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Sazetak

Apsorpcija intaktnoga proteina u probavnome
traktu riba zanimljiv je fiziolodki fenomen. Nazalost,
detaljni mehanizam (mehanizmi), njezina odvijanja,
ni nakon niza eksperimenata, nije u potpunosti raz-
jasnjen.

U ovom radu prikazane su razli&ite hipoteze ve-
zane uz resorpciju proteina, kao i nadini njezina
odvijanja.

IstraZivanja su pokazala da se nakon unosa hre-
nova (horseradish) enzima kroz usta ili émar u kr-
votoku utvrdi dvostruko veéa koligina, pri unosu kroz
&mar negoli pri unosu kroz usta. Mnogi su autori
utvrdili propusnost crijeva sluznice za makromole-
kule upotrebom proteinskog trasera. Jednako tako
postignuti su rezultati koji pokazuju da ribe koje
nemaju Zeluca (3aran, karas), za razliku od riba sa
Zelucem (pastrva, losos) pokazuju veéi potencijal za
resorpciju kroz usta uneSenih intaktnih proteina
krvotok.
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Hranidbena hipoteza pokazuje da je unutarsta-
niéna probava pinocitoznih proteina nadomjestak
normalnome kapacitetu probave riba. Jednako tako,
kroz razdoblje poveéanog gladovanja, aktivnost cri-
jevne proteaze moie biti nedostatna prema komplet-
noj hidrolizi probavljenih hrana.

Utvrdeno je da postoji crijevni sekretorni imuno-
loski sustav, te da je mogué pasivni prijenos imu-
niteta. Moguée je da mukofagne larve proizvedu pa-
sivni imunitet kongestijom roditeljskih protutijela.

Iskoristivost fenomena apsorpcije intaktnog pro-
teina u probavnome traktu riba bit ée iscrpno obra-
dena u iduéem &lanku.

uvoD

Probavni trakt vertebrata nepropusan je za makro-
molekule zbog fizikalnih, kemijskih i imunoloskih kom-
ponenata probave koje tvore tzv. mukoznu barijeru
(sl. 1). Sekrecija sluzi, mikrovilusna stijenka i peri-
stalticke kontrakcije probavnoga trakta predstavljaju
fizikalnu opstrukciju za makromolekule, dok kemij-
ska barijera apsorpcije makromolekula proizlazi iz
zeluCane i gusteradne sekrecije. Imunoloska barije-
ra nastaje zbog izluéivanja imunoglobulina koji in-
hibira apsorpciju makromolekule obavijajuéi je i &i-
neci je mnogo pogodnijom za enzimsku degradaciju.
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Pokusi izvedeni kod riba (kalifornijske pastrve) u-
nosenjem HRP-a (horseradish peroxidase — hreno-
vog enzima), peroralno ili kroz rektum, pokazali su
da se u krvotoku nalazi dvostruko vise proteina pri
rektalnom unadanju nego pri perorainom. Ovaj fe-
nomen je vjerojatno nastao zbog davanja HRP-a u
srednji dio crijeva. IstraZivanja su takoder pokazala
da proteazni inhibitori (McLean i Ash, 1990) i
antacidi (Solar et al, 1990) zastiéuju uzete pro-
teine i peptide od Zeludane i gusteraéne sekrecije.
Imunoloska komponenta probavnoga trakta riba mo-
Ze takoder djelovati na smanjenje apsorpcije intakt-
nih proteinskih &estica. Unutar mukoznoga sloja pro-
bavnoga trakta protutijela, kao sekretorna forma
imunoglobulina — tip M (slgM), smanjuju prijenos
makromolekula iz crijevhog lumena u krvotok. Misli
se da je produkcija slgM smjestena u stanicama sa-
svim blizu epitelijalne povriine. Kao $to je veé po-
znato, antigeni su materijali probavljeni, a limfobla-
sti u lamini propriji probavnoga trakta stimulirani
su na sekreciji sigM. Pretpostavlja se da protutijela
(slgM) — antigen kompleks uzrokuje mnogo znacaj-
nije djelovanje proteoliti¢kih enzima. Razna dosa-
dadnja istraZivanja upozorila su na postojanje imu-
nolodkog sustava sekrecije unutar probavnoga trak-
ta ko3tunjada (Lob, 1988; Rombout et al,
1989).

