSiumi ir tolerantiSkuma eukariotinéms
lasteléms, turin¢ioms neutralias membranas (Ginsburg, 2001; Zhang ir Falla,
2004; Rizza ir kt., 2008; Pieters ir kt., 2009). Be to, antimikrobiniai katijoniniai
peptidai yra palyginti nedideli, t.y. juos sudaro 12-100 amino riig8¢iy (Cudic ir
Otvos, 2002; Jenssen ir kt., 2006). Toks katijoniniy antimikrobiniy peptidy,
aptinkamy daugybéje bakterijy, augaly ir gyviiny riSiy, funkcinis
konservatyvumas paZymi juy svarbg jgimtai imuninei sistemai, o ju biologinis
aktyvumas parodo, jog tai yra efektorinés molekulés, palaikancios ry$i tarp
igimtos bei jgytos organizmo apsaugos sistemy. Sios baktericidinés molekulés
reikSmingos ne tik tiesiogiai eliminuojant mikroorganizmus, bet ir palaikant
Seimininko mikrofloros homeostazg. Jie toleruoja komensalinius mikrobus ir
kartu su juy pagalba apsaugo organizma nuo patogeny kolonizavimo. Be to, vis
daugéja irodymuy, jog Sios molekulés pasiZymi ir imunostimuliuojan¢iomis
savybemis, t.y. skatina fagocitozg, stimuliuoja prostaglandiny sintezg,
neutralizuoja LPS poveiki, pagerina jvairiy imuninés sistemos lasteliy
akumuliacija ir telkimasi uZzdegiminése vietose, pagerina angiogenezg, Zaizdy
gijima (Cudic ir Otvos, 2002; McPhee ir kt., 2005; Jenssen ir kt., 2006; Kruse
ir Kristensen, 2008). Zinduoliy sintetinami peptidai aktyviai dalyvauja jgyto
imuniteto atsake, pavyzdziui, jie chemotaktiSkai veikia Zmogaus monocitus,
neutrofilus, T lasteles bei itakoja dendritiniy Iasteliy vystymasi (McPhee ir kt.,
2005; Jenssen ir kt., 2006) Katijoniniai antimikrobiniai peptidai turi svarby
vaidmeni igimtos imuninés sistemos procesy suderinime (McPhee ir kt., 2005;
Jenssen ir kt., 2006).

Pagal struktiirinius ypatumus katijoniniai antimikrobiniai peptidai
skirstomi {: turin¢ius a-spirales, B-klostes, kovalentiniy ar disulfidiniy jungciu
pagalba sudarytas kilpas, linijing struktira (Lockwood ir Mayo, 2003; Zhang ir
Falla, 2004; Sang ir Blecha, 2008). Nepriklausomai nuo peptidu seku bei
struktiiros jvairovés, veikimo mechanizmas yra panaSus. Pirmiausiai vyksta

elektrostatiné saveika su lasteliy pavir§iumi, tuomet — membranos pralaidumo
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padidinimas. ISorinis mikrobinés lastelés membranos pavirSius sudarytas i$
cviterioninio fosfatidiletanolamino ir anijoniniy fosfatidilglicerolio lipidy,
kardiolipino, fosfatidilserino, lipopolisacharidy (gramneigiamose bakterijose)
ir teichoiniy rugsciy (gramteigiamose), salygojanciy lasteliy neigiama
pavirSiaus kruvi. Eukariotiniy Iasteliy iSoré — elektriSkai neutrali, savo sudétyje
turinti cviterioniniy fosfolipidy (fosfatidiletanolaminas, fosfatidilcholinas ar
sfingomielinas) ir cholesterolio (Bulet ir kt., 2004; Bechinger, 2004; Hancock
ir Sahl, 2006; Sang ir Blecha, 2008; Lohner, 2009). Sis membrany kriiviy
skirtumas ir lemia katijoniniy antimkrobiniy peptidy specifiSkuma mikrobiniy
lasteliy atzvilgiu. Kitas katijoniniy peptidy selektyvumo parametras -
transmembraninis potencialas, kuris normaliose Zinduolinése lastelése sieka
nuo -90 iki -110 mV, o bakterinése — nuo -130 iki -150 mV (Bechinger, 2004).
Po elektrostatinés saveikos vyksta katijoniniy molekuliy kaupimasis ant
taikinio membranos, peptido struktiiriniai pokyciai (konformacijos, agregacijos
ir orientacijos), indukuoti saveikos su lipidiniu dvisluoksniu, membranos
depoliarizacija, pralaidumo padidinimas ir, galiausiai, greita mikrobinés
lastelés mirtis. Antimikrobiniy peptidy veikimo mechanizmui paaiskinti ivairas
autoriai naudoja tris skirtingus modelius: ‘statinés-Sulo’, ‘kilimo’ ir ‘toroidiniy
pory’. Pirmasis modelis aiSkina, kad membranos pralaidumas yra padidinamas
antimikrobiniams peptidams suformuojant transmembraninius kanalus (Bulet ir
kt., 2004; Bechinger, 2004; Yeaman ir Yount, 2003; Lohner, 2009). Kanalus
formuojantys peptidai yra orientuojami i statinés tipo Zieda, kurio viduje yra
vandeniu uZpildyta pora. Siame kanale gali bati jsitvirting pavieniai
transmembraniniai peptidai ar ju kompleksas, t.y. ‘Sulas’. Hidrofobiniai
peptidy pavirSiai saveikauja su membranos lipidais, tuo tarpu hidrofilines dalys
suformuoja poros sienele. Sis procesas vyksta esant netgi maZoms katijoniniy
peptidy koncentracijoms. Pirminiam kanalui susidaryti uZtenka peptidy
dimero.

Remiantis  ‘kilimo’ modeliu, antimikrobiniai peptidai padengia
membranos pavirSiy ir sukelia fosfolipidy iSsidéstymo pokycius, kas salygoja

membranos tankio sumaZz¢jima ir selektyviniy savybiy susilpninima. Pasiekus
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kritinei peptidu koncentracijai, jie pradeda veikti kaip detergentai, t.y. tiesiog
iStirpina membranas arba suardo ju integraluma suformuodami trumpalaikes
poras (Bulet ir kt., 2004; Bechinger, 2004; Yeaman ir Yount, 2003; Lohner,
2009).

‘Toroidiniy pory’ modelis apjungia abu anks¢iau minétus membrany
lizés mechanizmus. Membrany pavirSius, kaip ir ‘kilimo’ modelio atveju,
padengiamas antimikrobiniais peptidais (pralaidumo padidinimui uZtenka
Zymiai maZesnés ju koncentracijos), kurie suformuoja transmembraninius
kanalus (kaip ir ‘statinés-Sulo’ modelyje), taciau i ju sieneliy sudét; tarp
peptidu spiraliy isiterpia ir lipidai (Ginsburg, 2001; Lockwood ir kt., 2003;
Jenssen ir kt., 2006).

Sie visi mechanizmai yra bendri visy klasiy katijoniniams
antimikrobiniams peptidams. Kiekvienas modelis akcentuoja membranos
pralaidumo padidéjimo svarba, kadangi per suformuotas poras prasideda
nekontroliuojamas jony ir metabolity tekéjimas, ivyksta lastelés
depoliarizacija, sumazeja kvépavimo ir biopolimery sintezes efektyvumas, o tai
iSSaukia lastelés mirtj. Taciau yra irodymuy, kad membranos disfunkcija ne
visuomet baigiasi 1astelés Zutimi (Shai, 2002; Lockwood ir kt., 2003; Jenssen ir
kt., 2006). Lasteles ZzZitis yra nulemta papildomy, antriniy padidéjusio
membranos pralaidumo sukelty procesy, tokiy kaip specifiniy baltymy sintezés
inhibavimas, DNR sintezés slopinimas, vandenilio peroksido produkavimas
arba autolizés sistemy aktyvavimas (Cudic ir Otvos, 2002; Lockwood ir kt.,
2003; Bechinger, 2004; Otvos, 2005; Jenssen ir kt., 2006; Hancock ir Sahl,
2006; Zaiou, 2007). Pastaruoju atzvilgiu labai idomis I. Ginsburgo darbai
(Ginsburg, 2001; Ginsburg, 2004), kurie teigia, kad organizme esanciy
antimikrobiniy katijoniniy peptidy (ir kai kuriy baltymy), tokiy kaip
baktericidiniai/pralaiduma padidinantys peptidai, defensinai, Kkatepsinai,
lizocimas, elastazé veikimo mechanizmas yra paremtas mikroorganizmy
autolizés skatinimu. [rodymy apie mikroorganizmo lastelés Zitj, sukelta ne
tiesioginés membranos suardymo, o del uz lasteles sieneles sintezg atsakingu

fermenty inhibicijos (alternatyvus katijoniniy antimikrobiniy peptidy veikimo
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budas) atsiranda vis daugiau (McPhee ir kt., 2005; Jenssen ir kt., 2006; Zaiou,
2007; Hancock ir Sahl, 2006; Ginsburg ir Koren, 2008). Apie maisto
baltymuose esan¢iy peptidy geb¢jima aktyvinti mikroorganizmy autolizing
sistema bus kalbama skyriaus pabaigoje.

Baltymai, kuriuos organizmas gauna su maistu (maisto baltymai) yra ne
tik energijos bei amino riig§¢iy, blitiny augimui ir vystymuisi, taciau ir labai
svarbiy biologiskai aktyviy peptidy Saltinis. Be jau minéto antimikrobinio ir
imunostimuliuojancio poveikio, biologSkai aktyviems peptidams budingos ir
opioidinés agonistinés arba antagonistinés, kraujo spaudima maZinancios,
antitrombings, kalci suri$ancios ir kt. savybés (Tirelli ir kt., 1997; Schanbacher
ir kt.,, 1997; Xu, 1998; Korhonen ir Pihlanto, 2003; Meisel ir kt., 2003;
Teschemacher, 2003; Aimutis, 2004; Hayes ir kt.,, 2007). Peptidai
atpalaiduojami, o tuo paciu ir aktyvuojami baltymy fermentinés hidrolizes,
vykstan€ios virSkinamajame trakte, arba maisto technologinio apdorojimo
metu (Meisel, 1998). Svarbiausi S§iy, ivairiomis biologinémis savybémis
pasizyminCiy, peptidy Saltiniai yra pienas ir kiauSiniai, taCiau jie taip pat
aptinkami ir mésoje bei augaluose. Bioaktyvius peptidus daZniausiai sudaro
nuo 3 iki 20 amino rags$ciy liekany. Dauguma S$iy peptidy pasiZymi
polifunkciSkumu, t.y. jiems biidingi du ar daugiau biologiniai aktyvumai.
Skirtinga biologini efekta lemia ir kai kuriuose peptidy regionuose randamos
persiklojancios sekos, salygojancios ir daling apsauga nuo proteolizes. Tokie
regionai pavadinti “‘strateginémis zonomis”’ (Meisel, 1997; Meisel ir
Bockelmann, 1999).

Antimikrobiniu bei imunostimuliuojan¢iu poveikiu pasiZymintys
peptidai, atpalaiduojami maisto baltymuy fermentinés hidrolizés metu, dar
vadinami ,,mitybinio imuniteto komponentais (Pellegrini, 2003). Ziniy apie

juos santrauka pateikta 1 ir 2 lentelése.
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1 lentelé. Maisto baltymy sudétyje esantys imunologiskai aktyviis peptidai (pagal
Cudic ir Otvos, 2002; Meisel ir kt., 2003; Pellegrini, 2003; Otvos, 2005; Jenssen ir
kt., 2006; Hancock ir Sahl, 2006; Mookherjee ir Hancock, 2007; Zaiou, 2007,
Kitazawa ir kt., 2007).

PEPTIDO PROTEAZE FRAGMENTAS FRAGMENTO FRAGMENTO
PIRMTAKAS AMINO RUGSCIU PAVADINIMAS
SEKA
a-laktalbuminas | Tripsinas f(18-19) YG Laktoimunopeptidas
Tripsinas f(50-51) YG Laktoimunopeptidas
Tripsinas f(18-20) YGG Laktoimunopeptidas
Laktoferinas Pepsinas f(17-41) FKCRRWQWRMKK Laktofericinas B
LGAPSITCVRRAF
o -kazeinas Tripsinas £(194-199) TTMPLW o o-imunokazokininas
Tripsinas f(59-79) 5P QMEAEXIXXEEIVPN Kazeinofosfopeptidas
BVEQK
o.-kazeinas Tripsinas f(1-32) 4P KNTMEHVZXXEESII Kazeinofosfopeptidas
>
QETYKQEKNMAINP
SK
B-kazeinas Pepsinas f(63-68) PGPIPN Kazeinoimunopeptidas
Pepsinas f(191-193) LLY Kazeinoimunopeptidas
Pepsinas £(193-202) YQQPVLGPVR f-kazokininas 10
Pepsinas £(193-209) LLYQEPVLGPVRGP -
FPIIV
Pepsinas (60-66) YPFPGPI B -kazomortfinas 7
Pepsinas f(1-25) 4P RELEELNVPGEIVEZ Kazeinofosfopeptidas
LX¥X¥EESITR
Pepsinas f(1-28) 4P RELEELNVPGEIVEXZ Kazeinofosfopeptidas
LY¥Y¥EESITRINK
Aktinzé E f(108-111) EMPF Q2
Aktinzé E f(114-118) YPVEP B-kazochemotidas
Aktinzé E f(114-119) YPVEPF Q3
K-kazeinas Chimozinas f(106-109) TVVR Kazeinoimunopeptidas
RyZiy albuminas GYPMYPLR Oryzatenzinas
Kvieciy glutenas Imunopeptidai

Y. — fosfoserinas.

2 lentelé. Maisto baltymy sudétyje esantys antimikrobiniai peptidai (pagal Cudic
ir Otvos, 2002; Pellegrini, 2003; Meisel ir kt., 2003; Clare ir kt., 2003; Floris ir kt.,
2003; Otvos, 2005; McPhee ir kt., 2005; Gauthier ir kt., 2006; Hancock ir kt., 2006;
Jenssen ir kt., 2006; Mookherjee ir Hancock, 2007; Zaiou, 2007).

FRAGMENTO
PEPTIDO . =& VEIKIAMI
PIRMTAKAS PROTEAZE FRAGMENTAS AMIN(S)EIT(ILGSCIU MIKROORGANIZMAIT
Lizocimas Klostripainas (98-112) IVSDGIZ?VI\I/;NAWV Gram+, gram- bakterijos
ITASVNCAKKIVS
f(88-114) DGNGMNAWVA Gram+, gram- bakterijos
WRNR
Ovotransferinas Rugstlnc:e (109-200) Gram+, gram- bakterijos
proteazé
a-laktalbuminas Tripsinas f(1-5) EQLTK Gram+ bakterijos
. f(17-31)-S-S-(109- GYGGVSLPEWVC ..
Tripsinas 114) TTF ALCSEK Gram+ bakterijos
CKDDQNPH
Chimotripsinas | f(61-68)-S-S-(75-80) ISCDKF Gram+ bakterijos
laktoglobulinas Tripsinas f(15-20) VAGTWY Gram+ bakterijos
Tripsinas f (25-40) AASDISLLDAQSA Gram+ bakterijos
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2 lentelés tesinys.

