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Kwas 3-hydroksy-3-metylomastowy (HMB) w reakcjach
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Summary

3-hydroxy-3-methylbutyric acid (HMB) in immunological
reactions generated by nutritional allergy in guinea pigs

The systemic immune responses were examined in pa-
renterally milk-sensitized guinea pigs. This type of sensi-
tization simulating alimentary allergy led to positive
passive cutaneous anaphylactic (PCA) responses and high
IgG titers against beta lactoglobulin (beta-LG). A further
increase in IgG titers induced by a dietary supplement of
HMB was observed. These results indicate that HMB
increases immune responses of parenterally milk-sensitized
guinea pigs as expressed by IgG beta-LG antibodies and
PCA titers. What concerns the alimentary, this effects is
not of an advantage and suggests that HMB - treated
animals can be more allergic to food consumption.

Kwas 3-hydroksy-3-metylomastowy (HMB) zostal po raz
pierwszy opisany przez Nissena i wsp. w 1990 . (6). Zwiazek
ten jest metabolitem leucyny i jej pochodnej, kwasu 2-okso-
izokapronowego (KIC). Wigkszo$¢ tego kwasu jest utleniana
w mitochondriach do izowalerylo-CoA. Mniej znana, alter-
natywna droga przeksztalceri KIC zachodzi w cytozolu, pro-
wadzac do powstania kwasu HMB. Nissen i wsp. (6) postawili
hipotezg, ze jakkolwiek niespetna 20 procent KIC ulega prze-
ksztalceniu do HMB, powstajacy zwiazek jest odpowiedzialny
za wigkszos¢ efektéw biologicznych przypisywanych leucynie
i KIC. Istnieja doniesienia dotyczace wplywu leucyny i jej
pochodnych na procesy odporno$ciowe. W badaniach in vivo
wykazano supresyjny wplyw wysokich st¢zen leucyny doda-
wanej z pokarmem na limfocyty szczuréw (2), kur (10) i
owiec (5) wyrazony zahamowaniem syntezy DNA. Z kolei
pokarmowy KIC pobudzal blastogeneze limfocytarng u ros-
nacych jagniat (5). U bydta w badaniach in vitro nie obser-
wowano zmian syntezy DNA limfocytarnego po podaniu KIC
i HMB do medium inkubacyjnego (7). Wobec niejednozna-
cznych wynikéw badan in vive i in vitro dotyczacych odpo-
wiedzi immunologicznej zwierzat otrzymujacych pochodne
leucyny postanowiono sprawdzi¢, czy HMB moze odgrywac
role w przebiegu alergii pokarmowej zwierzat. W tym celu
postuzono si¢ modelem CMA (cow’s milk allergy), tj. alergii
wystepujacej czesto u dzieci po spozyciu mleka krowiego
(12).

Materiat i metody

Doswiadczenie przeprowadzono tacznie na 30 $winkach
morskich, samcach rasy Dunkin-Hartley, o masie ciata 200-
—250 graméw, trzymanych w klimatyzowanym pomieszczeniu
o cyklu §wietlnym 12/12 i o swobodnym dostgpie do paszy i
wody. Wszystkie zwierzgta otrzymywaly taka sama stan-
dardowg pasz¢ UAR (prod. francuska) pokrywajaca potrzeby
zwierzat. Dla pelnej realizacji celéw badawczych wyodrebnio-
no nastgpujace podgrupy zwierzat:

I — zwierzeta w tej podgrupie przez caty okres do§wiadcze-
nia otrzymywaty w pokarmie dodatek HMB w ilosci 0,25% w

stosunku do suchej masy paszy; wszystkie zwierzgta tej pod-
grupy byly poddane immunizacji mlekiem krowim,

II — zwierzgta tej podgrupy byty karmione pasza bez dodat-
kéw oraz immunizowane identycznie jak w podgrupie I,

IIT - zwierzgta tej podgrupy nie byly immunizowane.