Eksperimentalna istraZivanja pokazuju da neke
makromolekule zaobidu degradaciju i udu u krvo-
tok. Precizni mehanizam apsorbiranja intaktnih pro-
teina ostaje nerazjasnjen. Moguéi su parcelularni i
transcelularni putovi unosa (sl. 1). Histokemijska is-
trazivanja (tabl. 1) utvrdila su da je najvazniji nacin
apsorpcije oralno uzetog proteina preko pinocitoz-
nog mehanizma. Pinocitoza je sli¢an fenomen kao i
fagocitoza, uz napomenu da je u ovom sluéaju uze-
ta otopina. Moze se pretpostaviti da makromolekule
mogu uéi u krvotok prolazeéi izmedu enterocita. Po-
stojanje takva puta je prvi put jos godine 1844. za-
biljetio Herbst (cit. po Volkheimer, 1972).
Paracelularan put (sl. 2) mogué je samo na crijev-
noj sluznici gdje postoji jedan sloj stanica. Mikro-
skopske destice zajedno s tekuéinom mogu za vrije-
me peristaltike i pulzatorne akcije krvotoka, u sluz-
ni¢nim naborima biti ugurane izmedu epitelijalnih
stanica probavnoga trakta. Prirodno ljustenje sluz-
niénog sloja kao i njegovo os$teéenje zbog parazi-
tarne infekcije ili odtrih predmeta takoder mogu uz-
rokovati prolaz d&estica s tekuéinom kroz sluznicu
(Volkheimer, 1972).

Histoloke i histokemijske analize probavnoga trak-
ta u riba pokazale su da u njih srednji i straznji dio
probavnoga trakta sudjeluje u apsorpciji intaktnoga
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proteina (Noaillac-Depeyre i Gas, 1973;
Stroband i van der Veen, 1981; Geor-
gopoulou i sur., 1988). Ovaj je fenomen niz au-
tora utvrdilo kod mnogih morskih i slatkovodnih riba
(tabl. 1).

MEHANIZAM APSORPCIJE

Toéan mehanizam ili mehanizmi resorpcije in-
taktnog proteina jo$ su nejasni. Histokemijske ana-
lize pokazuju da je najznalajniji prolaz proteina
preko tekuce faze pinocitoze (Watanabe, 1981;
lida i Yamamoto, 1985; Lida i sur, 1986:
Georgopoulou i sur, 1988). Druga su istra-
Zivanja dala indikaciju da je protein moida apsor-
biran preko srednjih receptorskih putova (Ram-
bout i sur, 1985 1989); dok je udjel paracelu-
larnih mehanizama takoder prihvatljiv kao mogué-
nost McLean i Donaldson, 1990).

Noaillac-Depeyre i Gas (1973) doka-
zali su histokemijskom metodom peroralni prolaz
unesenog proteinskog trasera (horseradish peroxi-
dase; HRP) u izvanstaniéni prostor i osnovnu mem-
branu probavnog trakta $arana Cyprinus carpio. To
isto potvrdilo je vise dosadadnjih istrafivanja, pri-
mjerom oralnog davanja proteinskog trasera te je
on utvrden u krvnoZilnom (McLean i Ash 1986,
1987a, 1989) i/ili u limfatitnome sustavu riba (G e-
orgopoulu i sur, 1988). Izravna je usporedba
objavljenih podataka otefana zbog razligitih koli&i-
na unesenog proteina, razlika u vrstama i dobi eks-
perimentalnih riba, kao i s obzirom na njihovo kon-
dicijsko i zdravstveno stanje. Iz dosadainjih rezul-
tata proizlazi da vrste riba bez eluca, kao $to su
saran i zlatni karas Carrasius auratus, pokazuju
mnogo veéi potencijal za resorpciju peroralno une-
senih intaktnih proteina od vrste koje imaju feludac,
kao $to su kalifornijska pastrva Oncorhynchus my-
kiss (prije Salmo gairdneri, Smith i Stearly
1989, Gall i Groot 1990), chanook salmon O.
tshawytscha, i coho salmon O. kisutch. Takve razli-
ke mogu se odraziti na razlié¢itu probavljivost kod
tih riba, a takoder profiruju vaznost i Zeluéane ba-
rijere koja ograniava iskoridtavanje makromoleku-
la u daljnoj apsorpciji crijevnog epitela.

S obzirom na podatke iz literature postoji mala
sumnja da probavni trakt riba moze apsorbirati ne-
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Tablica 1. Neke vrste riba kostunjaéa kod kojih je utvrdena propusnost crijevne sluznice za makromolekule upotrebom
proteinskog trasera — horseradish peroxidase, mol. tefine 40 000 daltona.