PLR
Tripsinas f (78-83) IPAVFK Gram+ bakterijos
Tripsinas f (92-100) VLVLDTDYK Gram+ bakterijos
FKCRRWQWRMK | Gram+, gram- bakterijos,
Laktoferinas Pepsinas f(17-41) KLGAPSITCVRRA mielés, grybai,
F parazitai,virusai
FKCRRWQWRMK Gram+, gram- bakterijos,
Pepsinas f(17-42) KLGAPSITCVRRA mielés, grybali,
FA parazitai,virusai
APRKNVRWCTI
Pepsinas f(1-11)-S-S-(17-47) Eigiﬁggg}ﬁ\éi Gram+, gram- bakterijos
FAL ECIR
Pepsinas f(1-16)-S-S-(45-48) A%{PI](EI\Q]R(\;},EEIS Gram+, gram- bakterijos
APRKNVRWCTIS
QPEWFKCRRWQ
Pepsinas f(1-42)-S-S-(43-48) WRMKKLGAPSIT Gram+, gram- bakterijos
CVRRAFA
LECIRA
Pepsinas f(277-288) Gram+, gram- bakterijos
Pepsinas arba £(267-285) Gram+, gram- bakterijos
chimozinas
Pepsinas arba f(267-288) Gram+, gram- bakterijos
chimozinas
KTKLTEEEKNRL
og-kazeinas Pepsinas f(165-203 iigéﬁfg?ggg; Gram+, gram- bakterijos
QK
Pepsinas f(164-179) LKKIS%%&;{QKFAL Gram+, gram- bakterijos
Pepsinas (183-207) \Q/gg%(Q\I/(IISQA\I](RPX Gram+, gram- bakterijos
Pepsinas f(150-188) Gram+, gram- bakterijos
Chimozinas f(164-207) Gram+, gram- bakterijos
Chimozinas f(175-207) Gram+, gram- bakterijos
Chimozinas f(181-207) Gram+, gram- bakterijos
‘?{;fesi:;: Pepsinas f(165-170) Gram+, gram- bakterijos
Pepsinas f(165-181) Gram+, gram- bakterijos
Pepsinas (184-208) Gram+, gram- bakterijos
Pepsinas (203-208) Gram+, gram- bakterijos
agi-kazeinas Chimozinas f(1-23) RP};%}%EEESS%}E Q | Grams, grrraiirfrzll—éls)akterl] 08,
Pepsinas (99-109) Gram+, gram- bakterijos
f(10-14) GLPQE Gram+, gram- bakterijos
f(1-7) RPKHPIK Gram+, gram- bakterijos
f(1-9) RPKHPIKHQ Gram+, gram- bakterijos
k-kazeinas Chimozinas f(17-21) Gram+, gram- bakterijos
Chimozinas f(106-169) Gram+, gram- bakterijos
Pepsinas f(18-24) Gram+, gram- bakterijos
Pepsinas f(30-32) Gram+, gram- bakterijos
Pepsinas f(139-146) Gram+, gram- bakterijos
B-kazeinas Tripsinas f(19-25) Gram+, gram- bakterijos
Tripsinas f(50-56) Gram+, gram- bakterijos
Tripsinas 1(64-77) Gram+, gram- bakterijos
Lb. helveticus QELLLNPTHQYPV ..
proteinazé (184-210) TQPLATVHNPISV Gram+, gram- bakterijos

Vieni baktericidiniy peptidy yra lizocimo, suskaldyto klostripainu, 98-

112 ir 88-114 fragmentai, kurie veikia tiek gramteigiamas, tiek gramneigiamas
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bakterijas, o taip pat ir gryba C. albicans. Baktericidinés savybés buidingos ir
peptidui, iSskirtam 1§ ovotransferino, vieno svarbiausiy kiauSinio baltymo
antibakteriniy komponenty. Sio baltymo 109-200 fragmentas (OTAP-92
peptidas) inhibuoja Staph. aureus bei E. coli augima (Pellegrini, 2003).
Identifikuota ir keletas a-laktalbumino - pieno baltymo - antimikrobiSkai
veikian¢iy peptidy, t.y. LDT1 (1-5 fragmentas), LDT2 (17-31-S-S-109-114
fragmentas) ir LDC (61-68-S-S-75-80 fragmentas). Pastarieji peptidai
labiausiai aktyviis gramteigiamy bakterijuy atZvilgiu, nors silpnas poveikis
pastebétas ir prieS Bordetella bronchiseptica bei Klebsiella pneumoniae.
Hidrolizavus viena pagrindiniy pieno baltymuy, t.y. B-laktoglobuling, taip pat
aptinkama antibakteriniy peptidy. 15-20, 25-40, 78-83 ir 92-100 fragmentai,
kaip ir a-laktalbumino peptidai, veikia tik gramteigiamas bakterijas (B. subtilis,
Micrococcus luteus, Staph. lentus ir kt.) (Pellegrini, 2003; Clare ir kt., 2003).
Laktofericinas B — geriausiai iStirtas antimikrobiskai veikiantis peptidas,
iSskirtas 1§ galvijy pieno baltymo laktoferino. Tai 17-41 fragmentas, veikiantis
Ir gramteigiamas, ir gramneigiamas bakterijas, o taip pat ir C. albicans ir
Trichophyton mentagrophytes. Baktericidinis poveikis budingas ir kitiems
laktoferino peptidams, t.y. 17-42, 1-11-S-S-17-47, 1-16-S-S-45-48, 1-16-S-S-
43-48 ir 1-42-S-S-43-48 fragmentams, kurie inhibuoja tokiy patogeny, kaip
Listeria monocytogenes, enterotoksigeniniu E. coli bei Pseudomonas
fluorescens augima (Floris ir kt., 2003; Hayes ir kt., 2007). IS Zmogaus
laktoferino iSskirti laktofericinai H (18-31 ir 20-38 fagmentai) pasiZymi burnos
ertmes patogenus (Strep. mutans, P. gingivalis ir kt.) inhibuojanciomis
savybémis. Identifikuota keletas dar vieno pieno baltymo — kazeino — peptidy,
pasizymin¢iy antimikrobiniu poveikiu. Kazocidinas-1 (og-kazeino 165-203
fragmentas) inhibuoja E. coli ir Staph. carnosus augima. lIzracidinas (og-
kazeino 1-23 fragmentas) padidina peliy rezistentiSkuma Staph. aureus bei C.
albicans, o kazecidinas — Sarcina, Diplococcus pneumonia, Strept. pyogenes,
Strep. aureus ir B. subtilis infekcijoms (Pellegrini, 2003). Izracidinas taip pat
inhibuoja Staph. aureus ir L. monocytogenes (pagrindiniy mastito sukeléju)

augima (Hayes ir kt., 2007). Antibakterinis poveikis taip pat budingas o,-
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kazeino 164-179, 183-207 fragmentams ir k-kazecidinui (x-kazeino 17-21
fragmentas). Pastarasis peptidas veikia ne tik patogenines gramteigiamas ir
gramneigiamas bakterijas, tokias kaip Strep. aureus IFO 3060, E. coli IFO
3301 ir kt., bet taip pat yra citotoksiSkas peliy bluznies limfocitams. k-kazeina
hidrolizavus chimozinu, gaunamas glikomakropeptidas, kuris gali jungtis su
Zarnyno patogeninémis bakterijomis, tokiomis kaip Salmonella sp.,
enterohemoragine Escherchia coli (EHEC O157), Morganella morganii ir
tokiu budu apsaugoti sveika Zarnyno mikroflora (Nakajima ir kt., 2005). -
kazeino 184-210 fragmentas, gautas panaudojus Lb. helveticus proteinazg,
antimikrobiskai veikia Staph. aureus, Enterobacter faecium, Yersinia
enterocolitica ir Salmonella sp. (Hayes ir kt., 2007).

Dauguma minéty pieno baltymuy, o taip pat juy hidrolizés metu gauti
peptidai stimuliuoja imuniniy lasteliy funkcijas, proliferacija bei antikiiny
sintez¢ (Sandré ir kt., 2001; Meisel ir kt., 2003; Gauthier ir kt., 2006; Moller ir
kt., 2008). Pavyzdziui, hidrolizuotas oa-laktalbuminas padidina B limfocity
imuninj atsaka. Toks pat poveikis biuidingas ir laktoferino hidrolizatui, kuris
padidina IgA, IgG ir IgM produkcija. Kadangi (kaip ir a-laktalbumino atveju)
n¢ vienas 1§ atskiry peptidy nepasiZzymi tokiu poveikiu, manoma, jog
pasireiSkia bendras keleto peptidy aktyvumas (Meisel ir kt., 2003). Nustatyta,
kad laktofericinas B stimuliuoja neutrofilus aktyvuojancio interleukino-8 (IL-
8) produkcija (Meisel ir kt., 2003). Geriausiai iStirtas kazeino peptiduy poveikis
imuninei sistemai. og—kazeino 194-199 fragmentas, o taip pat ir k-kazeino
106-109 (glikomakropeptidas) bei B-kazeino 54-59, 63-68, 191-193 ir 193-202
fragmentai stimuliuoja peritoneumo makrofagy fagocituojantj aktyvuma ir
padidina peliy rezistentiSkuma bakterinems (pavyzdziui, K. pneumoniae)
infekcijoms (Meisel ir kt., 2003; Sandré ir kt., 2001). Glikomakropeptidas
inhibuoja LPS ir fitohemagliutininu indukuota peliy splenocity ir Peyer‘io
ploksteliy lasteliy proliferacija (Gauthier ir kt., 2006; Moller ir kt., 2008). C
galiné B-kazeino 193-209 seka, i kurios sudéti ieina B-kazokinino 193-202
dekapeptidas, indukuoja Zymy ziurkiy limfocity proliferacinj atsaka. Tuo tarpu

B-kazomorfinas 7 (B-kazeino 60-66 fragmentas) inhibuoja Zmogaus lamina
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propria limfocity proliferacija, nors, pridéjus mazus kiekius naloksono
(opioidinis antagonistas), Sis peptidas pradeda veikti prieSingai. Be to
pastebéta, kad in vitro mazos B-kazomorfino 7 ir B-kazokinino 10 (B-kazeino
193-202 fragmentas) koncentracijos (<107 mol/l) slopina Zmogaus periferinio
kraujo limfocity proliferacija, o aukStesnés, atvirkSciai, stimuliuoja. o-
laktalbumino 18-19, 50-51 ir 18-20 peptidai, kaip ir kazeino 38-39 fragmentas
padidina minéty kraujo limfocity proliferacija ir baltymy sintez¢ juose.
Pastarieji di- ir tripeptidai naudojami ZIV uZsikrétusiu Zmoniy imuninés
sistemos stiprinimui (Meisel ir kt., 2003). Didel; susidom¢jima kelia kazeino
fosfopeptidy imunostimuliuojancios savybés. [rodyta, kad ag—kazeino 59-79
5P, ay—kazeino 1-32 4P ir B-kazeino 1-25 4P ir 1-28 4P peptidai didina peliy
bluznies lasteliy IgG produkcija (Moller ir kt., 2008). Be to peliy, maitinty
kazeino fosfopeptidais, kraujo serumo IgA lygis yra aukStesnis nei kontroliniy
peliy. Zmogaus kraujo limfocitai, inkubuoti su jvairiais kazeino fosfopeptidais,
taip pat salygoja reikSmingai padidé¢jusia IgG produkcija in vitro (Meisel ir kt.,
2003).

Maisto baltymy fermentinés hidrolizés metu atsipalaiduojanciy peptidu
imunostimuliuojancio poveikio mechanizmai néra gerai iStyrinéti, taciau
manoma (tai patvirtina ir aukSciau iSdéstyti faktai), kad ju veikla yra susijusi su
fagocituojanciy lasteliy aktyvavimu (Devine ir Hancock, 2002; Meisel, 1998;
Xu, 1998). Zinoma, kad limfocitai ir makrofagai ekspresuoja receptorius
daugeliui biologiskai aktyviy mediatoriy. Zmogaus periferinio kraujo limfocity
limfocity ir fagocity imunoreaktyvuma gali veikti per Siy lasteliy pavirSiuje
esancius opiaty receptorius (Meisel ir kt., 2003). Kazeino fosfopeptiduy
imunostimuliuojantis aktyvumas aiSkinamas ir fosfoserilo liekany buvimu.
Zinoma taip pat, kad peptidai, savo sudétyje turintys glutamino, gali pakeisti
laisva glutamino riigsti, reikalinga limfocity proliferacijai.

IS maisto baltymy kilusiy peptidu antimikrobinio poveikio molekuliniai
mechanizmai pradeti tirti visiSkai neseniai. Jy veikimas yra siejamas su peptidu

baziSkumu, hidrofobiSkumu bei struktiiriniais ypatumais (Clare ir kt., 2003;
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(Matin ir Otani, 2001). Visais $iais poziiiriais jie daug kuo panasiis i paciame
organizme sintetinamus katijoninius peptidus. Taciau yra vis daugiau pagrindo
manyti, kad antimikrobiniy peptidy veikimo principas yra susijgs ir su
autolizinés sistemos skatinimu (Cudic ir Otvos, 2002; McPhee ir Hancock,
2005; Jenssen ir kt., 2006; Hancock ir Sahl, 2006; Zaiou, 2007; Ginsburg ir
Koren, 2008). Kaip buvo minéta, lizocimas (vienas i§ maisto baltymy) savo
katijoninés prigimties déka skatina mikroorganizmy autolizg.

Pastaruoju metu vis didesnis démesys atkreipiamas i fermentiniy maisto
baltymy hidrolizaty (peptiduy sankaupy, kuriose apstu katijoninés prigimties
peptidy) poveiki organizmui. Siame darbe taip pat buvo pasirinkti baltymy
hidrolizatai, o ne atskiri biologiSkai aktyviis peptidai, kadangi atskiry
bioaktyviy peptidy sintez¢ ar jy iSgryninimas i§ maisto baltymy - gana
sudétingas ir ekonomiskai brangus procesas. Be to, kaip rodo ivairiy tyrimy
rezultatai, baltymy hidrolizatai taip pat pasiZymi (variomis, biologiSkai
aktyviems peptidams buidingomis, savybémis. Yra pastebéta, kad kai kuriais
atvejais baltymy hidrolizatai pasizymi keleta karty stipresnémis, jiems
budingomis, savybémis, nei ju baltymai pirmtakai (Kawai ir kt., 2003;

Wakabayashi ir kt. 2006).

2.4. Maisto baltymy fermentiniy hidrolizaty jtaka organizmui

2.4.1. Maisto baltymy fermentiniy hidrolizaty poveikis vézio vystymuisi

Yra nemazai irodymy (tiesa, vis dar prieStaringy) apie maisto baltymuy
itaka veézio etiologijai. Studijos su gyvinais rodo, jog tam tikri baltymai ir
peptidai gali itakoti kancerogenezg. Yra Zinoma, jog kazeinas pasiZymi
antimutageninémis savybémis. Tai ypatingai svarbi savybé Zinant, jog véZio
vystymesi mutageneze ir kancerogeneze yra glaudziai susijusios (Van Boekel
ir kt., 1993; Bosselaers ir kt., 1994; Parodi, 2007). Be to, irodyta, jog kazeina
hidrolizavus pepsinu, jo antimutageninés savybeés sustipréjo. Pieno baltymai
(bet ne atskiros amino riigstys), palyginus su kitais maisto baltymais, pasiZymi

geresnémis supresinémis savybémis storosios Zarnos ar kriities naviko atveju.
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Si savybé priklauso nuo didelio cistino/cisteino ir y-glutamilcisteino dipeptidy
kiekio, kurie yra glutationo sintezés Saltinis. Yra jrodyta, jog pacientuy,
serganCiy véZiu, glutationo kiekis plazmoje yra maZesnis nei sveiky Zmoniy.
Glutationas — unikalus lasteliy antioksidantas, tiesiogiai arba fermenty pagalba
suardantis reaktyviojo deguonies ruSis, detoksikuojantis kancerogenus,
palaikantis imuning sistema. Eksperimenty, kuriuose véZio prevencijai buvo
naudojami iSriigy baltymai, metu nustatytas ne tik padidejes glutationo lygis
serume ir audiniuose, bet ir padidéjusi bluZznies limfocity proliferacija,
suintensyvejusi fagocitoze ir NK lasteliy, Ty ir citotoksiniy T lasteliy
aktyvumas.

Imuninés sistemos vaidmuo veézio prevencijoje yra sudétingas ir taip pat
prieStaringas. Naudojant Iasteliy kultiiras nustatyta, jog intaktinis baltymas gali
turéti imunosupresuojanti poveiki, tuo tarpu po proteolitinés hidrolizés
pastebimas imunostimuliuojantis efektas. Baltymy hidrolizé su skirtingais
fermentais taip pat gali lemti skirtinga imunini atsaka. Taigi virSkinimo
procesas yra svarbus etapas, lemiantis poveiki imuninei sistemai.

PrieSvéZzini potenciala turi ir kiti iSrtigy baltymai, t.y. B-laktoglobulinas,
a-laktalbuminas ir serumo albuminas. Lakoferinas taip pat inhibuoja naviko
vystymasi plonojoje Zarnoje ir kitose organizmo vietose. Sis baltymas veikia
indukuodamas  apoptozg, inhibuodamas angiogenezg¢, moduliuodamas
kancerogenus metabolizuojan€ius fermentus ir, galbut, veikdamas Kkaip
geleZies ,,suriS¢jas* (Van Boekel ir kt., 1993; Bosselaers ir kt., 1994; Parodi,
2007). Laktoferinas ir jo hidrolizatas skiriamas per os padidino CD4*, CD8" ir
NK lasteliy proliferacija bluznyje, padidino IL-18 produkavima Zarnyno
epitelyje. IL-18 potencialus IFN-y produkcijos stimuliatorius, taip pat padidina
NK ir citotoksiniy T lasteliy aktyvuma. Zmogaus NK Iasteliy aktyvuma
padidino ir kvieCiy gluteno hidrolizatas, skirtas 6 dienas po 3 g (Horiguchi ir

kt., 2005).
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2.4.2. Antivirusinés maisto baltymy fermentiniy hidrolizaty savybés

Nemazai duomeny pateikiama ir apie baltymu antivirusini poveiki.
Karvés pieno glikoproteiny miSinys in vitro efektyviai veikia Zmogaus
rotavirusa (Pan ir kt., 2006). Laktoferinas aktyvus prie§ Zmogaus imunodeficito
virusa, hepatito B, C ir G virusus, herpes virusa, Zmogaus papilomos virusa,
Zmogaus citomegalo virusa, alfavirusa, rotavirusa, enterovirusa, adenovirusa,
poliovirusa ir kt (Marshall, 2004; Jenssen, 2005; Pan ir kt., 2006).
Antivirusinés maisto baltymuy, tokiy kaip laktoferinas, serumo albuminas, o-
laktalbuminas, p-laktoglobulinas, lizocimas ir kt., savybés dar labiau
sustiprinamos cheminiy modifikacijy (acilinimo ir amininimo) pagalba (Pan ir

kt., 20006).

