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. WYKAZ SKROTOW

* Al/Bfl-1- biatko hamujce uwalnianie cytochromu C

* AAM (alternative activation macrophage) - altervatye aktywowane makrofagi

* AICD (activation- induced cell death¥mierc komaorki indukowana aktywagj

* AIF (apoptosis inducing factor) - czynnik indukey apoptoz

* AMCase (acidic mammalian chitinase) -ldma chitynaza ssakéw

» Apafl (apoptosis protease activating factor 1)tepghazmatyczny czynnik aktywagy
biatka apoptozy

e Bad (Bcl-2 antagonist of cell death- equivalenBw-2 associated death promoter) -
biatko btonowe aktywujce apoptog

» Bak (Bcl-2 antagonist/killer 1) - biatko aktywage apoptog

e Bax (Bcl-2 associated x protein) - biatko z rodzBgl-2, proapoptotyczne

* Bcl-2 (B-cell leukemia/lymphoma-2) - rodzina endoggch biatkowych regulatorow
apoptozy

* Bcl-w (Bcl-2 widely expressed) - biatko antyapoytzne

* Bcl-XL (Bcl-2 related gene, long form) - biatko gapoptotyczne

* Bcl-XS (Bcl-2 related gene, short isoform) - biajxmapoptotyczne

* BH (Bcl-2 homology domain) - domena homologu Bcl-2

« Bid (BH3-interacting domain death agonist) - biafkoapoptotyczne

e Bik/Nbk (Bcl-2 interacting killer) - biatko proapégtyczne

* Bim/Bod (Bcl-2 interacting mediator of cell deathiatko proapoptotyczne

* BIR (Baculoviral IAP Repeat) - domena endogennyietelk hamujcych apoptog

» Blk— biatko aktywugce apoptoz

* Bmf (Bcl-2 modifying factor) - biatko aktywage apoptog

* Bok/Mtd (Bcl-2-related ovarian Kkiller/ Spanish: Mabr- the killer) - biatko
aktywujgce apoptog

« CAM (classical activation macrophage) - klasyczakeywowane makrofagi

« CARD (caspase recruitment domain) - domena rekjcdkaspazy

* CC- chemokina

* CCR- receptor dla chemokin

e CLR- receptor dla lektyny typu C



CTMC (connective tissue mast cell) - komérka tuctkaaki hcznej

DD (death domain) - domeganierci

DED (death efector domain) - wykonawcza dom@neerci

DFF (DNA fragmentation factor) - czynnik fragmenjty DNA

DISC (death-inducing signaling complex) - komplegnatowy indukujcy smieré
komorki

DNA- kwas deoksyrybonukleinowy

ECP(eosinophilic cationic protein) - eozynofilowe biatkationowe

EPO (eosinophil peroxidase) - peroksydaza eozyowdil

ER (endoplasmatic reticulum) - retikulum endoplazoane

ES (excretory/secretory antigens) - antygeny wyidatrwydzielnicze

FADD (Fas- associated death domain) -gzane z Fas biatko adaptorowe z domen
$mierci

FAM- karboksyfluoresceina

Fas- receptor ligandu Fas (Apo-1)

FasL- ligand Fas

FcR- receptor dla fragmentu Fc immunoglobuliny

FIZZ (found in inflamatory zone) - znalezione wedte zapalnej

FS (Forward Scatter) (FSC) - rozproszematta ,w przéd” pod ktem 0° do 10°
GM-CSF (granulocyte and macrophage colony stimudatifactor) - czynnik
stymulupcy tworzenie kolonii granulocytow i makrofagow

IAP (inhibitor of apoptosis protein) - inhibitorddek apoptotycznych

IECs (intestinal epithelial cells) - jelitowe konkdnabtonka

Ig- immunoglobulina

IFN- interferon

IL- interleukina

INOS (inducible Nitric Oxide Synthase) - indukowalsyntaza tlenku azotu

IP 10(interferon-inducible protein) - biatko indukane przez interferon

K>COs- weglan potasu

L1- larwaTrichinella spiralis stadium 1

MAP-1 (Modulator of Apoptosis 1) - biatko modudog apoptoz

MBP (major basic protein) - gtbwne biatko zasadowe



MC (mast cell) - komorka tuczna

Mcl-1 (Myeloid cell leukemia-1) - biatko hamage apoptog

MHC (Major Histocompatibility Complex) - gtowny ukdél zgodnéci tkankowe;

ML (muscle larval) - larwa nggniowa

NaCl 0,9%- roztwor chlorku sodowego 0,9%

MMC (mucosal mast cell) - komdrka tuczna bktuzowych

MMCP (mouse mast cell protease) - mysia proteagakek tucznych

MPP type 2 (multi-potent progenitor type 2) - mupitiencjalna komorka
progenitorowa typu 2

