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Enzymy proteolityczne nalezg do najwazniejszych enzymoéow wyste-
pujgcych w komoérkach, plynach ustrojowych i wydzielinach gruczolo-
wych. Katalizujg one hydrolize bialek, a takze peptydéw, amidow i nie-
ktorych estrow [1]. Badanie aktywnosSci poszczegblnych enzymoéw proteo-
litycznych napotyka trudnosci ze wzgledu na zblizong swoisto§é oraz to,
ze pasozyty znajdujg sie w specyficznym ukladzie Zywiciel—pasozyt,
gdzie trudno odgraniczyé reakcje enzymatyczng zywiciela od reakeji
pasozyta. Badania zmierzajg w dwu kierunkach: badanie aktywnosci
proteolitycznej tkanek zaatakowanego przez pasozyta zywiciela [7, 9, 14]
i badanie aktywnosci enzymoéw proteolitycznych pasozyta [3, 4, 10, 13].
W badaniach tych dominujg metody histochemiczne i biochemiczne
[7, 10, 13, 14, 15]. W niniejszej pracy przedstawiono metode izotopowa
badania aktywnos$ci proteolitycznej larw C. bowis.

Material i metoda

Larwy C. bovis uzyskano z uboju cielgt zarazonych podskérnie akty-
wowanymi onkosferami przez doc. dr hab. Barbare Machnickg z Insty-
tutu Parazytologii PAN w Warszawie. Material pobierano trzykrotnie:
w 30, 44 i 58 dniu od zarazenia. .

Spos6b “pobierania materiatu: z duzego ogniska lgcznotkankowego
powstalego pod skoérg cielaka w miejscu zarazenia, po uprzednim prze-
cigeiu, wybierano pensetg oczng pojedyncze luzno utozone larwy i umiesz-
czano je na moment w roztworze fizjologicznym celem wyplukania. Aby
nie uszkodzi¢ larw, nie plukano ich roztworem fizjologicznym z try-
skawki.

Przygotowano 10 probéwek i umieszczono po 10 larw w kazdej.
Probowki przewozono w temperaturze suchego lodu. Po okolo 12 godzi-
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nach przenoszono je do lodéwki, gdzie przebywaly do 24 godzin w tem-
peraturze —2°C. CzynnoSci te powtarzano trzykrotnie (kolejno z larwami
30-, 44- i 58-dniowymi). Celem oznaczenia aktywnosci proteolitycznej,
larwy homogenizowano. Do 0,2 ml homogenatu dodawano 1,4 ml buforu
Tris 0,2 M o pH 8,2 oraz 0,4 ml kazeiny znakowanej jodem promienio-
tworczym (131J). Roéwnocze$nie przygotowano S$lepg probe, wlewajgc do
osobnych probéwek znakowang kazeine i 0,2 ml zhomogenizowanych larw
w buforze Tris. Inkubacje przeprowadzono w tazni wodnej w tempera-
turze +37°C przez 2 godziny. Reakcje przerywano przez dodanie 2 ml
6% kwasu trojchlorooctowego do inkubowanej proby, a do préby $lepej
natychmiast po wlaniu homogenatu w buforze Tris do znakowanej kazei-
ny. Po godzinie przesgczano obie proby przez bibule Whatman I, a z prze-
sgczu pobierano 1 ml do oznaczenia radioaktywnosci. Pomiaru radio-
aktywnosci dokonywano w liczniku studzienkowym typu USB-2 z prze-
licznikiem PEL-5a i zasilaczem PZWL-5a. Aktywno$é proteolityczng
uzyskiwano z obliczen wedlug wzoru

: kt. préby — akt. &lepej préb
aktywnosé proteolit, = o Prody — @ epej préby

ilo§¢ strawionej kazeiny w 1 ml

Otrzymane warto$ci przeliczano na 1 mg homogenatu. Do matema-
tycznej analizy wynikéw przedstawiono jedynie wyniki uzyskane z bada-
nia aktywnos$ci proteolitycznej larw 30- i 58-dniowych, gdyz czesé¢ pro-
bowek z larwami 44-dniowymi ulegla zniszczeniu. Badajac tylko trzy
probowki po 10 larw kazda nie mozna bylo poddaé¢ analizie matematycz-
nej otrzymanych wynikow.

Matematyczna ocena wynikow

Obliczono $rednie arytmetyczne i odchylenie standardowe. Srednie
poréownywano testem t-Studenta, co pozwolito stwierdzi¢, czy S$rednie
tych réznic sg istotnie rdézne od zera.

Srednie arytmetyczne w mg strawionej kazeiny: larwy 30-dniowe —
0,1089, larwy 44-dniowe — 0,0793, larwy 58-dniowe — 0,0129.

Larwy 30-dniowe wykazaly statystycznie istotnie wiekszg aktywnosé
proteolityczng w poréwnaniu z larwami 58-dniowymi (p << 0,0001).