2.4.3. Maisto baltymuy fermentiniy hidrolizaty poveikis kraujotakos
sistemai

Yra duomeny, kad kazeino ir sojos baltymy hidrolizatai itakoja Zmogaus
kraujagysliy endoteliniy lasteliy funkcijas, veikdami ju proliferacija ir
vazoaktyviy medziagy iSskyrimo reguliavima (Ringseis ir kt., 2005; Hirota ir
kt., 2007). Inkubuojant lasteles su minety baltymu hidrolizatais pastebimas
vazoaktyviy medziagy, tokiy kaip tromboksanas B,, 6-keto-prostaglandinas
F,, endotelinas-1 ir azoto oksidas iSskyrimas (Ringseis ir kt., 2005).
Kraujagysliu endotelio disfunkcija yra susijusi su ateroskleroze ir jos
sukeltomis ligomis, tokiomis kaip hipertenzija. Tai irodo ir darby su Ziurkémis,
kurioms spontaniSkai indukuotas kraujo spaudimo padid¢€jimas, rezultatai
(Hirota ir kt., 2007). Nustatyta, jog sojos pupeliu pepsininis baltymu
hidrolizatas pasizymeéjo antihipertenzinémis savybémis, t.y. sumazino sistolini
ir diastolini kraujo spaudima. Tiriamyju grupiy plazmos ir Sirdies angiotenzina
konvertuojan¢io fermento (ACE) aktyvumas buvo maZesnis nei kontrolinés
grupés ziurkiy. Sojos pupeliy baltymy hidrolizatas neturéjo Zymaus poveikio
plazmos lipidams, elektrolitams, aortos sienelés storiui. Be to, epidemiologiniai

tyrimai rodo, kad asmenims vartojantiems tradicini japoniska maista, kurio
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nemaza dali sudaro sojos produktai, biidingas maZesnis kraujo spaudimas bei
plazmos lipidy kiekis nei asmenims, vartojantiems vakarietiSkus maisto
produktus (Yang ir kt., 2004).

ACE aktyvumo slopinanciy savybiy turi ir bi¢iy duonelés baltymuy pepsininis,
tripsininis ir papaininis hidrolizatai. Be to, Sie hidrolizatai pasiZymi
antioksidaciniu poveikiu. Mokslininkai teigia, jog bi¢iy duonelé yra naudinga
ne tik kaip maisto papildas sveikiems individams bet ir Zmonéms, sergantiems
ivairiomis ligomis, tokiomis kaip véZys, Sirdies ir kraujagysliy ligos,

hipertenzija, diabetas (Nagai ir kt., 2005; Nagai ir kt., 2006)

2.4.4. Maisto baltymy fermentiniy hidrolizaty jtaka nervy ir vir§Skinimo

sistemoms

Yra duomeny, jog a-sl kazeino tripsininis hidrolizatas skirtas Ziurkéms
i.p. ir per os (minimali dozé — 15 mg/kg), turi nerima slopinanti poveiki. Sis
aktyvumas prilygsta diazepamo (3 mg/kg) poveikiui, taCiau prieSingai, nei
pastarasis preparatas, kazeino tripsinis hidrolizatas nepasiZymi Salutiniu
poveikiu (Violle ir kt., 2006; Messaoudi ir kt., 2009). Atlikus tyrimus su
Zmonemis, buvo nustatyta, jog ir pastaryjuy atzvilgiu o-sl kazeino tripsininis
hidrolizatas pasiZymi antistresinémis savybémis (Messaoudi ir kt., 2005). Yra
duomeny, jog tas pats hidrolizatas (skiriamas per os) turéjo teigiama poveiki
ziurkiy, kurioms indukuotas chroniSkas Svelnus stresas, miego kokybei
(Guesdon ir kt., 2006). Palyginus su kontrolinés grupés Ziurkémis, kuriy miego
trukmeé streso metu Zymiai sutrumpejo, Ziurkés, gavusios a-sl kazeino
tripsininio hidrolizato, miego sutrikimy nepatyre, t.y. ju létojo miego fazes
trukme iSliko nepakitusi, o greitojo miego fazés trukmé netgi neZymiai
pailgéjo. Buvo atliktas ir Sio baltymo hidrolizato itakos moterims, turinioms
streso pozymiy, tyrimas (Kim ir kt., 2007). Rezultatai rodo, jog asl-kazeino
tripsininis hidrolizatas (doz¢ — 150 mg/d), 30 dieny skirtas per os, teigiamai

veiké su stresu susijusius simptomus, tokius kaip virSkinimo negalavimai,
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Sirdies ir kraujagysliy sistemos darbas, emociné bisena, protiné veikla,
socialinés problemos ir kt.

Sojos ir pieno baltymai bei juy hidrolizatai pasiZzymi nutukima
mazinanciu poveikiu (Aoyama ir kt., 2000). Eksperimentas aliktas su pelémis,
kurioms parinkus atitinkama dieta buvo sukeltas nutukimas. Véliau pelés buvo
maitinamos maistu, kurio 35 % sudaré sojos arba pieno baltymai arba Siy
baltymu hidrolizatai. Rezultatai rodo, kad greiciausiai svoris mazéjo ty peliu, 1

kuriy dieta buvo itrauktas sojos baltymy hidrolizatas.

2.4.5. Maisto baltymuy fermentiniy hidrolizaty poveikis imuninei sistemai

Intensyviai tirlamas maisto baltymy hidrolizaty poveikis imuninei
sistemai. Karvés pieno iSrigy baltymy (k-kazeino, o-laktalbumino, B-
laktoglobulino, gamaglobuliny ir serumo albuminuy) hidrolizatai, tirti in vitro,
supresavo T ir B limfocity proliferacija, veikiant mitogenams. Jie taip pat
slopino citokiny sekrecija ir aktyvuoty CD25" T lasteliy blasty formavimasi
(Cross ir Gill, 1999). Kity bandymu rezultatai rodo teigiama jvairiy iSrigu
baltymy hidrolizaty poveiki limfocity proliferacijai in vitro (Gauthier ir kt.,
2006; Mercier ir kt., 2004; Rutherfurd-Markwicka ir kt., 2005; Rutherfurd-
Markwick ir Gill, 2005).

ISrigy baltymuy koncentratas, turtingas glikomakropeptidais, supresuoja
konkanavalinu A indukuotas T lasteles ir LPS stimuliuotas B lasteles, tuo tarpu
fermentiniai (pepsininiai ir pankreatininiai) hidrolizatai Sio efekto neturi
(Gauthier ir kt., 2006). PrieStaringi rezultatai aiSkinami tyrimy metodiniais
nesutapimais, t.y. naudotos nevienodos lastelés, mitogenai, proliferacijos
nustatymo metodai, pelés, hidrolizavimo salygos, fermentai. IS literatiiroje
pateikty duomeny matyti, jog maisto baltymy hidrolizaty imunomoduliuojantis
poveikis ypatingai priklauso nuo hidrolizei naudojamo fermento (Mercier ir
kt., 2004).

In vitro bandymu metu nustatyta, jog laktoferino pepsininis hidrolizatas
zymiai padidina splenocity iSskiriamy imungobliny IgM, IgG ir IgA sekrecija
(Gauthier ir kt., 2006).
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Yra Zinoma, jog P-kazeinas, hidrolizuotas proteinaze K, aktinaze E,
papainu, in vitro chemotaktiSkai veikia peliy makrofagus ir Zmogaus
monocitus (Kitazawa ir kt., 2007).

Pepsininis laktoferino hidrolizatas padidino B lasteliy ir Peyer‘io
ploksteliy lasteliy proliferacija (Gauthier ir kt., 2006). Taip pat irodyta, kad S$is
hidrolizatas inhibuoja mitogeny indukuota blastogenezg.

Pankreatininis zaliadumblio Chlorella vulgaris (baltymais turtingas ir
kaip maisto papildas naudojamas dumblis) baltymy hidrolizatas taip pat turi
poveiki tiek jgimtam, tiek specifiniam imuniniam atsakui (Morris ir kt., 2007).
Tai jrodyta atliekant tyrimus su pelémis. Nustatyta, jog Zaliadumblio baltymy
hidrolizatas turéjo statistiSkai reikSminga jtaka hemopoezei, t.y. jam veikiant
pagaus¢jo kauly Ciulpy lasteliy, leukocity, granuliocity ir limfocity kiekis. Sis
preparatas taip pat Zymiai padidino pilvapléves eksudato lasteliy skaiciy, bei
pilvaplévés makrofagy fagocitini aktyvuma. Tyrimo rezultatai rodo, jog
Chlorella vulgaris baltymy hidrolizatas stimuliuoja funkcines Ty ir B lasteliy
savybes.

Yra duomeny, kad Zuvies baltymy hidrolizatas aktyvina pilvaplévés
makrofagy fagocitini aktyvuma. Plonosios Zarnos gleivinéje pastebétas Zymus
IgA produkuojanciy lasteliy skaiCiaus padidé€jimas, o Zarnyne — sekretoriniy
IgA molekuliy. Zarnyne taip pat pastebétas Zzymus IL4, IL10, IL6 bei IFN-y,
TNF-a produkuojanciy lasteliy skai¢iaus padidéjimas (Duarte ir kt., 2006).

Intensyviausiai tiriama iSrigy baltymy hidrolizaty itaka specifiniam
imunitetui, t.y. poveikis limfocity aktyvavimui, proliferacijai, citokiny ir
antikiiny sekrecijai. Atlikta tik keletas tyrimy, susijusiy su baltymy itakos

lgimtai imuninei sistemai nustatymu.
2.4.5.1 Maisto baltymy fermentiniy hidrolizaty poveikis uzdegimui

Yra duomenuy, kad kazeino hidrolizatas, paruoStas naudojant Aspergillus
oryzae proteazg, inhibuoja imaus ir chroniSko uzdegimo reakcijas (Hatori ir
kt., 2008). PrieSuzdegiminiu poveikiu pasiZymi ir laktoferino baltymas

skiriamas per os (Wakabayashi ir kt. 2006). PrieSuzdegimini poveiki rodo ir
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laktoferino baltymo koncentratas, kuris in vitro supresavo LPS stimuliuoty
monocity produkuojamo IL-6 iSskyrima (Kawai ir kt., 2003). Per os skirtas
laktoferinas padidina IL-18 produkcija Zarnyno epitelinése lastelése, Zarnyno
gleivingje padidina CD4 *, CD8" ir NK lasteliy skai¢iy. Taip pat padidina
limfiniy mazgy, bluznies Iasteliy skaiciy, padidina pilvaplévés makrofagy ir
bluznies NK lasteliy aktyvuma, stimuliuoja IL-12 ir IFN-y produkavima
(Wakabayashi ir kt. 2006).

2.4.5.2 Uzdegiminés reakcijos

UZdegimas — fiziologinis atsakas { {jvairius dirgiklius, tokius kaip
infekcija ar audiniy pazeidimai, susiformaves evoliucijos eigoje, kaip
apsaugin¢ organizmo reakcija. Uzdegimo metu lokalizuojamas patogeninis
faktorius, taip neleidZiant jam pasklisti po organizma. UZdegimo Zzidinyje
sudaromos salygos patogeninio faktoriaus sunaikinimui, vyksta specifinés ir
nespecifinés apsauginés reakcijos (Adomaitien¢e ir kt., 2001; Kindt ir kt.,
2007).

Uzdegimas gali biti Giminis, kylantis per keleta sekundZiy ar minuciy,
pavyzdziui, atsakas | organu suZeidima, arba létinis, trunkantis ménesius,
metus, pavyzdZiui, artritas.

Pagrindiniai iSoriniai uzdegimo poZymiai — pazeistos vietos patinimas
(lot. tumor), paraudimas (lot. rubor), karstis (lot. calor) ir skausmas (lot. dolor)
(Adomaitiene ir kt., 2001; Kindt ir kt., 2007). Vystantis uzdegimui padide¢ja
kraujagysliuy spindis, t.y. ivyksta vazodilatacija, lemianti kraujo kiekio
padidéjima paZeistoje vietoje. Padidéjes kraujo tiiris paZeidZia audinius ir
salygoja paraudima. Taip pat padideja kraujagysliy pralaidumas, salygojantis
kraujo skysCiu eksudacija 1 audini ir tuo paciu audinio patinimg. Keletos
valandy bégyje ivyksta ekstravazacija — leukocitai pro kraujagysles migruoja
uzdegimo vieta. Cia vyksta fagocitozé, mediatoriy, dalyvaujanciy
uzdegiminése reakcijose, iSskyrimas. KarSti salygoja sustipréjusi kraujotaka,

suaktyvéjes metabolizmas uzdegimo Zidinyje, o skausma — nervy galiiniy

39



dirginimas, kuri sukelia biologiSkai aktyvios medziagos, tokios kaip
histaminas, serotoninas, bradikininas, o taip pat uzdegimo Zzidinio acidoze,
padidéjes osmotinis slégis. Papildomas uZzdegimo poZymis — audinio ar organo
funkcijos praradimas (lot. functio laesa). Funkcija sutrikdoma de¢l skausmo,
strukttriniy pokyciy bei neuroendokrininés reguliacijos sutrikimo.

Ankstyvoje uZzdegiminio atsako stadijoje dominuojancios Iastelés yra
neutrofilai (Huerrre ir Gounon, 1996; Adomaitiené ir kt., 2001; Kindt ir kt.,
2007). Ju infiltracija i audinius intensyviausia pirmasias SeSias uzdegiminés
reakcijos valandas. Pateke¢ 1 audinj aktyvinti neutrofilai ekspresuoja daugiau Fc
receptoriy, taip salygodami efektyvy antikiinais ar komplementu padengty
patogeny inaktyvavima. Taip pat akyvinamas reaktyviyjy deguonies ir azoto
junginiy i8skyrimas. Be to, neutrofilai produkuoja katijoninius antimikrobinius
peptidus, tokius kaip laktoferinas, baktericidinis pralaiduma didinantis
baltymas BPI, katelicidinai, serprocidinai, defensinai ir kt. (Weiss, 2003). BPI
gali jungtis su LPS, taip neutralizuodamas bakterijos endotoksini poveiki
(Levy, 2000).

Neutrofilai taip pat iSskiria uZdegiminius mediatorius, tokius kaip
makrofagy uzdegiminiai baltymai MIP-1a, MIP-1p ir chemokinai, i uzdegimo
vieta pritraukiantys makrofagus. Aktyvuoti audiniy makrofagai iSskiria IL-1,
IL-6 ir TNF-a, kurie veikia tiek vietiSkai, tiek sistemiSkai. Pastarieji citokinai
indukuoja koaguliacija ir kraujagysliy pralaidumo padidéjima. IL-1 ir TNF-a
stimuliuoja kraujagysliy endotelio lasteliy adhezijos molekuliy, tokiy kaip E-
selektino, ICAM-1 ir VCAM-1, ekspresija. IL-1 ir TNF-a taip pat veikia
makrofagus ir endotelines lasteles, skatindami jy produkuojamy chemokiny
gamyba. TNF-a aktyvina makrofagy ir neutrofily fagocitoz¢ ir lizuojanciy
fermenty iSskyrima i aplinka.

Makrofagai gali buti aktyvinami jvairiausiy stimuly. Tlr receptoriai,
esantys $iy lasteliy pavirSiuje, atpaZista mikrobinius komponentus, tokius kaip
LPS, peptidoglikanai, flagelinai (Adomaitien¢ ir kt., 2001; Kindt ir kt., 2007;
Gordon, 2007). Aktyvuoti makrofagai pasizymi didesniu fagocitiniu aktyvumu

ir uzdegiminiy mediatoriy iSskyrimu. Fagocitozés metu makrofagai gali
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suardyti tiek egzogeninius antigenus, tiek endogenines daleles, tokias kaip
Zuvusios Seimininko lastelés, lastelinés nuolauzos, aktyvinti kreS¢jimo
faktoriai.