Pozostale zwierzgta wykorzystano w tescie biernej anafila-
ksji skornej. )

Immunizacja. Swinki morskie z podgrupy I i II immunizo-
wano dwukrotnie, w odstgpach pigtnastodniowych, podajac
dootrzewnowo 1 ml §wiezego, pasteryzowanego mleka kro-
wiego. Do dalszych badan uzywano zwierzat po 8 dniach od
drugiego podania mleka.

Test biernej anafilaksji skérnej (PCA). Test ten wykonywa-
no na zwierzetach kontrolnych, przy czym krew do testu po-
bierano zaréwno od zwierzat immunizowanych (podgrupa I i
II), jak i zwierzat nie immunizowanych. Postgpowanie przy
wykonywaniu testu bylo nastgpujace: pobierano z serca 2 ml
krwi, umieszczano w heparynizowanych probéwkach, odwiro-
wywano i uzyskane osocze rozciericzano roztworem fizjologicz-
nym w stosunku od 1:2 do 1:256. Réwnolegle przygotowywano
grupg $winek morskich nie uczestniczacych wczesniej w do-
$wiadczeniu, ktérym usuwano okrywg wlosowa na grzbiecie.
Zwierzetom tym wstrzykiwano §rédskérnie po obydwu stro-
nach kregostupa po 100 pl osocza z kazdego rozciericzenia.
Nastgpnie po uplywie 48 godzin kazde zwierz¢ z tej grupy
otrzymywato dosercowo 2,5 mg B-laktoglobuliny rozpuszczo-
nej w 1% roztworze bigkitu Evansa (0,5 ml). Po dalszych 30
minutach przeprowadzano pomiar §rednicy plamek barwnych
powstajacych w miejscu §rodskornego wstrzyknigcia rozcien-
czen osocza. Za wynik dodatni przyjmowano najwyzsze roz-
ciericzenie, przy ktérym $rednica plamki barwnej wynosita co
najmniej 4 mm. Warto$¢ t¢ przedstawiano jako logarytm z
odwrotno$ci miana.

Test ELISA. Postuzono si¢ zmodyfikowanym testem wg
Heyman i wsp. (4) dla oceny stg¢zenia przeciwciat IgG we krwi
badanych zwierzat. W tym celu plastikowe plytki z wglgbie-
niami (Nunc, Polylabo, Francja) pokrywano B-laktoglobuling
(200 ng/wglebienie) i pozostawiano na 1 godzing w tempera-
turze 37°C. Nastgpnie plytki przemywano buforem fosforano-
wym o pH 7.4 z dodatkiem 0,05% Tweenu (150 pl na wglebienie)
i wysuszano do sucha. Do kazdego wglebienia dodawano 100 pl
1% zelatyny, po czym plytki pozostawiano na kolejng godzing
w temperaturze 37°C. Plytki ponownie przemywano tym sa-
mym buforem. Réwnoczesnie przygotowywano rozciericzenia
osocza pobranego i zamrozonego przy wykonywaniu testu PCA.
Poszczeg6lne rozciericzenia osocza od 1:30 do 1:196 000 na-
noszono na plytki i inkubowano 1,5 godziny w temperaturze
37°C. Po kolejnym, tym razem trzykrotnym przemyciu buforem,
do kazdego wglebienia dodawano 100 pl koniugatu peroksyda-
zy-IgG otrzymanego od krélikéw immunizowanych surowica
$winek morskich i nastgpnie rozciericzonego 1:20 000 (Sigma,
A-9167). Tak przygotowane plytki pozostawiano na 1 godzing
w temperaturze 37°C, a nastgpnie przemywano trzykrotnie
buforem. Aktywno$¢ peroksydazy obliczano przeprowadzajac
reakcje barwng z diamino-ortofenylenem (0,4 mg/ml) rozpusz-
czonym w buforze cytrynianowym o stezeniu 0,05M z dodat-
kiem 0,1% H203. Reakcje te, przeprowadzong w temperaturze
pokojowej bez dostgpu $wiatta, przerywano po 15 minutach 6N
H2S04. Absorpcje mierzono przy diugosci fali 492 nm postu-
gujac sig czytnikiem plytek (Flow Laboratories, Wielka Bry-
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mleko IP+HMB