MPTP (mitochondrial permability transition porenegakanat mitochondrialny

MR- receptor dla mannozy

NBL (new born larvae) - nowonarodzone larwy

NFxB (nuclear factokB) - transkrypcyjny czynnikadrowy kB

NH4ClI-chlorek amonu

NHCs (natural helper cells) - naturalne komorki pamicze

NK (natural killer) - komorki zabojcy

NO (nitric oxide) - tlenek azotu

Omi/HtrA2 (high tempereture requiring protein A2)proteza serynowa, czynnik
aktywujgcy apoptoz

PAF (platelet-activating factor) - czynnik aktyway ptytki

PAMP (pathogen associated molecular patterns) ekatdrne wzorce zwrane z
patogenami

Pl- (Propidium lodide) - jodek propidionowy

Puma/Bbc3 (p53- upregulated modular of apoptost$;2Bbinding component 3) -
biatko aktywupce apoptog

RELMa (resistin-like molecules) - ggteczki rezystynopodobne

RIP1 (receptor interacting protein 1) - biatko wgkace powinowactwo do receptora
TNF

SC (Side Scatter) (SSC) - rozproszenwatta “w bok” pod lktem 90°

Smac/DIABLO (second mitochondria derived activaitbcaspase/ direct IAP binding
protein with low PI) - wtérny mitochondrialny aktyator kaspaz

SMAF (Schistosoma mansoni apoptosis factor) - czynnik indulgey apoptoz przez
Schistosoma mansoni



STAT (Signal Transducer and Activator of Transedp) - przekanik sygnatu i
aktywator transkrypcji

tBid (truncated Bid) - skrocona forma biatka Bid

TGF (transforming growth factor) - transformay czynnik wzrostu

Th (T helper) - limfocyty T pomocnicze

TLR (Toll-like receptor) - receptor Toll-podobny

TNF (Tumor Necrosis Factor) - czynnik martwicy naworow

TRADD (TNFR1-associated death domain protein) -kioiazwigzane z domen
smierci receptora TNF

TRAF2 (TNF receptor associated factor 2) - czyrthiwigzany z receptorem TNF
TRAIL (TNF-related apoptosis- inducing ligand) -gdnd zwizany z TNFe
indukujcy apoptoz

Treg- limfocyty T regulatorowe

TSL (Trichinella spiralis larvae) - larwa wiénia kretego

TSL-1-antygen kojarzony z fouriarwalrg T.spiralis bytujagca w migsniach (L1)
TSLP (thymic stromal lymphopoietin) - limfopoetyrmaacierzy grasicy, cytokina
homologiczna z IL-7

TSLPR- receptor dla TSLP

Ym1- biatko wydzielnicze, syntetyzowane przez mysgkrofagi otrzewnowe

VAD-FMK- fluorometyloketonowa pochodna kwasu walatanoasparginowego



2. WSTEP

2.1. Epidemiologia zaraen Trichinella spp.

Trichinella spp. jest jednym z rozpowszechnionych pggow powodujcych
zaraenie ludzi, zwiergt migsazernych, wszystkernych, oraz czego dowaognajnowsze
badania - zwierg roslinozernych [18, 42, 108]. Wywotuje on wdoice (trichinellosis) -
zoonogz, ktora stanowi waiz duzy problem epidemiologiczny [18, 62, 63]. Dotyczy pie
tylko Polski, ale réwnig wielu krajow Europy, a tale tych potaonych na kontynentach
Afryki, Ameryki Potudniowej, Potnocnej i Azji [3842, 62], niezalenie od klimatu. Globalne
rozpowszechnienie choroby jest trudne do gkrea, ale szacujegize naswiecie & 11 min
0sOb mae by zaraonych wignicg [25]. Na przestrzeni ostatnich kilkudzigsu lat na
Swiecie obraz epizootyczny i epidemiologii focy ulegt znaczcej zmianie. Opisano nowe

gatunki wignia, w tym patogenne dla cziowieka (tabela 1) P£g,38, 42, 98].