Pagrindiné makrofagy ir neutrofily funkcija — fagocitozé. Sis procesas
susideda 1S keliy etapy: antigeno atpaZinimo ir prisijungimo, antigeno patekimo
1 vidy ir jo suardymo (Adomaitiené¢ ir kt., 2001; Kindt ir kt., 2007). Fagocitozé
prasideda nuo makrofago ir antigeno saveikos, kuria palengvina opsoninai,
tokie kaip IgG Fc fragmentas ir komplemento komponentas C3b. Opsoninai
jungiasi su makrofagy pavirSiuje esanciais Fcy R(Fc) ir komplemento
receptoriais (Huerrre ir Gounon, 1996). Antigeno ir fagocitinés lastelés saveika
salygoja pseudopodiju susiformavima. Pastarosioms susiliejus susidaro
membrana dengta struktiira — fagosoma, kuri judédama fagocitinés lastelés
viduje, susilieja su lizosoma ir suformuoja fagolizosoma. Fagolizosomoje
gausu antimikrobiniy medziagy, tokiy kaip lizuojantys fermentai (pavyzdziui,
lizocimas, azoto oksido sintetaz¢), antimikrobiniai peptidai (pavyzdZiui,
defensinai), reaktyviojo deguonies junginiai (pavyzdziui, O,), suardanciy

antigena. Tuomet fagolizosomos turinys pasalinamas egzocitozés biidu.

2.4.6. Antimikrobinis maisto baltymy fermentiniy hidrolizaty aktyvumas

Literatiiroje nemaZai jrodymy pateikiama apie antibakterini maisto
baltymy poveiki. PavyzdZiui, nustatyta, jog a-laktalbumino ir B-laktoglobulino
hidrolizatai turi bakteriostatiniy savybiy (Pihlanto-Lepdld ir kt., 1999).
Bakterijy augimo slopinimui jtakos turi proteolizuojan¢iy fermenty
specifiSkumas. Pastebéta, jog tiek fermenty aktyvumas, tiek hidrolizés laipsnis
turéjo jtakos iSruigy baltymy hidrolizaty bakteriostatiniam poveikiui. Tuo tarpu
fermentais nesuardyti baltymai tiriamoms bakterijoms poveikio neturi
(Pihlanto-Lepali ir kt., 1999).

Antibakteriniu poveikiu pasiZymi ir avies iSrigy baltymy o-
laktalbumino ir [-laktoglobulino hidrolizatai, kurie inhibuoja visy tirty

bakteriju (Escherichia coli HB101, E. coli Cip812, Bacillus subtilis Cip5265,
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Staphylococcus aureus 9973) augima (El-Zahar ir kt., 2004). Yra Zinoma, kad
galvijy laktoferino hidrolizatas taip pat pasiZymi antibakterinémis savybémis
(Kawai ir kt., 2003). Pabandzius in vivo ivertinti jo terapini efekta mastitu
serganCioms karvems, nustatyta, kad po 14 dieny laktoferino pepsininio
hidrolizato leidimo tiesiai i pieno liauka, piene visiSkai neliko mastita
sukélusiy mikroorganizmy, tokiy kaip koagulazés nekoaguliuojantys
stafilokokai, streptokokai, Stz. aureus, E. coli bei sumaz¢jo somatiniy lasteliy
skaicius (Kawai ir kt., 2003). Su tuo paciu hidrolizatu atlikus eksperimenta in
vitro, buvo nustatyta, kad jis antimikrobiSkai veikia  plazmos
nekoagulivojancius  stafilokokus, streptokokus, enterokokus, Klebsiella
pneumoniae, mieliagrybius ir Prototheca zopfii (Kawai ir kt., 2007). Be to,
laktoferino hidrolizatas aktyvino neutrofily O, produkcija.

Klinikiniy tyrimy metu pastebéta, kad kaip maisto papilda vartojant
latoferina, Zarnyno mikrofloroje pagausé¢ja bifidobakterijy (Wakabayashi ir kt.
2006). Manoma, kad laktoferinas patekes i Zarnyna yra suskaidomas ir patenka
1 krauja, taip veikdamas sistemiSkai. Taip pat manoma, jog pirmiausia jis
veikia Zarnyno imuning sistemag ir tik véliau sistemiSkai paveikia visa imuniteta
(Wakabayashi ir kt. 2006).

Konglicinino, vieno i§ sojos baltymy, pepsininis hidrolizatas taip pat
pasiZymi antibakteriniu poveikiu, t.y. jis veikia E. coli O138 kamieng (Shen ir
kt., 2007). Sis poveikis buvo stebimas tiek in vitro, tiek in vivo
eksperimentuose. Pasak eksperimenta atlikusiy mokslininky, antibakterinio
veikimo mechanizmas - neaiSkus. Manoma, kad konglicinino hidrolizatas
regulivoja Zarnyno mikrofloros balansa. (Shen ir kt., 2007).

Visai neseniai paskelbta, kad ir lizocimo fermentiniai hidrolizatai veikia
antimikrobiSkai. Taip pat Zinoma, kad kazeino tripsininis hidrolizatas skatina
mikroorganizmy autoliz¢ in vitro, o naudojant per os, ir organizmo apsaugines
funkcijas.

Ar jvair@is kity maisto baltymy hidrolizatai aktyvina mikroby autolizing
sistema bei stimuliuoja organizmo imunitetag? Jeigu taip, ar egzistuoja rySys

tarp Siy dviejy efekty?
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3. DARBO METODAI IR MEDZIAGOS

3.1. Maisto baltymy fermentiniy hidrolizaty paruoSimas

Maisto baltymy hidrolizé buvo vykdoma pagal aprasytus metodus
(Biziulevicius ir kt., 2002; Maehashi ir kt., 1999). Darbe naudoti: kazeinas
(Agrolitas Imex, Lietuva), o-laktalbuminas, -laktoglobulinas, ovalbuminas ir
serumo albuminas (Sigma, JAV). Baltymai buvo hidrolizuoti tripsinu, -
chimotripsinu, pepsinu arba pankreatinu (Sigma, JAV). Kiekvienas baltymas
buvo iStirpintas distiliuotame vandenyje 80° C temperatiiroje. Baltymo tirpalo
koncentracija — 50 g/l. Tuomet tirpalas atvésintas iki 40° C temperaturos, pH
pakoreguotas iki 8 (iSskyrus hidroliz¢ pepsinu, kur pH 2) ir hidrolizuotas
fermentu. Fermento tirpalo koncentracija — 20 mg/l. Fermento-substrato
(baltymo) santykis — 1 : 2500. Hidrolizeés laikas — 2 h. Hidrolizatai buvo

pavirinti 20 min (proteazei inaktyvuoti), atvésinti ir liofilizuoti.

3.2. Maisto baltymy hidrolizaty antimikrobinio aktyvumo jvertinimas

3.2.1. Mikroorganizmy biomasés paruosimas

Mikroorganizmy kamienai buvo gauti i§ AB ,,Biosinteze®, Lietuva.
Antimikrobinio aktyvumo ivertinimas atliktas pagal apraSyta metodika
(BiziuleviCius ir kt., 2002). Tam tikslui buvo panaudoti 10 gramteigiamy
bakterijy, priklausanciy Bacillus, Bifidobacterium, Lactobacillus, Streptomyces
gentims, 9 gramneigiamy bakteriju, priklausanciy Escherichia, Methylococcus
ir Proteus gentims, bei 5 gryby (mieliw), priklausanciuy Candida, Rhodothorula
ir Saccharomyces gentims, kamienai.

Bacillus kamienai buvo auginami mésos mitybingje terpéje (1 % mesos
ekstrakto, 1 % peptono, 0,5 % NaCl). Kiti bakterijy (iSskyrus Methylococcus)
kamienai buvo auginami smegeny-Sirdziy terpe€je (0,35 % smegenuy-SirdZiy
ekstrakto, 2,2 % peptono, 0,2 % mieliy ekstrakto, 0,2 % gliukozés, 0,5%

NaCl). Bakterijos buvo auginamo kolbose kratytuvuose 37°C temperatiiroje.
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Pasibaigus logaritminei augimo fazei, mikroorganizmy lastelés buvo
nucentrifuguotos, dukart praplautos 0,004 M fosfatiniu buferiu, kurio pH 7,2.

Gauta biomasé buvo liofilizuota.

3.2.2. Antimikrobinio aktyvumo nustatymas

Maisto baltymy hidrolizaty antimikrobinio aktyvumo, t.y. ju pajégumo
aktyvuoti mikroorganizmy autolizing sistema (autolizés aktyvavimo rodiklis)
nustatymui buvo paruoSta mikrobinés biomases suspensija distiliuotame
vandenyje. Suspensija buvo paruosta spensija buvo maiSoma lygiais tlriais
su 4 mg/ml hidrolizato tirpalu distiliuvotame vandenyje. Kontrolei buvo
naudotas distiliuotas vanduo. Reakcijos miSiniy optiniai tankiai (520 nm) buvo
matuoti iSkart sumaiSius komponentus (Dy) ir po 60 min inkubavimo 37°C
temperatiiroje  (Dgg). Autolizés laipsnis (I) tiek bandomuosiuose, tiek
kontroliniuose pavyzdZziuose (I, ir I, atitinkamai) buvo {jvertintas pagal
sekancig formule:

I =[(Dy—-Dgp) : Do] x 100 % ,
tuomet buvo skaiciuojamas autolizes aktyvavimo rodiklis (K,):
Ka=1,: L.

Naturaliai nesiautolizuojan¢iy  mikroorganizmy (I,=0) atzvilgiu

autolizés aktyvavimo rodiklis buvo iSreiSkiamas iSSauktos autolizes

intensyvumu (I).

3.3. Eksperimentiniai gyviinai

Bandymy su gyviinais atlikimui buvo gautas Lietuvos Valstybinés
Maisto ir Veterinarijos Tarnybos leidimas atlikti laboratorinius bandymus su
gyvinais (Nr. 0162). Bandymams buvo panaudotos 22-24 g svorio BALB/c
linjjinés pelés, kurios buvo laikomos (22+2)°C temperatiiroje, maitinamos

iprastu pasaru ir girdomos vandeniu ad libitum.
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3.4. Fagocituojanciy lasteliy fagocitinio aktyvumo jvertinimas

Maisto baltymu hidrolizaty imunostimuliuojantis efektas buvo jvertintas
ju itakos peliy fagocituojanciy lasteliy aktyvumui atzvilgiu. Pelés penkiy dieny
laikotarpyje karta dienoje per os gavo vieng 1§ hidrolizaty. Hidrolizatai (1 mg/
g svorio) buvo ivedami istirpinus juos 0,5 ml distiliuoto vandens. Kontrolinés
grupés peléms buvo skiriamas tik analogiskas kiekis distiliuoto vandens. Tiek
bandomosiose, tiek kontrolinése grupése buvo po 6 peles.

ISskyrus fagocituojancias lasteles ju fagocitinis aktyvumas buvo

ivertintas dviem metodais: fluorimetriniu bei tékmés citometrijos.

3.4.1. Fagocitinio aktyvumo jvertinimas fluorimetriniu metodu

Pilvapléves makrofagy fagocituojantis aktyvumas buvo matuojamas
remiantis apraSyta metodika (Miliukiené ir kt., 2003). Vietoje FITC Zyméty
Saccharomyces cerevisiae lasteliy buvo naudotos FITC Zymétos opsonizuotos
E. coli bakterijos (Sigma, JAV).

ISskiriant makrofagus, pelei buvo atliekama cervikalin¢ dekapitacija. IS
Sirdies buvo paimtas kraujas, kuris veéliau buvo naudojamas kraujo fagocitiniy
lasteliy fagocituojan¢io aktyvumo ivertinimui. [ pilvaplévés ertme SvirkStu
buvo jvesta 5 ml Henkso subalansuoto drusky tirpalo (angl. Hank’s balanced
salt solution (HBSS)), sumaiSyto su 2 pl heparino. Po 2 min pilvapléves
lasteliy suspensija buvo iStraukiama SvirkStu, centrifuguojama ir du kartus
praplaunama HBSS. Tuomet lasteliy suspensija 3 h buvo inkubuojama HBSS
37°C temperatiroje 5 % CO, salygomis. Po 3 h makrofagai prisitvirtino prie
stiklo pavirSiaus. Neprisitvirtinusios lastelés buvo paSalintos 3 kartus
praplaunant HBSS. Pagal morfologija ir dazymo (Gimzos daZais)
charakteristikas 96 % prie stiklo prisitvirtinusiy lasteliy buvo makrofagai.
Lasteliy gyvybingumas, nustatytas naudojant 0,4 % tripano meélio (Merck,
Vokietija) tirpala, buvo 98 %.
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Fagocitinio aktyvumo matavimui { Petri 1ékSteles su makrofagais buvo
dedamos HBSS suspenduotos (koncentracija — 5 x 10° Iasteliy/ml) fluoresceinu
Zymeétos opsonizuotos E. coli lastelés. Galutinis bakterijy ir makrofagy
santykis — 400:1. Lekstelés buvo inkubuojamos 60 min 37°C temperattroje. Po
inkubavimo fagocitinés lastelés buvo 3 kartus praplaunamos fosfatiniu buferiu.
Nefagocituoty E. coli lasteliy fluorescencijos uzslopinimui (angl. quenching), i
suspensija buvo dedama 100 pl 0,04 % tripano melio fosfatiniame buferyje pH
4,5 ir laikkoma 2 min. Praplovus fosfatiniu buferiu fagocitinés lastelés buvo
lizuojamos prideéjus 500 pl 0.5% Tritono X-100 (BDH Chemicals, Anglija),
iStirpinto fiziologiniame tirpale, turin¢iame 0,01 M fosfatinio buferio pH 7.4.
Gauto tirpalo fluorescencijos (suzadinimo bangos ilgis — 493 nm, emisijos —
520 nm) intensyvumas buvo matuojamas fluorescenciniu spektrofotometru
(MPF-4, Hitachi, Japonija). Vieno makrofago fagocituoty FITC Zymeéty E. coli
lasteliy skaicius buvo iSskai€iuotas naudojantis 1S anksto paruosta kalibracine
kreive.

Hidrolizaty imunostimuliuojan¢io aktyvumo rodiklis (K;) buvo
skaiCiuojamas kaip makrofagy fagocitinio aktyvumo (A) bandomuosiuose ir
kontroliniuose pavyzdZiuose (A ir Ay, atitinkamai) santykis, t.y.:

Ki=Ap: Ag,
A buvo iSreiSkiamas vieno makrofago fagocituoty fluoresceinizotiocianatu

(FITC) zyméty E. coli 1asteliy skaiciumi.

3.4.2. Fagocitinio aktyvumo jvertinimas tékmés citometrijos metodu

Kraujo fagocituojanciy lasteliu (monocity ir granuliocity) fagocitinis
aktyvumas, remiantis bendraisiais fagocitozés jvertinimo t€ékmeés citometrija
principais (Lehmann ir kt., 2000), buvo nustatytas naudojant PHAGOTEST®
(ORPEGEN Pharma, Vokietija) rinkini. Pagal gamintojo instrukcija 100 pl
heparinizuoto kraujo buvo inkubuojama 10 min 37°C temperatiiroje su 20 pl
FITC Zymeéty opsonizuoty E. coli lasteliy. Po inkubavimo nefagocituoty E. coli

lasteliy fluorescencijos uzslopinimui i suspensija buvo dedama 100 pl
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‘uzslopinimo’ tirpalo. Tuomet buvo du kartus praplaunama 3 ml plovimo
buferio. Po kiekvieno plovimo buvo centrifuguojama 5 min 1500 aps./min 4°C
temperatiiroje. Eritrocity lizavimui buvo dedama 2 ml lizavimo tirpalo ir 20
min inkubuojama tamsoje, kambario temperaturoje. Tada lasteliy suspensija
vieng karta buvo plaunama 3 ml plovimo buferio ir dedamas DNR daZzas. Po 10
min inkubavimo leduose fagocituojanciy lasteliy fagocitinis pajégumas buvo
matuojamas tékmés citometru FACS Calibur® (Becton Dickinson Biosciences,
JAV).