Ryc. 1. Rozmiar reakcji immunologicznej wyrazonej testem PCA u §winek
morskich kontrolnych, nie immunizowanych oraz u zwierzat traktowanych
mlekiem krowim (n=5). Gwiazdka wskazuje r6Znice statystycznie istotng
w poréwnaniu z grupg zwierzgt immunizowanych nie otrzymujacych
HMB (p<0,01)

mleko IP

kontrola

tania). Za wynik dodatni przyjmowano najwyzsze rozcierncze-
nie osocza, przy ktérym gestosé optyczna préby badanej dwukrot-
nie przewyzszata gesto$é préby Slepej. Wartosé te, podobnie
jak poprzednio, przedstawiono jako logarytm z odwrotnosci
miana.

Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej testem
t-Studenta. Obliczone zostaty réwniez wspétczynniki korelacji
migdzy testem PCA a testem ELISA.

Wyniki i om6éwienie

Na ryc. 1 przedstawiono wyniki testu biernej anafilaksji
(PCA). Miano tego testu wyrazone obecno$cia przeciwcial
homocytotropowych byto istotnie wyzsze u §winek morskich
otrzymujacych dootrzewnowo mleko krowie w poréwnaniu
do zwierzat z grupy kontrolnej, nie immunizowanych (p<0,01).
Swinki morskie karmione pasza z dodatkiem HMB wykazy-
waly dalszy, istotny wzrost miana PCA w stosunku do zwierzat
z grupy immunizowanej mlekiem (p<0,01). Wyniki testu zna-
kowania enzymami, tzw. ELISA, potwierdzity warto$ci uzy-
skane w tescie PCA, przy czym réznice miedzy grupami
immunizowanymi byly istotne na poziomie p<0,05. Obliczono
réwniez korelacje migdzy mianem PCA i mianem IgG dla
poszczegblnych grup zwierzat. Miana te byly skorelowane na
granicy istotno$ci dla wszystkich 3 grup, co moze wskazywac,
ze wyniki testu PCA sa zwigzane z obecnoscia IgG we krwi
tych zwierzat.

Jedna z metod rozrézniania termoopornych przeciwcial IgG
od termowrazliwych IgE jest podgrzewanie osocza, poniewaz
podwyzszona temperatura niszczy przeciwciala IgE. Probe
taka podjeli w swoich badaniach Heyman i wsp. (4), ktérzy
wykazali, ze podanie §winkom morskim osocza uprzednio
ogrzewanego przez 2 godziny w temperaturze 56°C powoduje
istotny spadek miana PCA u tych zwierzat w poréwnaniu do
$winek morskich, ktérym wstrzyknigto osocze nie ogrzewane.
Autorzy ci wnioskuja, ze wzrost miana testu PCA obserwo-
wany u zwierzat immunizowanych mlekiem byt spowodowany
m.in. zwigkszeniem st¢zenia przeciwciat IgG i IgE we krwi

B~ laktoglobulin

[ logarytm odwrotnosci miana ]

miano IgG po podaniu

mieko IP+HMB

Rye. 2. Przeciwciata IgG skierowane przeciwko B-laktoglobulinom okreslone
testem ELISA u §winek morskich kontrolnych, nie immunizowanych oraz
u zwierzat traktowanych mlekiem krowim (n=5). Gwiazdka wskazuje réznice
statystycznie istotng w poréwnaniu z grupa zwierzat immunizowanych
nie otrzymujacych HMB (p<0,05)

mleko IP

kontrola

tych zwierzat. W przeprowadzonych obecnie badaniach nie
podgrzewano osocza, nalezy jednak sadzié, ze obserwowany
wzrost miana testu PCA u zwierzat immunizowanych mlekiem
wynikal nie tylko ze wzrostu stgzenia przeciwcial IgG, o
czym $§wiadcza wyniki testu ELISA, ale réwniez ze wzrostu
przeciwcial IgE. Nie wiadomo natomiast, czy dalsze podnie-
sienie miana PCA u zwierzat otrzymujacych HMB byto zwia-
zane ze zmianami st¢zenia przeciwcial IgE; zagadnienie to
wymaga dalszych badan.

