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Badania dotyczace mechanizmu penetracji jelita przez onkosfery
ograniczaja sie wlasciwie do tasiemcéw majacych stawonogi jako Zywi-
cieli posrednich [10]. Metodami histologicznymi i histochemicznymi zba-
dano budowe haczykéw i gruczoléw penetracyjnych onkosfer, co pozwoli-
lo przypisa¢ im duzg role w inwazji do tkanek zywiciela [7, 8, 11]. Ni-
niejsze badania podjeto dla stwierdzenia lub braku obecnosci enzymow
proteolitycznych aktywnych w $rodowisku zasadowym lub stabo zasa-

dowym [2].
Material i metoda

Dojrzale, maciczne czlony Taenia saginata przechowywano w lodow-
ce w temperaturze okolo +2°C w plynie fizjologicznym, jaja uzyskiwano
przez mechaniczne uszkadzanie macicy tasiemca iglami preparacyjnymi.
Przeplukiwano plynem fizjologicznym i zageszczano metodg sedymen-
tacji (pieciokrotnej), a nastepnie wirowano przez 1 min przy 1500
obr./min [4]. Liczono je metoda rozcienczania [1]. Do 20 probdéwek wle-
wano po 1 ml zawiesiny jaj w ptynie fizjologicznym. 10 probowek sta-
nowito grupe kontrolng, 10 nastepnych trawiono wedlug Silvermana [8].
Kontrole trawienia prowadzono pod mikroskopem. Po przerwaniu inku-
bacji odwirowywano osad przez 1 min przy 1000 obr./min i przemywano
go pltynem fizjologicznym. Plyn znad osadu po trawieniu i po ptukaniu
wlewano po 1 ml do 10 probowek.

Oznaczenia prob6éwek: grupa kontrolna (nietrawiona) — 1,
grupa trawiona plynem Silvermana — II,
grupa z supernatantem — IIL

Wszystkie prob6éwki przechowywano okoto 12 godzin w temperatu-
rze —2°C, po czym je homogenizowano. Do 0,2 ml homogenatu doda-
wano 1,4 ml buforu Tris 0,2 M o pH 8,2 oraz 0,4 ml kazeiny znakowane]
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jodem promieniotworczym (131J). Réwnoczesnie przygotowano Slepg pro-
be wlewajage do osobnych probowek znakowang kazeing i 0,2 ml homoge-
natu w buforze Tris. Inkubacje przeprowadzono w lazni wodnej w tem-
peraturze +37°C przez 2 godziny. Reakcje przerwano przez dodanie 2 ml
6% kwasu trojchlorooctowego do inkubowanej proby, a do proby slepej
natychmiast po wlaniu homogenatu w buforze Tris do znakowanej kazei-
ny. Po godzinie przesgczono obie proby przez bibut¢ Whatman I, a z prze-
sgczu pobierano 1 ml do oznaczenia radioaktywnosci. Pomiaru radio-
aktywnosci dokonywano w liczniku studzienkowym typu USB-2 z prze-
licznikiem PEL-5a i zasilaczem PZWL-5a. Aktywno$¢ proteolityczng
uzyskiwano z obliczen wedlug wzoru:
akt. préby — akt. Slepej proby

aktywno$¢ proteolit. =
ilo§¢ strawionej kazeiny w 1 ml

Otrzymang warto$¢ przeliczano na 1 mg homogenatu. Do matematycz-
nej oceny wynikéow przedstawiono dane uzyskane z trzech grup. W ten
sposob przeprowadzono trzykrotne badania, ktore oznaczono jako A, B,
C. Badanie A bylo wykonane na jajach uzyskanych z innego tasiemca
niz badanie B i C. W doswiadczeniu B pobierano jaja z czlonéw macicz-

nych znajdujacych sie w roztworze fizjologicznym z Mertiolanem w roz-
cienczeniu 1 : 10 000.

Matematyczna ocena wynikow

Oproécz $rednich arytmetycznych i ich odchylen standardowych, dla
kazdej grupy badan obliczano réznice miedzy iloScig strawionej kazeiny
przed wytrawianiem plynem Silvermana (I) i po trawieniu (II i III).
Srednie poré6wnywano testem t-Studenta lub zmodyfikowanym testem t,
w zaleznosci od tego, czy mozna bylo zalozy¢ réwno$¢é wariancji. R6znos¢
warianc)i testowano testami F-Snedecora.

Wyniki wartosci $rednich aktywnosci proteolitycznych onkosfer
w mg strawionej kazeiny przedstawiono w tabeli. ‘

Badanie A: stwierdzono statystycznie istotny wzrost aktywnosci
proteolitycznej grupy II w stosunku do I (p << 0,01). Grupa III wykazuje
takze statystycznie istotny wzrost aktywnosci proteolitycznej w stosunku
do grup I i II (p <<0,001).