Omowienie

Zastosowana metoda pozwala ocenié aktywnos¢ enzymoéw proteoli-
tycznych, ktérych reakcje przebiegajg w $rodowisku stabo alkalicznym
lub alkalicznym [5]. Przy do$wiadczalnym zarazeniu podskérnym akty-
wowanymi onkosferami mozliwe jest pobieranie pojedynczych larw, gdyz
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TABELA
Wartos$ci §rednie aktywnosci proteolitycznej
C. bovis w mg strawionej kazeiny
TABLE
Mean values of C. bovis proteolytic activity in mg
of digested casein \

o . Wiek w dniach
zZnaczenia :
Age in days
Symbols e Y
30 58
X 0.109 0.013
s 0.004 0.001
v 4 7
n 10 10

x — $rednie wartoéci badanych cech— mean values of studied features.

s — standardowe odchylenia — standart deviation.

v — wspéblczynnik zmienno$ci wyrazone w 0/o — variability factors as percent.
n — ilo§¢ bovis — number of bovis.

powstale ognisko sklada sie¢ z luzno, blisko siebie lezgcych larw cysticer-
kéw (przypominajgcych kolonig), ktére otoczone sg torebka lacznotkan-
kowg. Po przecieciu tej torebki wysypuja sie pojedyncze larwy. Mozna
wiec mie¢ pewno$é, zZe badana aktywno$é enzymoéw proteolitycznych
dotyczy wylgcznie aktywno$ci larw. Larwy 30-dniowe wykazuja naj-
wigkszg aktywnos¢ enzyméw proteolitycznych. Sg to rosngce larwy typu
cysticercus [8], u ktérych bardzo intensywnie przebiegaja procesy meta-
boliczne zwigzane z organogeneza [6]. Badajac homogenizowany material
biologiczny nie jesteémy w stanie stwierdzié, czy mamy do czynienia
z egzo- czy endopeptydazami [2]. Dlatego nie mozna jednoznacznie
okresli¢, czy zwiekszona aktywno$é enzymoéw proteolitycznych zwigzana
jest z wzmozonymi procesami metabolicznymi, czy z reakcjami obronny-
mi pasozyta. Wiecej dowodéw przemawia za pierwszym stwierdzeniem.
Smyth [16] przeprowadzajgc analize badan prowadzonych metodg znako-
wania pierwiastkOw zwraca uwage na fakt, ze nie tylko aminokwasy,
lecz i peptydy mogg byé aktywnie przenoszone przez powloki ciala ta-
siemcow. W zwigzku z tym muszg byé syntetyzowane endopeptydazy,
ktére umozliwiajg pasozytowi wbudowanie tego biatka. Kwa [10] na
podstawie badan biochemicznych stwierdza, ze enzymy proteolityczne
sg syntetyzowane w powloce ciala tasiemcéw. Lumsden [11, 12] uwaza,
ze duza ilo$¢ bialek strukturalnych i enzymatycznych jest syntetyzowa-
na w cytoplazmie podpowlokowej i dopiero potem transportowana do
innych tkanek. Uwaza tez, ze pewna ilos¢ biatek enzymatycznych moze
byé¢ wydzielana na zewnatrz. Badania histochemiczne na Taenia pisiformis
[15] u larw 6-, 8-, 10-, 12-, 15- i 25-dniowych sugeruja, ze zadna larwa
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nie nagromadza materialu biatkowego. Obecno$¢ u tych larw RNA
w przednich komoérkach podpowlokowych i w komérkach wydzielniczych
zwigzane jest prawdopodobnie z syntezg bialka podporowego. Zwiekszo-
na aktywno$¢ proteolityczna w larwach C. bovis rosngcych, bez wyksztal-
conej glowki, jest wynikiem prawdopodobnie najintensywniejszego pro-
cesu odzywiania i organogenezy, ktéorych tempo maleje wraz z wzrostem
1 wyksztalceniem skoleksa [16]. Larwy 30-dniowe majg w pordéwnaniu
do larw 58-dniowych grubsze warstwy powlokows i podpowlokows, co
potwierdzaloby wyzej wymieniony poglad.

Watpliwa zdaje sie by¢ interpretacja zwiekszonej aktywno$ci proteo-
litycznej mlodszych larw reakcjami obronnymi pasozyta. Badania Shield
1 wsp. [15] wykazaly wprawdzie obecnos¢ u larw T. pisiformis gruczo-
¥ow wydzielniczych, lecz nie stwierdzono wydzielania bialek. U larw
C. bovis nie wykryto dotychczas wystepowania takich gruczotéw [16, 17].
Podany poglad potwierdzaja takze badania nad inhibitorami enzyméw
proteolitycznych zywicieli wystepujgeymi u innych robakéw pasozyt-
niczych, np. Ascaris sp. [3, 13].

Whnioski

1. Rosngce larwy typu cysticercus wykazujg zdecydowanie wiekszg
statystycznie aktywnos¢ enzymoéw pro:ceolitycznych niz larwy z rozwi-
nietym skoleksem (p << 0,0001).

2. Zmniejszanie sie aktywnos$ci proteolitycznej wraz ze wzrostem

larw jest prawdopodobnie zwigzane ze zwolnieniem tempa procesow
metabolicznych.

3. Dla okreélenia'rodzaju enzymoOw proteolitycznych konieczne jest

uzupelnienie badan izotopowych badaniami histochemicznymi i bioche-
micznymi.

Otrzymano: 21 X 1975

Adres autora:
50-367 Wroctaw, Pasteura 4
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PROTEOLYTIC ACTIVENESS OF CYSTICERCUS BOVIS
by

B. HALAWA AND B. JAKACKA

Using the method of labelled casein digested with radioactive iodine @31J),

the activeness of proteolytic enzymes was tested in 30, 44 and 58 day-old larvae
of C. bovis. On mathematical comparison and assessment of the results it was found
that the activeness of proteolytic enzymes of growing larvae type cystericus was
positively higher than that of 58 day-old larvae with formed scolex. The differences
were statistically significant (p < 0.0001).