VRSTE AUTORI
Cyprinus carpio — $aran Noaillac-Depeyre i Gas (1973)
Tinca tinca — linjak Noaillac-Depeyre i Gas (1976)
Perca fluviatilis — grgeé Noaillac-Depeyre i Gas (1979)
Oncorhynchus masou — masou losos Watanable (1981)

Tilapia nilotica — tilapija
Cottus nozawae

Carassius auratus — zlatni karas
Hypomesus olidus

Clarias lazera — afri¢ki som
Oncorhynchus mykiss — kalifornijska pastrva
Ameiurus nebulosus — somié

Plecoglossus altevelis

Watanable (1981)
Watanable (1981)
Watanable (1981)
Watanable (1981)
Stroband i Kroon (1981)
Nagai i Fujino (1983)
Noaillac-Depeyre i Gas (1983)
Nagai i Fujino (1984)
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hidrolizirane proteine. MoZe se medutim postaviti
pitanje $to je fiziolotka znadajnost (ako je ima) ap-
sorpcije intaktnog proteina na ribu.

Ukratko, hipoteze prikazane u objadnjavanju fe-
nomena apsorpcije intaktnoga proteina mogu biti
svrstane u jednu od dviju kategorija: hranidbenu ili
imunolosku.

a) Hranidbena

Jedna od najranijih hipoteza o moguénosti ap-
sorpcije intaktnih proteina u probavnome traktu ri-
ba sugerirala je da je razlog tome nedostatak Ze-
luéane faze probave (Yamamoto, 1966; lwai,
1969;: Noaillac-Depezre i Gas, 1976). Ta-
kva se hipoteza potvrduje &njenicom da nije zapa-
Yena smanjena moguénost apsorpcije intaktnih pro-
teina u riba koStunja&a bez Feluca (Noaillac-
-Depeyre i Gas, 1979, 1983).

Hofer (1982) ustanovio je da unos makromole-
kula moZe biti u odnosu na apsorpciju endogenih
probavnih enzima kao zaititni mehanizam (entero-
pankreatiéna recirkulacija probavnih enzima). Sada-
nji eksperimenti oznaavaju da su probavni enzimi
s pomoéu reverzibilne veze prema glicokaliksu sacu-
vani bolje nego kroz resorpciju (Pedersen i
Hjelmeland, 1988).

Drugu hipotezu postavili su Ezeasor i Sto-
ko e (1981). Ti autori tvrde da apsorpcija intaktnog
i djelomiéno razgradenih proteina moie biti metoda
maksimalnog iskori$tavanja probavljivog proteina.
Za vrijeme uzimanja hrane, koje je vrlo Cesto u vezi
s povecanim temperaturama, vrijeme crijevne eva-
kuacije moZe biti djelomiéno skraéeno. Pod takvim
okolnostima djelatnost probave proteaze crijevnoga
lumena moze biti zadoveljavajuéa. Zbog toga bi in-
tracelularna probava pinocitoznih proteina bila na-
domjestak normalnome kapacitetu probave crijeva
u riba. Sli¢no Ezeasorovim i Stokoeovim
idejama (1981), Stroband i van der Veen
(1981) upozoravaju da apsorpcija intaktnih proteina
moZe djelovati na priviemenu znacajnost kroz raz-
doblje poveéana gladovanja, kada aktivnost crijev-
ne proteaze moze biti nedostatna prema kompletnoj
hidrolizi probavljenih hrana (npr. odmah nakon hra-
njenja).

b) Imunoloska

Moguénost da apsorpcija intaktnoga proteina da-
je imunolo$ku prednost najprije su odredili Noail-
lac-Depeyre i Gas (1979). Ti su autori utvr-
dili da je postojao funkcionalni odnos izmedu ak-
tivnih pinocitoznih enterocita srednjega dijela cri-
jeva kod grge&a (Perca fluviatilis) i stanica lociranih
unutar osnovnoga crijevnog epitela. Noaillac-
-Depeyre i Gas iznose da te stanice svojom

medusobnom interakcijom mogu biti uklju¢ene u po-
veéanje imunoloske zastite.