Hidrolizaty imunostimuliuojan¢io aktyvumo rodiklis (K;) buvo
skai¢iuojamas kaip makrofagy fagocituojancio aktyvumo (A) bandomuosiuose
ir kontroliniuose pavyzdzZiuose (A, ir Ay, atitinkamai) santykis, t.y.:

Ki=Ap: Ag,
A buvo iSreiSkiamas vidutiniu fagocituojanciy lasteliy fluorescencijos

intensyvumu (santykiniais vienetais).

3.5. Kazeino tripsininio hidrolizato prieSuZdegiminio poveikio jvertinimas

Kazeino tripsininio hidrolizato poveikio uzdegimui jvertinimas buvo
atliktas panaudojant @iminio uzdegimo modeli ir kontaktinio hiperjautrumo

reakcija.

3.5.1. Uminio uzdegimo modelis

Uminis uZdegimas buvo sukeltas pagal apraSyta metodika (Jain ir kt.,
2001). Kazeino tripsininis hidrolizatas peléms (n=6) buvo skiriamas taip pat,
kaip ir jvertinant jo imunostimuliuojantj aktyvuma, t.y. jos gavo 1 mg/g svorio
dozg, iStirpinta 0,5 ml distiliuoto vandens, per os karta dienoje penkiy dieny
laikotarpyje. Kontrolinei grupei (n=6) buvo duodamas vanduo. Praéjus 24 h po
paskutinio maitinimo buvo sukeliama Gimi edema, t.y. i kairiaja peliy péda
buvo suleidZziama 10 pl 1 % karagenano (Sigma, JAV) tirpalo. Dar po 24 h

buvo vykdoma peliy dekapitacija, sveriami limfoidiniai organai ir pedos,

47



atlieckami kraujo tyrimai (nustatomi bendri hematologiniai rodikliai ir citokiny

koncentracijos).

3.5.2. Hematologiniy rodikliy nustatymas

Bendryju hematologiniy rodikliy (leukocity, neutrofily, limfocity,
monocity, eozinofily, bazofily, eritrocity, hemoglobino, hematokrito, vidutinio
eritrocity tdrio, vidutinés hemoglobino koncentracijos eritrocite, vidutinio
hemoglobino kiekio eritrocite, eritrocity pasiskirstymo plocio, trombocity ir
vidutinio trombocity tiirio) matavimas buvo atlieckamas aparatu HEMAVET
(CDC Technologies Inc., JAV). Kraujas buvo imamas i§ dekapituoty peliy

Sirdies. Jo kreSéjimas buvo stabdomas heparinu (Merck, Vokietija).

3.5.3. Citokiny koncentracijos nustatymas

Citokiny  koncentracijos  kraujo  serume buvo  nustatomos
imunofermentiniu metodu (ELISA), naudojant ,,Tumor Necrosis Factor Alpha
Mouse, ELISA Biotrak™ System*“ ir ,Interleukin-10 Mouse, ELISA
Biotrak™ System“ rinkinius (Amersham Biosciences, Anglija), pagal
gamintojo pateiktas instrukcijas. Remiantis Siomis instrukcijomis, pirmiausia {
mikroplokstelés duobutes buvo sulasinama po 50 pl buferio, standartiniy ar
serumo pavyzdziy bei inkubuojama 3 h kambario temperatiiroje. Tuomet
neprisiriSusios medZiagos buvo atplaunamos fosfatiniu buferiu ir ila§inama po
50 pl antikiiny, konjuguoty su biotinu. Pavyzdziai buvo inkubuojami 1 h
kambario temperatiroje. Po praplovimo buvo ipilama po 100 pl streptavidino-
krieny peroksidazes konjugato ir inkubuojama 30 min. Tuomet pavyzdziai dar
karta buvo praplaunami buferiu ir ilasinama po 100 pl tetrametilbenzidino
dihidrochlorido substrato. Po 30 min inkubavimo tamsoje buvo ilasinama po
100 pl reakcijos stabdymo tirpalo (2 N H,SO,) ir iSmatuojamas optinis tankis
(540 nm). Naudojantis standartiniy pavyzdZiy gautais optiniais tankiais ir
Zinomomis koncentracijomis buvo bréZiama standartiné kreive, 1§ kurios

nustatoma serumo pavyzdZiy citokiny koncentracija.
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3.5.4. Kontaktinio hiperjautrumo reakcija

Kontaktinio  hiperjautrumo  reakcija  buvo  indukuota  2,4-
dinitrofluorbenzolu (DNFB, Sigma, JAV). Peléms buvo (n=6) iSskustas 1 cm x
1 cm odos plotas (deSiniajame Sone) ir jtrintas 20 ul 0,3 % DNFB. Po 24 h
peléems buvo pradedama duoti per os kazeino tripsininis hidrolizatas.
Preparatas, kaip ir imaus uzdegimo atveju, buvo skiriamas karta dienoje 5
dieny laikotarpyje. Kontrolinei grupei (n=6) buvo duodamas vanduo. Pra¢jus
24 h po paskutinio maitinimo i kairiaja uzpakaling péda buvo ivedama 10 pl
0,3 % DNEFB tirpalo. Dar po 24 h pelés buvo dekapituojamos, sveriami
limfoidiniai organai bei pédos, atliekami hematologiniai tyrimai, kurie buvo
atlikti taip, kaip apraSyta 3.5.2. skyriuje. Citokiny koncentracijos nustatymas

buvo atliktas taip, kaip aprasSyta 3.5.3. skyriuje.

3.6. Lizocimo ir lizosubtilino poveikio pieno somatiniy lasteliy kiekiui
tyrimas

Bandymai buvo atlikti Lietuvos Veterinarijos Akademijos mokomajame
tkyje, padedant Akademijos specialistams. Bandymui naudoti egzogeniniy
fermenty preparatai lizocimas ir lizosubtilinas buvo gauti i§ AB ,,Biosintezé®,
Lietuva.

Bandymams buvo atrinktos antros ir trecios laktacijos Lietuvos
juodmargiuy veisles karvés be klinikiniy mastito poZymiy. Pagrindiniai atrankos
poZymiai buvo: panaSus gyvino svoris (550 + 50 kg) ir panaSus somatiniy
lasteliy skaiCius piene ((700 += 250) x 10° lasteliw/ml). Kiekvienos grupés
gyvinai buvo laikomi jprastinémis auginimo salygomis. Bandymo trukmé — 10

dieny. Bandymai atlikti pagal 1 schema.
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1 schema. Lizocimo ir lizosubtilino poveikio pieno somatiniy lgsteliy skaiciui
tyrimo schema.

Bandymas Grupé Gyviiny skai€ius (n) Preparato pavadinimas ir dozé
1 (kontroliné) 5 0
I 2 5 5,0 mg/kg svorio lizosubtilino
3 5 10,0 mg/kg svorio lizosubtilino
4 5 20,0 mg/kg svorio lizosubtilino
1I 1 (kontroliné) 5 0
2 5 50,0 mg/kg svorio lizocimo
3 5 100,0 mg/kg svorio lizocimo
4 5 200,0 mg/kg svorio lizocimo
1 (kontroliné) 10 0
2 10 200 mg/kg svorio lizocimo
3 10 20 mg/kg svorio lizosubtilino
4 10 200 mg/kg svorio lizocimo +
vitaminai A, C, E
I 5 10 20 mg/kg svorio lizosubilino +
vitaminai A, C, E
6 10 200 mg/kg svorio lizocimo + 20
mg/kg svorio lizosubilino
7 10 200 mg/kg svorio lizocimo + 20

mg/kg svorio lizosubilino +
vitaminai A, C, E

I ir IT bandymo metu somatiniy lasteliy skai¢ius buvo skaiciuojamas
kiekviena diena bei diena prie§ bandyma vakarinio melZimo piene (naudojant
aparata ‘Somascope’). Diena prie§ eksperimenta bei po 10 bandymo dieny
tkyje iprastomis metodikomis buvo nustatyti riebaly, baltymy ir laktozés
kiekiai karviy piene.

IIT bandymo metu somatiniy lasteliy skaicius buvo skai¢iuojamas diena
pries eksperimento pradZia, ketvirta, septinta ir deSimta bandymo dienomis bei

penkta diena po bandymo pabaigos.

3.7. Statistiné rezultaty analizé

Tyrimy rezultaty analizé buvo atlikta standartine MS Excel programa.
Buvo apskaiciuoti aritmetiniai duomeny vidurkiai, vidutiniai kvadratiniai
nuokrypiai. Skirtumy palyginimui buvo panaudotas Stjudento ¢ testas.
Rezultatai buvo laikomi statistiSkai reikSmingais, kai P < 0,05. Statistinio rySio

nustatymui buvo apskaiCiuotas Pirsono tiesinés koreliacijos koeficientas r,,.
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4. REZULTATAI

4.1. Antimikrobinis maisto baltymy fermentiniy hidrolizaty poveikis

Nustatyta 20-ies jvairiy maisto baltymu hidrolizaty (5 maisto baltymuy,
hidrolizuoty 4 skirtingais virSkinimo proteoliziniais fermentais) itaka 20-ies
natiiraliai  besiautolizuojan€iy ir 4-iy natiraliai  nesiautolizuojanciy

mikroorganizmy kamieny autolizés procesui in vitro (4 - 9 lentelgs).

4 lentelé. Mikroorganizmy natiiralios autolizés intensyvumas (Iy) ir kazeino
hidrolizaty antimikrobinio aktyvumo (autolizés skatinimo) rodiklis Kj.
Rezultatai pateikti kaip SeSiy pakartojimy vidurkiai.

Mikroorganizmas L K, gautas panaudojus kazeing hidrolizuota:
(%)
Tripsinu chimo(:r-ipsinu Pankreatinu Pepsinu
Gram™ bakterijos
B. mesentericus 66 17,7 1,48 1,38 1,30 1,42
B. subtilis SK-52 16,0 1,45 1,35 1,28 1,39
B. subtilis 65-10 16,8 1,73 1,61 1,52 1,68
B. subtilis 65-42 18,4 2,78 2,59 2,45 2,67
B. subtilis 65-1482 17,6 1,94 1,80 1,71 1,86
Bifidobacterium sp. 8,0 8,69 8,08 7,64 8,34
L. fermentii 90TC4 26,3 1,57 1,46 1,38 1,51
L. plantarum 8PA3 7,0 2,99 2,78 2,63 2,87
Gram’™ bakterijos
E. coli K12 14,5 241 2,24 2,12 2,31
E. coliM17 5,1 6,31 5,86 5,55 6,06
E. coli MRE-600 2,5 15,04 13,99 13,23 14,44
E. coli 02 1,0 11,40 10,60 10,03 10,94
M. capsulatus 122 5,5 2,95 2,74 2,59 2,83
M. capsulatus 170 6,2 4,40 4,09 3,87 4,22
Methylococcus sp. M6- 0,5 22,00 20,46 19,36 21,12
58
P. vulgaris 5,2 2,02 1,87 1,78 1,94
Mielés
C. salmonicola 779 8,6 2,57 2,39 2,26 2,47
C. tropicalis 909 4,9 2,88 2,67 2,53 2,76
R. aurantiaca 528 8,4 2,98 2,77 2,62 2,86
S. cerevisiae 12 1,9 4,79 4,45 4,21 4,59
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5 lentelé. Mikroorganizmy natiiralios autolizés intensyvumas (Iy) ir a-
laktalbumino hidrolizaty antimikrobinio aktyvumo (autolizés skatinimo)
rodiklis K4, Rezultatai pateikti kaip SeSiy pakartojimy vidurkiai.

Mikroorganizmas (‘I;;) K, gautas panaudojus a-laktalbuming hidrolizuota:
Tripsinu chimo(:r-ipsinu Pankreatinu Pepsinu

Gram™ bakterijos

B. mesentericus 66 17,7 1,35 1,19 1,12 1,23
B. subtilis SK-52 16,0 1,32 1,17 1,10 1,20
B. subtilis 65-10 16,8 1,57 1,40 1,31 1,43
B. subtilis 65-42 18,4 2,53 2,25 2,11 2,31
B. subtilis 65-1482 17,6 1,77 1,57 1,47 1,61
Bifidobacterium sp. 8,0 7,89 7,04 6,60 7,21
L. fermentii 90TC4 26,3 1,43 1,27 1,19 1,30
L. plantarum 8PA3 7,0 2,72 2,42 2,27 2,48
Gram’ bakterijos

E. coli K12 14,5 2,19 1,95 1,83 2,00
E. coliM17 5,1 5,74 5,11 4,80 5,24
E. coli MRE-600 2,5 13,69 12,18 11,43 12,48
E. coli 02 1,0 10,37 9,23 8,660 9,46
M. capsulatus 122 5,5 2,68 2,39 2,24 2,45
M. capsulatus 170 6,2 4,00 3,56 3,34 3,65
Methylococcus sp. 0,5 20,02 17,82 16,72 18,26
M6-58

P. vulgaris 52 2,00 1,64 1,54 1,67
Mielés

C. salmonicola 779 8,6 2,34 2,08 1,95 2,13
C. tropicalis 909 4.9 2,62 2,33 2,18 2,39
R. aurantiaca 528 8.4 2,71 2,41 2,26 2,47
S. cerevisiae 12 1,9 4,36 3,88 3,64 3,98
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6 lentelé. Mikroorganizmy natiiralios autolizés intensyvumas (Iy) ir p-
laktoglobulino hidrolizaty antimikrobinio aktyvumo (autolizés skatinimo)
rodiklis K, Rezultatai pateikti kaip SeSiy pakartojimy vidurkiai.

Mikroorganizmas (;:) K, gautas panaudojus p -laktoglobulino hidrolizuota:
Tripsinu chimo(sr-ipsinu Pankreatinu Pepsinu

Gram™ bakterijos

B. mesentericus 66 17,7 1,35 1,19 1,12 1,23
B. subtilis SK-52 16,0 1,32 1,17 1,10 1,20
B. subtilis 65-10 16,8 1,57 1,40 1,31 1,43
B. subtilis 65-42 18,4 2,53 2,25 2,11 2,31
B. subtilis 65-1482 17,6 1,77 1,57 1,47 1,61
Bifidobacterium sp. 8,0 7,89 7,04 6,60 7,21
L. fermentii 90TC4 26,3 1,43 1,27 1,19 1,30
L. plantarum 8PA3 7,0 2,72 2,42 2,27 2,48
Gram’ bakterijos

E. coli K12 14,5 2,19 1,95 1,83 2,00
E. coliM17 5,1 5,74 5,11 4,80 5,24
E. coli MRE-600 2,5 13,69 12,18 11,43 12,48
E. coli O2 1,0 10,37 9,23 8,660 9,46
M. capsulatus 122 5,5 2,68 2,39 2,24 2,45
M. capsulatus 170 6,2 4,00 3,56 3,34 3,65
Methylococcus sp. 0,5 20,02 17,82 16,72 18,26
M6-58

P. vulgaris 52 2,00 1,64 1,54 1,67
Mielés

C. salmonicola 779 8,6 2,34 2,08 1,95 2,13
C. tropicalis 909 4,9 2,62 2,33 2,18 2,39
R. aurantiaca 528 8,4 2,71 2,41 2,26 2,47
S. cerevisiae 12 1,9 4,36 3,88 3,64 3,98
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7 lentelé. Mikroorganizmy natiiralios autolizés intensyvumas (Iy) ir
ovalbumino hidrolizaty antimikrobinio aktyvumo (autolizés skatinimo)
rodiklis K4 Rezultatai pateikti kaip SeSiy pakartojimy vidurkiai.

Mikroorganizmas (‘I;;) K, gautas panaudojus ovalbumino hidrolizuota:
Tripsinu chimo(:r-ipsinu Pankreatinu Pepsinu

Gram™ bakterijos

B. mesentericus 66 17,7 1,21 1,12 1,07 1,17
B. subtilis SK-52 16,0 1,19 1,10 1,04 1,15
B. subtilis 65-10 16,8 1,42 1,31 1,25 1,37
B. subtilis 65-42 18,4 2,28 2,11 2,00 2,20
B. subtilis 65-1482 17,6 1,59 1,47 1,40 1,53
Bifidobacterium sp. 8,0 7,13 6,60 6,26 6,87
L. fermentii 90TC4 26,3 1,29 1,19 1,13 1,24
L. plantarum 8PA3 7,0 2,45 2,27 2,15 2,36
Gram’ bakterijos

E. coli K12 14,5 1,98 1,83 1,74 1,90
E. coliM17 5,1 5,17 4,80 4,54 4,98
E. coli MRE-600 2,5 12,33 11,43 10,83 11,88
E. coli 02 1,0 9,35 8,660 8,21 9,00
M. capsulatus 122 5,5 2,42 2,24 2,12 2,33
M. capsulatus 170 6,2 3,61 3,34 3,17 3,48
Methylococcus sp. 0,5 18,04 16,72 15,84 17,38
M6-58

P. vulgaris 5,2 1,66 1,54 1,45 1,60
Mielés

C. salmonicola 779 8,6 2,11 1,95 1,85 2,03
C. tropicalis 909 4.9 2,36 2,19 2,07 2,28
R. aurantiaca 528 8.4 2,44 2,26 2,15 2,35
S. cerevisiae 12 1,9 3,93 3,64 3,45 3,78
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8 lentelé. Mikroorganizmy natiiralios autolizés intensyvumas (Iy) ir serumo
albumino hidrolizaty antimikrobinio aktyvumo (autolizés skatinimo) rodiklis
K. Rezultatai pateikti kaip SeSiy pakartojimy vidurkiai.