Przedstawione wyniki sa pierwsza prébg oceny wplywu
HMB na tworzenie przeciwcial IgG (i prawdopodobnie IgE)
we krwi zwierzat otrzymujacych silny alergen pokarmowy,
jakim sa B-laktoglobuliny mleka krowiego. Wczesniejsze ba-
dania obejmowaty udziat HMB i KIC w mitogennie stymu-
lowanej syntezie DNA i daly niejednoznaczne wyniki (5, 7).
Zastosowane w obecnym do$wiadczeniu metody badawcze
sa powszechnie przyjete w literaturze (np. 1, 3, 4) i pozwalaja
oceni¢ przebieg alergii pokarmowej u zwierzat w warunkach
ekstremalnych, tj. w warunkach szoku anafilaktycznego. Temu
celowi stuzyta parenteralna droga podania mleka dajaca wyz-
sze miano testu PCA i st¢zenia IgG niz droga pokarmowa
(9). HMB jest zwiazkiem, ktéry wykazuje wielorakie dziatanie
na organizm zwierzgcy, a to poprzez poprawg tempa przyrostu
zwierzat (8), ograniczenie spozycia paszy i spadek zawartosci
ttuszczu w tuszy (11). Zwiazek ten doczekal sig¢ juz kilku
patentéw, na przyklad 2 patenty amerykariskie: nr 5.028.440
méwiacy o korzystnym wptywie HMB na rozwdj chudej tkanki
migéniowej u przezuwaczy i nr 4.992.470 wskazujacy na po-
budzenie uktadu odpornosciowego u ssakéw. Nalezy zatem
przypuszczaé, ze po opanowaniu produkcji HMB na skalg
przemystowa zwigzek ten stanie si¢ powszechnie dostgpnym
suplementem paszowym wykorzystywanym w hodowli i pro-
dukcji zwierzgcej. Wyniki przedstawione w obecnej pracy
sugeruja niestety, ze HMB nasila alergi¢ pokarmowa, co moze
mie¢ istotne znaczenie u mlodych zwierzat otrzymujacych z
mlekiem znaczne ilosci alergenéw lub karmionych paszami
zawierajacymi alergeny.
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Wnioski

1. Kwas 3-hydroksy-3-metylomastowy (HMB) stosowany
w formie dodatku do paszy zwigksza odpowiedZ immunolo-
giczng $winek morskich otrzymujacych dootrzewnowo mleko
krowie. Oznacza to, ze zaréwno poziomy IgG, jak i prawdo-
podobnie IgE sa wyzsze u tych zwierzat w poréwnaniu do
$winek morskich otrzymujacych tylko mleko.

2. Uzyskane wyniki sugeruja, z¢ HMB moze nasilaé alergig
pokarmowa. Obserwacje te nalezy uwzglednic przy szerszym
stosowaniu HMB jako suplementu paszowego dla zwierzat,
zwlaszcza mbodych, karmionych mlekiem.
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KSZTALCENIE WETERYNARYJNE

MARIA PROST
Lublin

artykut dyskusyjny

O nauczaniu biologii na studiach weterynaryjnych

W numerze 12, 1994 ,Medycyny Weterynaryjnej” ukazat
si¢ artykut prof. Zdzistawa Larskiego pt. ,,Biologia moleku-
larna w programie studiéw weterynaryjnych”. Tres§¢ artykutu
byla dla mnie bardzo interesujaca. Przez wiele bowiem lat
bytam wyktadowca biologii na Wydziale Weterynaryjnym w
Lublinie i droga doswiadczer dydaktycznych i wiasnych prze-
myS$len opracowalam program nauczania tego przedmiotu, kt6-
ry wedtug mojej opinii zapewnia nabycie odpowiedniej wiedzy
przez nowocze$nie wyksztalconego lekarza weterynarii. A oto
moje refleksje na ten temat.