Stovise, podetne sugestije Noaillac-Depey-
re i Gasa (1979) bile su ponovno istrazene i pro-
girene. Davina i sur. (1982) prikazali su pinoci-
tozu makromolekula pomoéu crijevnih stanica koje
su istovjetne onima u sisavaca, antigen — uzorkova-
nja i M-stanica. Rombout i Berg (1985) opisali
su makrofage udrufene s pinocitoznim enterociti-
ma probave $arana, koji su bili aktivni u uzimanju
izluenoog feritina. Usto ti su autori izvijestili da
primjena imunocitokemijskih tehnika nije onemogu-
éila vidljivu imunoreakeiju makrofaga koji su fago-
citirali feritin unutar 24 sata od oralnog davanja.
Ova zapaianja bila su interpretirana kao dobivanje
potvrde za izrazavanje antigenih utvrdivanja feritina
iznad membrane makrofaga, potrebnog detalja za
stimulaciju limfoidnih stanica unutar crijevne lami-
rae propriae. Ta su opazanja potvrdili i Georgo-
poulou i Vernier (1986). Oralno davanje ljud-
skog imunoglobulina tipa G (hlgG) kalifornijskim
pastrvama rezultiralo nastajanjem antigenog deter-
minanta na povréini intraepitelnih limfocita unutar
24 sata. Nadalje oni su zapazili znatno poveéanje
broja antigenog vezanja i formiranje naslaga sta-
nica unutar epitela. Pronadeno je da su limfoidne
stanice vradene iz crijevnoga epitela tri dana nakon
po&etnog davanja hlgG te da je doslo do izludiva-
nja imunoglobulina in vitro. Kao rezultat tih pokusa
Georgopoulou i Vernier (1986) mogli su
zakljuditi da postoji crijevni sekretorni imunoloski
sustav i da je bio u funkciji u odraslih pastrva. Te
pronalaske takoder su potvrdili Rambout i sur.
(1989) za Sarana.

Daljnja uloga fenomena apsorpcije intaktnog
proteina, koja ostaje nerazjasnjena do danas, jest
njegova moguénost udjela u pasivnom prijenosu
imunosti. Kod nekih vrsta ko3tunjada koje su pod
kompletnom roditeljskom brigom (npr. Symphysodon
spp.), »mukofaga« mlad se hrani roditeljskim epider-
malnim mukoznim sekrecijama. Buduéi da su prika-
zane razlidite studije prisutnosti lizocina i imuno-
globulina u sluznici koZe riba (Hart i sur, 1988),
moguée je da mukofagne larve mogu proizvesti pa-
sivni imunitet kongestijom roditeljskih protutjela. Pa-
sivni prijenos protutjela od majke na potomsivo
moje se takoder zapaziti za vrijeme embrionalnoga
razvoja Zivorodnih vrsta kostunjaéa i hrskaviénjaca.

Prema navedenim hipotezama, crijevna je propu-
snost makromolekula u riba vrlo zna&ajna. Sirina je
takve pojave prikazana u tabl. 1. Postavljaju se mno-
ga pitanja o tome prirodnom fenomenu, kao i o nje-
govoj iskoristivosti pri oralnom uno3enju bioloski ak-
tivnog materijala u uzgajane ribe.

Problemi vezani uz primjenu toga prirodnog fe-
nomena u akvakulturi bit ée iscrpno obradeni u idu-
éem é&lanku.
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Summary

INTACT PROTEIN ABSORPTION BY THE FISH GUT I.
MECHANISM OF UPTAKE AND POTENTIAL
PHYSIOLOGICAL SIGNIFICANCE

Interest in the ability of the fish gut to absorb
intact proteins has, in recent years, gained increa-
sed attention. However, uncertainty still exists re-
garding the precise mechanisms of protein absorp-
tion, and the physiological importance of this pro-
cess to the well-being of the animal.

In this paper, we briefly review the potential me-
chanisms by which intact proteins may gain access
to the fish bloodstream. Quantitative aspects of pro-
tein absorption, and the restrictive nature of the
gastric and pancreatic »barriers« to uptake are con-
sidered, with reference to the use of the protein
tracter, horseradish peroxidase (HRP). Studies with
agastric (carp) and gastric (trout, salmon) teleosts,
demonstrate that the lack of a pepic phase of di-
gestion increases the amount of HRP which may
be detected in the circulation, following oral deli-
very. Furthermore, rectal administration of HRP to
gastric species appears to increase the amount of
the protein tracer which is absorbed. Also, agastric
fish appear to exihibit a higher potential for intact
protein absorption than gastric animals.

Proposals concerning the potential physiological
significance of this phenomenon are also conside-
red. Nuttritionrelated hypotheses suggest that intact
protein absorption may represent an extension to
the normal digestive capacity of the fish gut. Thus,
an ability to ability to absorb protein macromolecu-
les may be an important compensatory mechanism,
following periods of prolonged starvation (when ac-
tivity of lumenal proteases may be compromised), or
during periods of food abundance, where intestinal
transit ratesmay be decreased.

Alternatively, the phenomenon may be of impor-
tance in the ability of fish to respond to antigen
challenge. Or, it may play a role in the passive
transfer of immunity to certain species of mucopha-
gous fish larvae, wherein parental antibodies are
coinjested during feeding. The potential application
of this phenomenon to the aquaculture industry will
be examined in a future presentation.
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