Mikroorganizmas (;:) K, gautas panaudojus serumo albumino hidrolizuots:
Tripsinu chimo(sr-ipsinu Pankreatinu Pepsinu

Gram™ bakterijos

B. mesentericus 66 17,7 1,23 1,15 1,08 1,18
B. subtilis SK-52 16,0 1,20 1,13 1,06 1,16
B. subtilis 65-10 16,8 1,44 1,35 1,26 1,38
B. subtilis 65-42 18,4 2,31 2,17 2,03 2,22
B. subtilis 65-1482 17,6 1,61 1,51 1,42 1,55
Bifidobacterium sp. 8,0 7,21 6,78 6,34 6,95
L. fermentii 90TC4 26,3 1,30 1,22 1,15 1,26
L. plantarum 8PA3 7,0 2,48 2,33 2,18 2,39
Gram’ bakterijos

E. coli K12 14,5 2,00 1,88 1,76 1,93
E. coliM17 5,1 5,24 4,92 4,61 5,05
E. coli MRE-600 2,5 12,48 11,73 10,98 12,03
E. coli O2 1,0 9,46 8,89 8,32 9,12
M. capsulatus 122 5,5 2,45 2,30 2,15 2,36
M. capsulatus 170 6,2 3,65 3,43 3,21 3,52
Methylococcus sp. 0,5 18,26 17,16 16,06 17,60
M6-58

P. vulgaris 52 1,68 1,58 1,47 1,62
Mielés

C. salmonicola 779 8,6 2,13 2,00 1,88 2,06
C. tropicalis 909 4,9 2,39 2,25 2,10 2,30
R. aurantiaca 528 8.4 2,47 2,32 2,18 2,38
S. cerevisiae 12 1,9 3,98 3,74 3,50 3,83
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9 lentelé. Ivairiy maisto baltymy hidrolizaty jtaka natiiraliai nesiautolizuojan¢iy mikroorganizmy (Ix,=0) autolizés

intensyvumui (Ip).

Mikroorganizmas I, (%) gautas panaudojus:
Kazeinas hidrolizuotas® o-Laktalbuminas hidrolizuotas® f —Laktoglobulinas hidrolizuotas* Ovalbuminas hidrolizuotas® Serumo albuminas hidrolizuotas*
1 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
B.mesentericus 1 19,9 18,11 16,12 15,12 16,52 16,32 15,12 14,33 1242 16,52 1552 14,53 1592
C. lambica 522 82 7,46 6,64 6,23 6,81 6,72 6,23 5,90 6,48 6,81 6,40 5,60 6,56
M. acidoxilos 39 3,55 3,16 2,96 3,24 3,20 2,96 2,81 3,08 3,24 3,04 2,85 3,12
S. albogriseolus 56,7 51,60 4593 43,09 47,06 46,50 43,10 40,82 44,80 47,06 4423 41,40 4536

* Fermentai: 1 — tripsinas; 2 — a-chimotripsinas; 3 — pankreatinas; 4 — pepsinas.
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Visi hidrolizatai skatino be iSimties visy tirty mikroorganizmy autolizing
sistema, t.y. pasiZymeéjo antimikrobiniu aktyvumu. Tiriant hidrolizaty poveiki
natliraliai  besiautolizuojan¢iy mikroorganizmy autolizei, antimikrobinio
aktyvumo rodiklis K, svyravo nuo 1,04 (ovalbumino pankreatininis
hidrolizatas B. subtilis SK-52 atzvilgiu) iki 22,0 (kazeino tripsininis
hidrolizatas Methylococcus sp. M6-58 atzvilgiu) (4 ir 7 lentel¢). Visi
hidrolizatai labiausiai aktyvus buvo Methylococcus sp. M6-58, E. coli MRE-
600 ir enteropatogeninés E. coli O2 kamieny atzvilgiu. Tuo tarpu B. subtilis
SK-52, B. mesentericus 66 ir L. fermentii 90TC4 kamieny autolize hidrolizatai
skatino menkai. Hidrolizaty  antimikrobinis  aktyvumas  natiraliai
nesiautolizuojan€iy mikroorganizmy atzvilgiu buvo taip pat skirtingas.
I$Sauktos autolizés intensyvumas svyravo nuo 2,81 % ovalbumino
pankreatininio hidrolizato M. acidoxilos kamieno atveju iki 56,7 %
Streptomyces albogriseolus kamieng veikiant kazeino tripsininiu hidrolizatu (9
lentel¢). Nepriklausomai nuo tiriamojo mikroorganizmo kamieno prigimties
(natiiraliai besiautolizuojantis ar naturaliai nesiautolizuojantis) stipriausiomis
antimikrobinémis savybémis pasizymeéjo kazeino hidrolizatai, silpniausiomis —
ovalbumino.  Lyginant  virSkinimo  fermenty  atZzvilgiu, labiausiai
mikroorganizmy autolizing sistema stimuliavo tripsininiai hidrolizatai,
maziausiai — pankreatininiai.

Pagal pajéguma skatinti mikroorganizmy autolizg, fermentinius
hidrolizatus galima buty iSdeéstyti tokia tvarka: tripsininiai hidrolizatai >
pepsininiai  hidrolizatai > chimotripsininiai hidrolizatai > pankreatininiai
hidrolizatai. Vertinant antimikrobinj hidrolizaty aktyvuma maisto baltymuy
atzvilgiu, eilé biity tokia: kazeino hidrolizatai > a-laktalbumino hidrolizatai >
B-laktoglobulino hidrolizatai > serumo albumino hidrolizatai > ovalbumino

hidrolizatai.
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4.2. Maisto baltymy hidrolizaty poveikis fagocituojanciy lasteliy
aktyvumui

Maisto baltymy hidrolizaty gebé¢jimas stimuliuoti fagocituojanciy
lasteliy fagocitini aktyvuma in vivo (imunostimuliuojantis aktyvumas)

pateiktas 10 lentel¢je.

10 lentelé. Maisto baltymy hidrolizaty imunostimuliuojantis aktyvumas
(gebéjimo stimuliuoti fagocituojanciy lasteliy fagocitinj aktyvuma rodiklis) (Kj).
K; apskaiciuotas pagal makrofagy fagocituojanc¢io aktyvumo (n=6) vidutines
reikSmes.

Ky
Hidrolizatas Pivlv'ap.lévés ma!krofa.gl.g Iv(r.au:io fa!goci.tini.q lqstelil.g
atzvilgiu (fluorimetrinis atzvilgiu (tékmeés citometrijos
metodas) metodas)
Kazeinas hidrolizuotas
tripsinu 1,39 1,34
pepsinu 1,34 1,30
chimotripsinu 1,32 1,29
pankreatinu 1,27 1,20
o-Laktalbuminas hidrolizuotas
tripsinu 1,30 1,27
pepsinu 1,26 1,25
chimotripsinu 1,25 1,21
pankreatinu 1,20 1,14
B-Laktoglobulinas hidrolizuotas
tripsinu 1,29 1,27
pepsinu 1,26 1,20
chimotripsinu 1,23 1,16
pankreatinu 1,19 1,13
Serumo albuminas hidrolizuotas
tripsinu 1,25 1,23
pepsinu 1,23 1,19
chimotripsinu 1,20 1,15
pankreatinu 1,18 1,13
Ovalbuminas hidrolizuotas
tripsinu 1,24 1,18
pepsinu 1,21 1,16
chimotripsinu 1,20 1,16
pankreatinu 1,16 1,10

Lyginant 10 lentelés ir 4 - 9 lenteliy duomenis, galima {Zvelgti tam tikra
analogija tarp hidrolizaty antimikrobinio aktyvumo ir jy imunostimuliuojancio
aktyvumo. Pirma, visi tirti hidrolizatai, be gebéjimo stimuliuoti
mikroorganizmy autoliz¢, pasiZzymejo ir pilvapléves makrofagy bei kraujo
monocity ir granuliocity fagocitini aktyvuma skatinanciu poveikiu.
Imunostimuliuojancio aktyvumo rodiklis K; svyravo nuo 1,10 ik 1,39 (10
lentel¢). Antra, pagal imunostimuliuojanc¢io aktyvumo rodikli fermentiniai

hidrolizatai iSsidésto ta pacia kaip antimikrobinio aktyvumo atveju seka, t.y.
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tripsininiai  hidrolizatai > pepsininiai hidrolizatai > chimotripsininiai
hidrolizatai > pankreatininiai hidrolizatai. Ta pati tendencija stebima
imunostimuliuojancio aktyvumo seka vertintinant maisto baltymy atzvilgiu,
t.y. kazeino hidrolizatai > a-laktalbumino hidrolizatai > B-laktoglobulino
hidrolizatai > serumo albumino hidrolizatai > ovalbumino hidrolizatai.
Stipriausiai fagocituojanciy lasteliy aktyvuma skatino kazeino tripsininis
hidrolizatas, o silpniausiai — ovalbumino pankreatininis hidrolizatas.

Maisto  baltymy  hidrolizaty  imunostimuliuojan¢io  aktyvumo
priklausomybés nuo antimikrobinio aktyvumo pavyzdZziai pateikti 1 ir 2 pav.
Paveiksluose nurodyti maisto baltymy hidrolizaty antimikrobinio poveikio
Bifidobacterium sp. kamienui, kuriam biidinga natiirali autolizé, ir natiiraliai
nesiautolizuojaniam C. lambica 522 kamienui, tyrimo duomenys.

Priklausomybe yra tiesiogiai proporcinga. RySys apibréZiamas taip: K= f(Ky).
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Antimikrobinio aktyvumo rodiklis (K,)

1 pav. Maisto baltymy imunostimuliuojancio aktyvumo priklausomybé nuo jy
antimikrobinio aktyvumo Bifidobacterium sp. at?vilgiu.
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1,1 r,,=0,97

Pilvaplévés makrofagy fagocitinio
aktyvumo stimuliavimo rodiklis (K )
s

5 55 6 6,5 7 7,5 8 8,5
ISSauktos autolizés intensyvumo rodiklis (1)

2 pav. Maisto baltymy imunostimuliuojancio aktyvumo priklausomybé nuo juy
antimikrobinio aktyvumo C. lambica 522 atzvilgiu.

5.3. Kazeino tripsininio hidrolizato poveikis uzdegimui

Ivertinta, ar maisto baltymy hidrolizaty savybg stimuliuoti imuning
sistemg buity galima panaudoti uzdegiminiy procesy profilaktikai. Tam tikslui
pasirinktas efektyviausias (parodgs didZiausia fagocituojancias lasteles
skatinant] aktyvuma) kazeino tripsininis hidrolizatas bei timinio uzdegimo
(pédos edema) ir kontaktinio hiperjautrumo modeliai pelése. Rezultatai, gauti
vertinant limfoidiniy organy svorius (3 ir 4 pav.), citokiny TNF-a ir IL-10
koncentracijas (5 ir 6 pav.) ir hematologinius rodiklius (11 ir 12 lentelés), rodo,
jog kazeino tripsininis hidrolizatas nepasiZymi prieSuzdegiminiu efektu.
Vienintelis statistiSkai reikSmingas rezultatas, rodantis profilaktini poveiki, yra
sumazejgs peliy péduy svorio skirtumas kontaktinio hiperjautrumo atveju (4
pav.). Tiriamosios grupes peliy pédy svoriy skirtumas 41,7 % buvo mazesnis

nei kontrolinés grupés peliy.
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3 pav. Kazeino tripsininio hidrolizato poveikis limfoidiniy organy
svoriams ir pédy svorio skirtumui (iminio uZdegimo modelis).
Kazeino tripsininis hidrolizatas buvo duodamas per os vieng karta per
diena, penkias dienas. Hidrolizato dozé - 1 mg/g svorio. Kiekviena
grupg sudar¢ 6 gyvinai. Rezultatai pateikti kaip duomeny vidurkiai +
SN. StatistiSkai reikSmingu pakitimy néra.
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4 pav. Kazeino tripsininio hidrolizato poveikis limfoidiniy
organy svoriams ir péduy svorio skirtumui (kontaktinio
hiperjautrumo reakcijos modelis). Kazeino tripsininis
hidrolizatas buvo duodamas per os viena karta per diena, penkias
dienas. Hidrolizato doz¢ - 1 mg/g svorio. Kiekviena grupg sudar¢ 6
gyvinai. Rezultatai pateikti kaip duomeny vidurkiai * SN.
*P<0,05
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Tiek kontaktinio hiperjautrumo, tiek Giminio uzdegimo atveju kraujo
serume nustatytos padidé¢jusios citokiny TNF-a ir IL-10 koncentracijos

(5 ir 6 pav.).
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5 pav. Kazeino tripsininio hidrolizato poveikis citokiny IL-10
ir TNF-o koncentracijai peliy kraujo serume (timinio
uzdegimo modelis). Kazeino tripsininis hidrolizatas buvo
duodamas per os viena karta per diena, penkias dienas. Hidrolizato
dozé - 1 mg/g svorio. Kiekviena grupe¢ sudaré 6 gyviinai. Rezultatai
pateikti kaip duomeny vidurkiai + SN. *P<0,001
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6 pav. Kazeino tripsininio hidrolizato poveikis citokiny IL-10
ir TNF-a koncentracijai peliy kraujo serume (kontaktinio
hiperjautrumo reakcijos modelis. Kazeino tripsininis hidrolizatas
buvo duodamas per os viena karta per diena, penkias dienas.
Hidrolizato dozé¢ - 1 mg/g svorio. Kiekviena grupe sudaré 6
gyvinai. Rezultatai pateikti kaip duomeny vidurkiai * SN.
* P<0,001

62



11 lentelé. Kazeino tripsininio hidrolizato poveikis peliy hematologiniams

rodikliams (iminio uzdegimo modelis).

Hematologinis rodiklis

Peliy grupé (n=6)

Kontroliné Bandomoji
WBC (x10° /1) 3,54%1,02 4,77+1,17
NE (x10° /1) 0,430,13 0,69+0,27
LY (x10°/1) 2,39+0,83 3,33+0,89
MO (x10° /1) 0,42+0,08 0,54+0,13
EO (x10° /1) 0,030,005 0,03+0,01
BA (x10°/1) 0,002+0,0004 0,001+0,001
RBC (x10"/1) 8,45+1,01 10,06+1,49
Hgb (g /1) 112,3+5,7 117,5%5,2
PCV (x1071/1) 39,03+3,60 45,5+7,45
MCV (x10™1/1) 46,37+4,84 46,82+0,50
MCH (x10"°g /1) 12,73+1,48 12,63+0,52
MCHC (x10 g /1) 29,4+2.47 27,53+1,36
RDW (%) 17,75+3,81 21,42+1,47
PLT (x10" /1) 1,18+0,097 1,060,049
MPV (x10™ /1) 432493 38,5452

Statistiskai reikSmingu pakitimy néra.

12 lentelé. Kazeino tripsininio hidrolizato poveikis peliy hematologiniams
rodikliams (kontaktinio hiperjautrumo reakcijos modelis).

Hematologinis rodiklis Peliy grupé (n=6)

Kontroliné Bandomoji
WBC (x10° /1) 4,51 £0,76 4,13+0,58
NE (x10° /1) 0,42+0,11 0,65 0,15
LY (x10°/1) 3,89 + 0,40 3,07 0,45
MO (x10° /1) 0,44 0,11 0,46 + 0,06
EO (x10° /1) 0,01 + 0,005 0,008 + 0,004
BA (x10°/1) 0,002 + 0,0008 0,002+ 0,0004
RBC (x10"/1) 9,31 +0,54 10,42 + 0,61
Hgb (g /1) 1193 +2,1 1243 +6,1
PCV (x1071/1) 45,03 1,35 46,28 + 1,57
MCV (x10™1/1) 46,82 +0,26 47,05 +0,24
MCH (x10"*g /1) 13,6 0,89 12,87 £ 0,25
MCHC (x10 g /1) 27,95 + 1,60 27,13 0,49
RDW (%) 19,2 0,42 19,91 0,93
PLT (x10"' /1) 1,28 0,053 1,34 0,028
MPV (x10™ /1) 442 42,6 37,3+4,7

StatistiSkai reikSmingy pakitimy néra.
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Hematologiniy tyrimy rezultatai rodo, jog, abiejy uzdegiminiy modeliy
atvejais, statistiSkai reikSmingy skirtumy tarp kontroliniy ir tiriamyjy gyviny

grupiy kraujo rodikliy néra.