W zupetnosci podzielam opini¢ prof. Larskiego o braku
potrzeby nauczania na wydziatach weterynaryjnych biologii
molekularnej w formie osobnego przedmiotu. Jest ona bowiem
wykladana, w wigkszym czy mniejszym zakresie, w ramach
innych dyscyplin, jak histologia i embriologia, biochemia,
genetyka, patofizjologia czy mikrobiologia. Kazda z tych dys-
cyplin czerpie jednak z biologii molekularnej gtéwnie te dane,
ktére sa nieodzowne dla zrozumienia wyktadanych przez nia
proceséw. Nie podzielam jednakze pogladu prof. Larskiego,
ze wymienione przedmioty moga zapozna¢ studentéw z po-
réwnawcza ewolucja. Dla jej przekazu dydaktycznego nieod-
zowna jest osobna dyscyplina, jaka jest biologia. W ramach
tego wlasnie przedmiotu z procesem ewolucji poréwnawcze]
mozna bowiem zapozna¢ studentéw na licznych przyktadach
rozwoju filogenetycznego organizméw roslinnych i zwierze-
cych. Na praktycznych zajeciach z biologii moze by¢ demon-
strowany rozwdj poszczegllnych narzadéw roslin i zwierzat
od form najprostszych do najwyzej zorganizowanych. Tego
rodzaju przeglad dowodéw ewolucji w §wiecie ro§lin i zwierzat
jest przedmiotem nauczania w ramach ¢wiczen z biologii na
Wydziale Weterynaryjnym w Lublinie. Miodzi ludzie rozpo-

czynajacy studia maja juz podstawowe wiadomosci z botaniki
1 zoologii wyniesione ze szkoly Sredniej. Zadaniem biologii
na studiach weterynaryjnych jest natomiast poszerzenie wiedzy
o kierunki i przyczyny ewolucji u réznych grup roélin i zwie-
rzat. Przykladowo wymieni¢ tylko procesy i ich skutki zwia-
zane z przej$ciem z trybu zycia wodnego do ladowego, ktéry
cechuje si¢ wieloma podobieristwami u roslin i zwierzat.
Innym celem nauczania (gléwnie na wykladach) biologii
na studiach weterynaryjnych powinno by¢ przekazanie stu-
dentom wiedzy o jednosci §wiata zZywego na ziemi. Wyraza
si¢ ona wspélnymi zaleznos$ciami roslin i zwierzat oraz po-
dobieristwami wielu ich cech i funkcji. Jednym z podstawo-
wych dowodéw jednosci Swiata zywego jest np. podobna
struktura molekularna uktadu genetycznego oraz jednakowa
jego rola tak u roélin, jak i u zwierzat. Stad tez caloSciowo
ujeta biologi¢ molekularna przekaza¢ mozna jedynie w ramach
osobnego przedmiotu, jakim jest biologia, a nie poprzez frag-
mentaryczny przekaz informacji w obrgbie wymienionych juz
dyscyplin. Takie ujecie pozwoli przyszltym lekarzom wet. na
glebsze zrozumienie istoty Zycia na ziemi. Rola biologii jest
bowiem poznanie Zrodta i mechanizmu zycia — tak podobnych
w calym $wiecie zywym. Sa nimi molekularne struktury kwa-
séw nukleinowych, zwlaszcza DNA, stanowiacy uktad genety-
czny, mechanizmem za$ sa dwa rodzaje informacji genetycznej:
przekazywanie cech wiasciwych dla gatunku z pokolenia na
pokolenie oraz ukierunkowanie syntezy bialek wedlug jedna-
kowego u roslin i zwierzat kodu genetycznego. Poznanie roli
i funkcji struktur genetycznych pozwoli réwniez studentom i
przysztym lekarzom weterynarii na zrozumienie istoty me-
chanizmu procesu ewolucji wszystkich zywych organizméw.
Proces ten bowiem to nic innego, jak zdolnos$¢ uktadu gene-