Badanie B: nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w ak-
tywnosci proteolitycznej miedzy grupami I, IT i IIL

Badanie C: nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w ak-
tywnosSci proteolitycznej miedzy grupami I, II i III.
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TABELA

Wartosci $rednie aktywnosci proteolitycznej onkosfer w mg stra-
wionej kazeiny

TABLE

Mean values oncosfere proteolytic activity in mg of digested casein

Badanie Grupa _ |
Sample Group | x d LA T

1 0.0045 | 0.0010 23 15100
A II 0.0057 | 0.0007 13 |

III 0.0094 | 0.0020 @ 22

I 0.0065 | 0.0008 = 12 = 15100
B II 0.0058 | 0.0006 10 |

I | 0.0060 | 0.0009 14 |

I 0.0058 = 0.0006 = 11 9560
C IT 0.0058 } 0.0014 | 23 |

I1I 0.0059 | 0.0007 12

x — $rednie wartosci badanych cech — mean values of studied features.
s — standardowe odchylenie — standart deviation.
v — wspolczynniki zmiennosci wyrazone w 0/ — variability factors as percent.

Wyniki poréwnan $rednich miedzy badaniami A, B i C

Grupa I: statystycznie istotny wzrost aktywmnosci proteolitycznej
zaznaczyl sie miedzy badaniami: B i A (p <0,001), Ci A (p <0,01) oraz
Bi C (p<<0,05).

Grupa II: nie stwierdzono statystycznie istotnej réznicy w aktyw-
noSci proteolitycznej miedzy trzema badaniami.

Grupa III: statystycznie istotny wzrost aktywnosci proteolityczne]
wystgpit tylko w badaniu A w stosunku do badan B i C (p << 0,001).

Omowienie

W pierwszym badaniu zaznacza si¢ wzrost aktywnosci enzymow
proteolitycznych w wyklutych onkosferach. Jednak najwiekszg aktywnos¢
wykazuje plyn znad osadu. Plyn ten zawiera beleczki embrioforu, ktore
rozpadaja sie w trakcie trawienia 1% pepsyng i plynem Silvermana
[7, 9]. Na podstawie tego badania mozna by sugerowa¢, iz w trakcie
uwalniania onkosfery aktywizujg sie enzymy proteolityczne. Potwier-
dzaloby to doniesienie Silvermana i Maneely [9], kiorzy zauwazyli pewne
wilasciwoscei cytolityczne i proteolityczne u onkosfer. Sugestii tej przeczg
dwa nastepne do$wiadczenia, w ktérych nie wykazano zadnych istotnych
réznic w aktywnosci enzymoéw proteolitycznych pomiedzy jajami inwa-
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zyjnymi, wyklutymi onkosferami i beleczkami embrioforu. Nie zauwa-
zono takze roéznic statystycznie istotnych w aktywnosci proteolitycznej
pomiedzy wyklutymi onkosferami w badaniu A, B, C. Wydaje sie, ze
roznice wynikle w aktywnosci proteolitycznej pierwszego badania w sto-
sunku do pozostalych sg wynikiem zbyt diugiego przetrzymywania ta-
siemca T. saginata. Silverman [8] zauwazyl fakt nier6wnomiernego doj-
rzewania jaj wewnatrz czlonéw macicznych przechowywanych w lodow-
ce i dlatego wydaje sig, ze mniej istotny dla do$wiadczenia jest procent
zdolnych do zarazenia onkosfer [1] niz diugos$¢ przetrzymywania materia-
tu biologicznego. W pierwszym do$wiadczeniu to dlugie przetrzymywa-
nie strobili moglo spowodowaé¢ uwolnienie z lizosoméw onkosfer enzy-
moéw proteolitycznych, ktére po odwirowaniu dostaly sie do supernatantu
[5]. Fakt ten tlumaczylby takze wiekszg aktywnos$é onkosfer w stosunku
do aktywnos$ci proteolitycznej jaj inwazyjnych.

Whnioski

1. Wyklute in vitro onkosfery nie wykazujg zwiekszonej aktywnosci
enzymow proteolitycznych w poréwnaniu do jaj inwazyjnych.

2. Wydaje sig, ze wykluwajgce sie onkosfery nie wydzielajg enzyméw
proteolitycznych aktywnych w srodowisku stabo zasadowym lub zasa-
dowym.

3. Do doswiadczen takiego typu konieczny jest éwi-eiy material bio-
logiczny.
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PROTEOLYTIC ACTIVENESS OF TAENIA SAGINATA ONCOSPHERES
EXAMINED WITH THE ISOTOPIC METHOD

by

B. HALAWA AND B. JAKACKA

The proteolytic activeness of oncospheres digested in vitro according to

Silverman was determined using casein labelled with radioactive iodine (31J).
Triplicate determinations were performed on two tapeworms. The oncospheres did
not show any statistically significant differences in their proteolytic activeness.

The proteolytic activeness of the post-digestion supernatant was questionable.