4.4. Egzogeniniy antimikrobiniy fermenty preparaty, lizocimo ir
lizosubtilino, poveikis somatiniy lasteliy kiekiui piene

Ivertinta, ar galima sumaZinti somatiniy lasteliy kieki (padidéjes
somatiniy lasteliy kiekis rodo teSmenyje vykstancias uzdegimines reakcijas)
karviy piene paSary papildais naudojant antimikrobiniy fermenty preparatus.

Rezultatai, pateikti 7 ir 8 pav., rodo, kad toks biidas yra veiksmingas.

T Th Jfll i

Somatiniy lasteliy kiekis (x 103/ml)

500 -
400 -
300 -
200 -
100 -
0 \ ‘ ‘
0 5 10 20
Lizosubtilino dienos dozé ( mg kg svorio™) OPrie§ bandyma
[OBaigus bandymg

7 pav. Lizosubtilino poveikis somatiniy Igsteliy kiekiui piene.
Lizosubtilinas karvéms (n=5) buvo duodamas viena karta per
diena, deSimt dieny. Rezultatai pateikti kaip duomeny vidurkiai +
SN. *P<0,05.
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8 pav. Lizocimo poveikis somatiniy lasteliy kiekiui piene.
Lizocimas karvéms (n=5) buvo duodamas vieng karta per diena,
deSimt dieny. Rezultatai pateikti kaip duomeny vidurkiai = SN.
*P<0,05.

Efektyviausiai (ir statistiSkai reikSmingai) somatiniy Iasteliy kieki
mazino didZiausios iSbandytos lizosubtilino ir lizocimo dozeés (20 mg/kg svorio
ir 200 mg/kg svorio, atitinkamai). Taip pat nustatyta, jog Sie fermentiniai
preparatai netur¢jo reikSmingos jtakos baltymu, riebaly ir laktozés kiekiams

piene (9 ir 10 pav.).

6
5
T —+
T 1
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=
2
X
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Baltymai Riebalai Laktoze
[Prie$ bandymag
OBaigus bandymag

9 pav. Lizosubtilino poveikis baltymy, riebaly ir laktozés
kiekiams piene. Lizosubtilinas karvéms (n=5) buvo duodamas
vieng karta per diena, deSimt dieny Rezultatai pateikti kaip
duomeny vidurkiai £ SN. Statistiskai reikSmingu pakitimy néra.
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10 pav. Lizocimo poveikis baltymy, riebaly ir laktozés
kiekiams piene. Lizocimas karvéms (n=5) buvo duodamas viena
karta per diena, deSimt dieny. Rezultatai pateikti kaip duomeny
vidurkiai £ SN. StatistiSkai reikSmingy pakitimy néra.

Palyginamojo bandymo rezultatai (11 pav.) rodo, kad po keturiy,
septyniy ir deSimties dieny fermentiniy preparaty ir vitaminy davimo Zymus
somatiniy lasteliy skaiCiaus sumaZ¢jimas pastebétas karviy, kurioms buvo

skirtas lizocimo ir vitaminy kompleksas, piene (P<0,001).
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200 +
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Dienos

11 pav. Fermentiniy preparaty ir vitaminy poveikis karviy pieno somatiniy
Iasteliy skaiciui. Lizocimas ir/ar lizosubtilinas (su ar be vitaminy) karvéms (n=10)
buvo duodamas vieng karta per diena, deSimt dienuy. Lizocimo dozé¢ buvo 200 mg/kg
svorio, lizosubtilino — 20 mg/kg svorio. Rezultatai pateikti kaip duomeny vidurkiai +
SN. * P<0,001.
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DeSimta tyrimo diena statistiS8kai reikSmingas (P<0,001) somatiniy
lasteliy skaiCaus sumazéjimas pastebetas ir karviy, gavusiy tik lizocimo ir
lizosubtilino bei lizosubtilino su vitaminais kompleksa, piene. PrieStaringi
rezultatai pastebimi ketvirta eksperimento diena, kuomet visy tirlamy gyviiny,
iSskyrus gavusiy lizocimo ir vitaminiy misini, somatiniy Iasteliy skaicius,
palyginus su kontrolinés grupés karviy somatiniy lasteliy skai¢iumi, Zymiai
1Saugo. Penkiolikta diena somatiniy lasteliy skaiCius, palyginus su kontroline

karviy grupe, sumaZz¢jo visose tiriamose grupese.
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S. REZULTATU APTARIMAS

1976 m. P. Jolles paskelbé hipotezg, kad lizocimas organizmui yra ne
tiek svarbus kaip jo apsauginis antimikrobinis faktorius, kiek svarbus yra jo
poveikio metu atsiradusiy mikrobinés lizés produkty imunostimuliuojantys
efektai. 1981 m. Y. Namba ir kt. jrodé¢ Sios hipotezes teisinguma. Tais paciais
1981-ais metais minétasis P. Jolles pirma karta paskelbé ir uZpatentavo
pasteb¢jimus, kad kazeino (pagrindinio pieno baltymo) sudétyje esantys
biologiskai aktyvis peptidai pasiZymi imunostimuliuojanciu poveikiu (Jolles ir
kt., 1981; Jolles ir kt., 1982). Netrukus pasirode¢ kiti jo ir bendraautoriy darbai
(Parker ir kt., 1984; Berthou ir kt., 1987; Gattegno ir kt., 1988; Migliore-
Samour ir Jolles, 1988; Migliore-Samour ir kt., 1989), kuriuose buvo pateikta
smulkesné Siy 1munostimuliuojanCiy peptidy charakteristika. P. Jolles,
bendradarbiaudamas su kitais mokslininkais, nustaté, kad jvairiose stuburiniy
organizmo vietose (tame tarpe ir Zarnyne) funkcionuoja genai, atsakingi uz
imunologiskai aktyviy kazeino peptidy sintezg. 1981-aisiais metais O.
Kisluchina ir kt. pirma karta aprasé kazeino tripsininio hidrolizato gebéjima
stimuliuoti mikroorganizmy autoliz¢ (Kucnayxuna ir kt., 1981). [domu, kad
panaSiu metu pasirodé ir 1. Ginsburgo bei bendraautoriy pirmieji darbai
(Neeman ir kt., 1974; Lahav ir kt., 1975; Ginsburg ir kt., 1976) apie tai, jog
organizme apstu katijoniniy antimikrobiniy peptidy ir baltymy (iskaitant
lizocima), sugebanciy sukelti mikroorganizmy autolizg. Apjungus Siuos faktus
su literaturos apzvalgoje minéta V.Bocci teorija apie organizmui labai svarby
Zarnyno mikroorganizmy autolizés produkty imunostimuliuojanti veikima
(Bocci, 1992), galima biity pasakyti, kad §io darbo dalis apie jvairiy maisto
baltymy hidrolizaty dviguba (antimikrobini/imunostimuliuojanti) poveiki yra
tik logiSka daugiameciy jvairiy autoriy darby tasa.

Ankstesniy tyrimy rezultatai parode¢, kad kazeino tripsininis hidrolizatas
skatino 24 mikroorganizmy (bakteriju ir gryby) kamieny autolize
(Biziulevicius ir kt., 2002). Panaudojus naujagimiy verSeliy kolibakteriozes

modeli, buvo irodyta, kad tas pats kazeino tripsininis hidrolizatas teigiamai
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veikia gyviiny imuning sistema (BiziuleviCius ir kt., 2003). Skiriamas
profilaktiSkai jis skatino organizmo rezistentiSkuma infekcijai; hematologiniai
rodikliai (hemoglobino ir hematokrito lygiai; bendro baltymo, y-globuliny ir
profilaktika ar gydyma Siuo preparatu, buvo statistiSkai reikSmingai didesni nei
atitinkami  kontrolinés grupés rodikliai. Analogiski, imunostimuliuojanti
veikimg patvirtinantys rezultatai gauti ir tiriant verSeliy krauja praéjus trims
meénesiams po gydymo/profilaktikos (Biziulevi€ius ir kt., 2003).

Sio darbo rezultatai rodo, kad antimikrobinis poveikis biidingas ne tik
kazeino tripsininiam hidrolizatui. Ir kity maisto baltymy, t.y. a-laktalbumino,
B-laktoglobulino, ovalbumino ir serumo albumino, hidrolizatai, gauti
panaudojus virSkinimo fermentus tripsing, chimotripsing, pankreating ir
pepsina, stimuliavo mikroorganizmy, priklausanciy skirtingoms
taksonominéms grupéms, autolizing sistema. Skyrési tik poveikio stiprumas
tiek mikroorganizmo kamieno, tiek baltymo bei virSkinimo fermento
atzvilgiais.

Literatiros apzvalgoje buvo minéta, kad | maisto baltymy sudéti
leinanciy peptidy imunostimuliuojanc¢io aktyvumo mechanizmai néra gerai
Zinomi. Dauguma mokslininky sieja peptidy imunostimuliuojanti aktyvuma su
ju geb¢jimu skatinti fagocitiniy lasteliy veikla (Devine ir Hancock, 2002;
Meisel, 1998; Schanbacher ir kt., 1997; Sandré ir kt., 2001). Pastarosios
lastelés yra svarbiausia nespecifinio imuniteto dalis, uZtikrinanti sékminga
organizmo imunings sistemos funkcionavima. Tai ir lémé misy pasirinkima
maisto baltymy hidrolizaty imunostimuliuojanti poveiki vertinti pagal
fagocituojanciy lasteliy fagocitini aktyvuma.

Ivertinus maisto baltymy hidrolizaty gebéjima stimuliuoti organizmo
imuning sistema, nustatyta, kad fagocitiniy lasteliy aktyvuma stimuliuoja visi
maisto baltymy hidrolizatai (10 lentel¢). Aktyvinami buvo tiek pilvapléves
makrofagai, tiek kraujo fagocitinés Iastelés (monocitai ir granuliocitai), taciau
vertéty atkreipti démes; 1 tai, kad maisto baltymuy hidrolizaty gebéjimas

aktyvinti tiek vienas, tiek kitas fagocituojancias lasteles buvo praktiSkai
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vienodas. [domu paZymeéti, kad maitinantis pieno produktais, kazeino sudétyje
esantys peptidai patenka ir i kraujotakos sistema (LeBlanc ir kt., 2002).

Tolimesniam duomeny aiSkinimui svarbu yra ir tai, jog skirtingi maisto
baltymuy hidrolizatai tiek pagal savo imunostimuliuojantj, tiek pagal
antimikrobini aktyvuma (4 - 10 lentelés) ir baltymo, ir hidrolizuojancio
fermento atZvilgiais iSsidésto pagal tas pacias sekas, t.y. kazeino hidrolizatai >
a-laktalbumino hidrolizatai > B-laktoglobulino hidrolizatai > serumo albumino
hidrolizatai > ovalbumino hidrolizatai; tripsininiai hidrolizatai > pepsininiai
hidrolizatai > chimotripsininiai hidrolizatai > pankreatininiai hidrolizatai.
Statistiné¢ rezultaty analizé parodé, kad tarp maisto baltymy hidrolizaty
antimikrobinio ir imunostimuliuojancio aktyvumy egzistuoja tiesioginis rysys
(ryy> 0,9, 1 ir 2 pav.), ty. kuo labiau maisto baltymy hidrolizatas pajégus
skatinti mikroorganizmy autolizg, tuo stipresnis jo poveikis imuninei sistemai.

Buvo iSkelta hipotezé¢ (Biziulevicius, 2004) apie galima maisto baltymy
vaidmeni mitybos imunologijoje: maisto baltymai, suardyti virSkinimo
proteoliziniais fermentais iki peptidy, aktyvuoja mikroorganizmy autoliz¢ in
situ (Zarnyne), o autolizés proceso metu atsipalaiduojantys imunologiskai
aktyvis mikrobiniy lasteliy komponentai savo ruoZtu stimuliuoja Seimininko
(besimaitinanciojo baltymais) imuning sistema. Sio darbo rezultatai ne tik
patvirtino hipotezes teisinguma (bent dalinai, nes vis dar triikksta tiesioginiy
irodymy, kad maisto baltymy sudétyje esanciy peptidy gebéjimas sukelti
mikroorganizmy autolize in vitro pasireiskia ir in vivo), ta€iau ir leido sukurti
moksling teorija: maisto baltymams, suardytiems virSkinimo proteoliziniais
fermentais iki  peptidy, biidingas bifunkcinis (antimikrobinis/
imunostimuliuojantis) veikimas. Baltymy imunostimulivojantis aktyvumas
tiesiogiai priklauso nuo jy antimikrobinio aktyvumo (gebéjimo skatinti
mikroorganizmy autolize).

Teorija néra tik fundamentiné. Jau dabar ja galima buty taikyti
praktikoje, pvz., in vitro modeliuojant atskiry maisto baltymu poveiki
organizmo imuninei sistemai. Tam tiesiog reikéty hidrolizuoti baltyma

vir§kinimo proteoliziniais fermentais ir tada jvertinti jo gebéjima stimuliuoti
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mikroorganizmy autoliz¢. Teorija galéty rasti pritaikyma ir kuriant funkcini
maista arba jo komponentus (Ashwell, 2002). Jau dabar sekmingai vartojami
ivairiis funkcinio maisto produktai, tarp ju ir produktai, kuriy sudétyje yra
probiotiky, turintys imuning sistema skatinanCiy savybiy. IS literaturoje
pateikty duomeny (LeBlanc ir kt., 2002; LeBlanc ir kt., 2004) matyti, jog
probiotiky veikimas yra susijgs su probiotiniy mikroorganizmy savybe aktyviai
sintetinti proteolizinius fermentus, veikimo specifiSkumu besiskirian¢ius nuo
natiraliy virSkinimo fermenty tripsino ir chimotripsino. Taigi probiotikai
minéty proteoliziniy fermenty pagalba maisto baltymus gali suardyti iki kitokiy
nei jprasta peptidy. Kuo didesné i§ maisto baltymy kilusiy peptidy ivairove, tuo
didesné¢ ir tikimybe, kad ju tarpe bus ir pasiZyminciy antimikrobinémis bei
imunostimuliuojan¢iomis savybémis. Ateityje vertety iSsiaiskinti, ar probiotiky
teigiamas poveikis imuninei sistemai néra susij¢s su misy pasteb&jimais apie
peptidu imunostimuliuojan¢io veikimo ry$i su mikroorganizmy autolizés
skatinimu, o jei susijgs, tai tuo paciu inesti ir savo indéli i funkcinio maisto
veikimo mechanizmy mokslini pagrindima. Dar 1996 m. R. Chandra iSreiske
mintj, kad jau prasidéjo nauja, imuninés sistemos skatinimo maistu, era, t.y.,
sukurtas pakankamas pagrindas maisto medZiagy panaudojimui kovai su
infekcijomis bei kitomis ligomis (Chandra, 1996). Taigi tikétina, kad nustatytas
nejprastas maisto baltymy vaidmuo mitybos imunologijoje, pasitarnaus
tolimesnei Sios mokslo Sakos plétrai (bent tos jos dalies, kuri yra susijusi su
maisto baltymais).

Imuninés sistemos stiprinimas yra ypa¢ aktualus individams, kuriy
organizmas linkgs i uzdegiminiy procesy vystymasi, todé¢l buvo nusprgsta
iSsiaiSkinti, ar galima imuniteta stiprinan¢ius maisto baltymuy hidrolizatus
panaudoti uzdegiminiy procesy profilaktikai. Buvo sprendZiamas klausimas, ar
baltymy hidrolizaty vartojimas per os uzkirsty keliag uzdegimo iSsivystymui.
Darbui pasirinktas kazeino tripsininis hidrolizatas ir, skiriant ji profilaktiskai,
ivertintas jo poveikis sukeltam uzdegimui. Rezultatai, pateikti 3 pav. ir 11
lentel¢je, rodo, jog tminés edemos profilaktikai skirtas kazeino tripsininis

hidrolizatas praktiSkai neturi itakos nei pédu svoriy skirtumui (edemos
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inhibicijai), nei limfoidiniy organy svoriams, nei hematologiniams rodikliams,
t.y. preparatas nepasiZzymejo apsauginiu  prieSuzdegiminiu  poveikiu.
Kontaktinio hiperjautrumo atveju tiriamyju peliy pédy svorio skirtumas buvo
statistiSkai reikSmingai (P<0,05) mazesnis nei kontrolinés grupés (4 pav.),
taiau nepastebéta jokio statistiSkai patikimo kazeino tripsininio hidrolizato
poveikio peliy limfoidiniy organy svoriams (4 pav.) ir kraujo rodikliams (12
lentel¢). Abieju uzdegiminiy modeliy atvejais nustatytos statistiSkai
reikSmingai padidéjusios citokiny TNF-o (pagrindinio prouZdegiminio
mediatoriaus), ir IL-10 (prieSuzdegiminio faktoriaus) koncentracijos (5 ir 6
pav.). TNF-a koncentracija tiriamosios grupés peliy serume buvo 8,6 karto
didesné¢ Uminio uZdegimo atveju bei 5,4 karto didesn¢ Kkontaktinio
hiperjautrumo reakcijos atveju. IL-10 koncentracija buvo 3,6 karto didesné
ominio uZzdegimo atveju ir 2,7 karto didesné kontaktinio hiperjautrumo
reakcijos atveju, lyginant su kontroline grupe. Sis uzdegima moduliuojandiy
citokiny koncentracijy padidéjimas neturéty biiti Zalingas organizmui, tuo
labiau, kad kiti rodikliai, t.y. bluZnies ir Ciobrialiaukés (pagrindiniy imuninés
sistemos organy) svoriai liko nepakitg, o pédos edemos inhibicija kontaktinio
hiperjautrumo reakcijos atveju netgi buvo akivaizdi. Zinant, jog TNF-a skatina
kity citokiny, tarp ju ir IL-10 gamyba, o pastarajam biidingas griZtamasis
neigiamas (supresuojantis TNF-a sintezg) rySys, gali biti, jog Sis abiejy
mediatoriy koncentraciju padidéjimas buvo tiesiog laikinas (budingas Siam
uzdegimo etapui). Be to, tokj reiskini galé¢jo i$Saukti ir fagocituojanciy lasteliy,
kurias, kaip mes galvojame, suaktyvina mikrobines lizés produktai, ir ty paciy
lizés produkty saveika (Labro, 2000; Ginsburg, 2002). Neatmetama galimybe,
jog kazeino tripsininio hidrolizato doz¢ ar jo naudojimo laikotarpis buvo
pasirinkti netinkamai. Bet kokiu atveju, norint pritaikyti baltymy hidrolizatus
uzdegiminiy reakcijy profilaktikai, buitini tolimesni iSsamis tyrimai.

Antroji Sio darbo dalis yra susijusi su naujy egzogeniniy antimikrobiniy
fermenty panaudojimo imunostimuliacijos tikslais biidy paieSka. Somatiniy
lasteliy kiekis piene yra pripazintas pieno kokybes ir karviy sveikatos bukles

tvertinimo rodiklis (Rivas ir kt., 2001; Schukken ir kt., 2003; Green ir kt.,
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2004; Robert-Granie ir kt., 2004; de Haas ir kt., 2005; Hillerton ir Berry,
2005). Padidé¢jes somatiniy lasteliy kiekis - indikatorius, rodantis, kad karve
serga slaptuoju te$mens uZdegimu (mastitu). Si ligos forma neturi jokiy
klinikiniy poZymiy ir nustatoma tik tiriant somatiniy lasteliy skaiciy. Pagal ES
standartus sveiky karviy piene, skirtam Zmoniy maistui, ju gali buti iki 300
tikst./ml, tac¢iau sergancios karves piene somatiniy lasteliy kiekis gali iSaugti
iki keletos milijony/ml (Harmon, 1994; Booth, 2000). Be to 60 % sveikos
karvés pieno somatiniy lasteliy sudaro epitelinés lastelés (likusi dalis —
leukocitai), tac¢iau karvei sergant mastitu, 75 % somatiniy lasteliy sudaro
leukocitai. Mastitu serganciy karviy pienas ir jo produktai kenksmingi
Zmogaus sveikatai. Pasaulyje vykdomos {vairios mastito kontrolés programos,
tarp juy ir genetiné atranka, uZtikrinanti atsparuma mastitui. Pagrindinis tokiy
programy kriterijus — somatiniy lasteliy kiekis piene (Shook, 1993; Beaudeau-
Ciorbaru, 1994; Hillerton, 1996; Kadarmideen ir Pryce, 2001; Samoré ir kt.,
2003; Kadarmideen, 2004; Barnouin ir kt., 2004; Juozaitiene ir kt., 2004). Be
to, padidéjus somatiniy lasteliy kiekiui piene, jame sumaz¢ja riebaly, laktozés,
kalcio, vitaminy, kazeino kiekiai.

MazZesnis somatiniy lasteliy kiekis piene siejamas su maZesniu
uzdegimu, didesniu priemilZiu, geresne pieno produkty kokybe, maZesne rizika
Zmoniy sveikatai, tod¢l yra ieSkoma vis naujuy biidy, pagerinanciy $i rodikli
(Dekkers ir kt., 1996). Sios srities mokslininkai atkreipé démesi 1 nattiralius
organizmo apsauginius mechanizmus (Sordillo ir kt., 1997; Malinowski, 2002).
Siuo atzvilgiu vienas 1§ perspektyviy natiraliy somatiniy lasteliy kiekio
mazinimo biidy — vitaminy, kuriais papildomos dietos, vartojimas (Oldham ir
kt., 1991; Politis ir kt., 1995; Hemingway, 1999).

ISnagrinéjus medziaga apie somatiniy Iasteliy kiekio karviy piene
mazinimo priemones (mastito priezasciy likvidavimas, organizmo stiprinimas
vitaminais bei mikroelementais ir kt.), buvo nuspresta iStirti, ar problemos
sprendimui  biity galima pritaikyti Lietuvoje gaminamus egzogeniniy

antimikrobiniy fermenty preparatus - lizosubtiling ir lizocima.
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Lizosubtilinas — baltyminis bakteriju Bacillus subtilis SK-52 arba
B. subtilis 402 gyvybines veiklos produktas. Lizosubtilino, gauto 1§ B. subtilis
402, sudeétyje yra dvi lizuojancios endopeptidazés ir N-acetilmuramil-L-
alaninamidaze. Lizosubtilino, gauto 1S B. subtilis SK-52, kompleksa sudaro dvi
lizuojangios endopeptidazés. Siame darbe buvo panaudotas lizosubtilinas
G10x, iSskirtas 18 B. subtilis SK-52.

Lizocimas — fermentas, plaiai paplites ivairiose gyvybeés formose. Tai
vienas geriausiai iSnagrinéty ir praktikoje naudojamy fermenty (Werner ir kt.,
1996; Sava, 1996; Malinowski, 2001; Proctor ir Cunningham, 1988; Fuglsang
ir kt., 1995). Darbe buvo panaudotas bakterinis lizocimas G3x, iSgautas i§ B.
subtilis G-28. Lizocimas G3x veterinarijos praktikoje sékmingai naudojamas
jau daugiau kaip 15 mety.

Abiejy preparaty antimikrobinis poveikis yra placiai iSnagrinétas
(Munxkyte, 1984; Aopamon ir Illebuenka, 1991; Biziulevichius ir Arestov,
1997; Biziulevi¢ius ir Zukaité, 2002) bei pritaikytas praktikoje
mikroorganizmy sukelty infekcijy gydymui (Valstybinés Veterinarijos
Tarnybos instrukcija, 1993, 1993a). Sie preparatai pasizyméjo teigiamu
profilaktiniu poveikiu. ProfilaktiSkai skiriami preparatai teigiamai veike ir
vir§kinamaji trakta bei bendra organizmo vystymasi (A6pamos ir IlleGuenka,
1991; Biziulevichius ir kt., 1997). Be to, nustatyta, kad lizosubtilinas,
skiriamas per os, padidina y globuliny kieki kraujyje ir jo baktericidini
aktyvuma (Biziulevichius ir kt., 1997). Sie rodikliai yra tiesiogiai susije su
atsparumo ligoms padidéjimu, t.y. imuninés sistemos sustipréjimu, kas sietina
su antimikrobiniy preparaty veikimo pasekoje atsipalaidavusiy imunologiskai
aktyviy produkty veikla. Taigi gyviino organizmo rezistentiSkumo aplinkos
faktoriams padidinimui minétus preparatus tikrai verta naudoti. Be to, Sie
preparatai atitinka tokioms medZiagoms keliamus reikalavimus, t.y. jie
nekenksmingi gyvunams ir aplinkai, juos lengva dozuoti ir taikyti, greitas ju
metabolizmas ir paSalinimas, jie nesikaupia organizme.

Sios darbo dalies rezultatai rodo, jog paSary papildais naudojant

imuning sistema stimuliuojan¢iomis savybémis pasiZymincius antimikrobiniy
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fermenty preparatus, galima efektyviai sumaZinti somatiniy lasteliy kieki
karviy piene (7 ir 8 pav.). Nors geriausia (ir statistiSkai patikima) poveiki
parodé didZiausios lizosubtilino ir lizocimo preparaty dozés (20 mg/kg svorio
ir 200 mg/kg svorio, atitinkamai), taiau somatiniy lasteliy kieki iki leistinos
normos sumazino tik lizocimas (8 pav.). Jis §i kieki sumaZzino vidutiniskai 50,4
% ir neturéjo praktiSkai jokios itakos baltymy, riebaly bei laktozés kiekiams
piene (10 pav.). ISvardinty pieno komponenty kiekiui reikSmés neturéjo ir
lizosubtilinas (9 pav.). Kadangi eksperimentai su lizocimu ir lizosubtilinu buvo
atlikti pakankamai skirtingomis salygomis (tyrimas su lizosubtilinu buvo
atliktas ankstyva pavsari, o su lizocimu - rudeni), todé¢l rezultatai sunkiai
palyginami. D¢l pastarosios priezasties buvo atliktas palyginamasis bandymas.
Be to, faktas, kad in vitro lizocimo ir lizosubtilino miSinys pasiZymi
stipresnémis lizuojan¢iomis savybémis, nei kiekvienas atskirai (Kuznetsova ir
kt., 1985), paskatino istirti, kaip abiejy fermentiniy preparaty miSinys veikia in
vivo.

Siame palyginamajame bandyme visi gyviinai buvo laikomi vienodomis
salygomis ir tuo paciu metu gaudavo fermentinius preparatus ar jy miSinius.
DesSimta diena karviy, kurioms buvo skiriamas lizosubtilinas arba lizocimas,
piene buvo pastebétas somatiniy Igsteliy skaiCiaus sumazéjimas vidutiniSkai
40,6 % ir 58,5 %, atitinkamai. Sie rezultatai artimi pirmyjy bandymy metu
gautiems rezultatams. IS gauty rezultaty aiSku, jog lizuojancios glikozidazes,
t.y. lizocimas, veikia efektyviau nei lizuojanCios endopeptidazes
(lizosubtilinas). Penkiolikta bandymo dieng gauti atskirai naudojamy
lizosubtilino ir lizocimo rezultatai patvirtino pastaruosius spé¢jimus. Tuo tarpu
rezultaty, gauty naudojant lizosubtilino ir lizocimo miSini, nebuvo tikétasi.
Ketvirta bandymo diena buvo pastebimas Zymus somatiniy Iasteliy kiekio
padid¢jimas, septinta ir deSimta dienomis — minéty lasteliy skaiCius piene
sumaz¢jo, taciau statistiSkai reikSmingas somatiniy lasteliy sumaZz¢jimas piene
buvo pastebétas tik penkiolikta eksperimento diena. Geriausi rezultatai gauti
naudojant lizocimo ir vitaminy A, C ir E miSini. Jau ketvirta eksperimento

diena, naudojant lizocimo ir vitaminy kombinacija, somatiniy lasteliy kiekio
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sumaz¢jimas piene buvo statistiSkai reikSmingas (P<0,001). DeSimta diena po
pastarosios kombinacijos skyrimo pradZios somatiniy lasteliy kiekis sumazéjo
64,3 %. Tuo tarpu kity preparaty salygotas somatiniy lasteliy skaiciaus
padidéjimas piene ketvirta bandymo diena nevisiSkai aiSkus. Gali biiti, kad §i
rezultata  salygojo  mikrobinés lizés  produktai, veikiantys  kaip
imunostimuliatoriai ar imunosupresoriai (Ginsburg, 2002). Dar sunkiau
paaiSkinamas somatiniy lasteliy skaiiaus padid¢jimas penkiolikta bandymo
dieng kontrolinés karviy grupés piene. Bet kokiu atveju §io bandymo rezultatai
labiau patvirtina galimybe pritaikyti lizuojancius fermentus somatiniy lasteliuy
kiekio sumaZinimui piene, nei tokiag galimybg atmeta. Lizocimas ir
lizosubtilinas néra vieninteliai démesio verti fermentiniai preparatai. Rinkoje
yra daug lizuojan€iy fermentiniy preparaty. Kai kurie ju - lizoamidaze,
lizostafinas, mutanolizinas - jau yra naudojami veterinarijoje Kkarviy
uzdegiminiy ligy gydymui (Blackburn ir Pollack, 1990; Oldham ir kt., 1991;
Daley ir Odham, 1992; Demidova ir kt., 1998).

Sio darbo rezultatai rodo, jog mikrobinés lastelés sienele lizuojantys
fementai (tiek egzogeniniai, tiek autolizuojantys, indukuojami maisto baltymy
hidrolizaty) pasizymi ne tik antimikrobiniu, bet ir netiesioginiu imuning
sistemg stimuliuojan¢iu poveikiu. Darby su maisto baltymy hidrolizatais
rezultatai patvirtino hipotez¢ (Biziulevi€ius, 2004), teigiancia, jog maisto
peptidai aktyvuoja Zarnyno mikrofloros autoliz¢ in sifu, o atsipalaidave
mikrobiniy lasteliy sienelés komponentai veikia imuning sistema. Nors tirty
maisto baltymuy hidrolizatai nepasizymejo apsauginiu prieSuzdegiminiu efektu,
taiau egzogeniniy fermenty preparaty somatiniy lasteliy kieki piene
mazinantis ir tuo paciu uzdegima slopinantis poveikis — akivaizdus. Vis délto
galima teigti, kad tiek maisto baltymy hidrolizatai, tiek egzogeniniai
lizuojantys fermentai yra efektyvios antimikrobinés priemones, pasiZzymincios

ir imunostimuliuojanciu poveikiu.
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6. ISVADOS

1. Kazeino, a-laktalbumino, B-laktoglobulino, ovalbumino ir serumo albumino
hidrolizatai, gauti panaudojus virSkinimo fermentus tripsina, chimotripsina,
pankreating ir pepsina, stimuliavo visy natiiraliai besiautolizuojanciy
mikroorganizmy autoliz¢. Ju antimikrobinio aktyvumo rodiklis K, buvo nuo

1,04 iki 22,0.

2. Minéti maisto baltymy fermentiniai hidrolizatai skatino natiiraliai
nesiautolizuojan¢iy mikroorganizmy autolizing sistema. ISSauktos autolizes

intensyvumas Iy svyravo nuo 2,81 % iki 56,7 %.

3. Minéti maisto baltymy fermentiniai hidrolizatai skatino fagocituojanciy
lasteliy fagocitini aktyvuma. Pilvaplévés makrofagy fagocitinis aktyvumas
buvo skatinamas nuo 1,16 iki 1,39 karto. Kraujo monocity bei granuliocity

fagocitinis aktyvumas buvo skatinamas nuo 1,10 iki 1,34 karto.

4. Tarp maisto baltymuy fermentiniy hidrolizaty  antimikrobinio ir
imunostimuliuojan¢io  (fagocituojan¢iy  lasteliu  fagocitini  aktyvuma
skatinancio) poveikiy buvo nustatyta tiesioginé priklausomybé (r,,>0,9). Kuo
labiau maisto baltymu hidrolizatas skatino mikroorganizmy autolizg, tuo

stipresnis buvo jo poveikis imuninei sistemai.

5. Kazeino tirpsininis hidrolizatas nepasiZymejo apsauginiu
priesuzdegiminiu poveikiu, taciau kontaktinio hiperjautrumo reakcijos
atveju 41,7 % slopino pelés pédos edema. TNF-a kiekis Siuo atveju
buvo 5,4 karto, o IL-10 — 2,7 karto didesnis lyginant su kontroline

grupe.

6. Efektyviausiai somatiniy lasteliy kieki karviy piene sumazino lizocimo ir
vitaminy A, C bei E miSinys. DeSimta dieng nuo §io miSinio skyrimo pradzios

somatiniy Iasteliy kiekis piene sumazéjo 64,3 %.
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