Gatunek lub Wystepowanie Rezerwuar Patogenngd
genotypTrichinela dla cztowieka
T. spiralis Europa, Afryka, Azja, zwierzta domowe | ++++
Ameryka Pin. i Pid. i lesne
T. britovi klimat umiarkowany, z zwierzta dzikie ++
izoternmy w styczniu
powyzej -6°C
T. pseudospiralis Azja, Europa, USA, dzikie ssaki, ptaki | +++
Tasmania
T. nativa obszar holoarktyczny i zwierzta dzikie, ++++
palearktyczny z izotergw | ssaki morskie
styczniu poniej -5 °C
Estonia, Finlandia, Rosja,
Norwegia, Szwecja
T. nelsoni Afryka zwierzta dzikie ++
T. mirelli Stany USA potaone w zwierzta dzikie ++++
strefie neoarktycznej
T. papuae Papua Nowa Gwinea swinie dzikie i prawdopodobnie
domowe
T. Zimbabwensis Zimbabwe krokodyl nie stwierdzono
T6 USA zwierzita dzikie +++
T8 Potudniowa Afryka zZwierga dzikie nie stwierdzono
T9 Japonia zwierga dzikie nie stwierdzono

Tabela 1. Poznane gatunki i genotyfrychinella spp. (++/ +++/ ++++) - niskadrednia/ wysoka patogenfto

dla czlowiekd18, 25, 38, 98, 105, 106]
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Czlowiek zaraa st spoywajgc surowe, niedogotowane, niedosim@e meso
zawierajce larwy wignia. Kazdego roku rejestrowane sgniska zachorowania na \koce,
pomimo wprowadzania nowych przepiséw, ktore reguilgrot, uboj oraz badania sanitarno-
weterynaryjne zwiert hodowlanych, a talke mksa [35, 38, 42]. Najbardziej istotnym
czynnikiem sprzyjajcym rozprzestrzenianiu ¢sizaraenia wroéd zwierat hodowlanych s
zaniedbania sanitarne (rozprzestrzenianie¢ @opulacji szczuréw, skarmianie zwigtz
rzeznych padlim). Natomiast wplyw ludzi na powstawanie ognisk $micy |
rozprzestrzenianie ¢ichoroby wrod dzikich zwierat jest znikomy. Wydaje §j iz
najwaniejszym czynnikiem magym ograniczy rozprzestrzenianie itej zoonozy jest
odpowiedni nadzd6r weterynaryjny nad produakgjiesa. Obecnie za najbardziej czuhetod
badania mgsa pod Ktem obecnéci larw wiosnia uwaa st metod wytrawiania.
Wykorzystywana wczmie] metoda trychinoskopii nie wykrywa obegénblarw, jeli 1 gram
migsa zawiera mniej ni 1-3 larw wignia. Metod inaktywacji larw wigni w migsie
wieprzowym, uznaf przez Medzynarodow Komisje Wiosnicowy jest czynnik cieplny-
gotowanie, a tate mraenie. Czas i temperaturg §cisle opisane w zatznikach Il i 1V
dokumentu [35].

W Polsce potwierdzono dotychczas wpstwanie dwoch gatunkow wdnia:
Trichinella spiralis i Trichinella britovi [37, 38]. W $rodowisku naturalnymrTrichinella
spiralis wystepuje u wielu zwierzt lesnych (dzik, lis, kuna, tchorz, borsuk, drobne gryizd,

a Trichinella britovi stwierdzono u liséw rudych oraz u dzika [38, 106pa te gatunki
wiosnia g patogenne dla cztowieka. Przebieg icy spowodowanejrichinella britovi
opisywany jest w literaturze jako znacznie tagopae z dhiszym okresem inkubacji, w
poréwnaniu z podobnym zamniem Trichinella spiralis, ktére to w najgizszych
przypadkach mige zakaczy¢ sie zgonem [18]. Wsrodowisku przydomowym najwaiejszy
rezerwuar wiéni stanows swinie. Nie bez znaczenia pozogtégz konie, owce, kozy, myszy,
szczury i hodowlane zwiegta futerkowe [38, 42]. Klasyfikagjprzypadkow zachorowiana
wiosnice w naszym kraju przeprowadza sv oparciu o kryteria zamieszczone w definiciji
podanej przez KomisjEuropejsk w decyzji 2002/253/EC i wprowadzonej do nadzoru w
Polsce w 2005 roku [37]. W przypadku, kiedy nie eslano badaniami molekularnymi
gatunku widnia, zachorowanie jest klasyfikowane jakachinella spp. Liczba przypadkow
zachorowa na wiagnicg w Polsce i Wielkopolsce w przegu 10 ostatnich lat przedstawia
tabela 2.
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Lp. | Rok woj. wielkopolskie Polska
Liczba zachorowa | Zapadalnéc | Liczba zachorowa | Zapadalnéc

1 2000 26 0,77 36 0,09
2 2001 41 1,22 64 0,17
3 2002 14 0,42 42 0,11
4 2003 20 0,60 40 0,10
5 2004 79 2,35 172 0,45
6 2005 58 1,72 70 0.18
7 2006 67 1,99 132 0,35
8 2007 34 1,01 292 0,77
9 2008 1 0,03 4 0,01
10 | 2009 18 0,53 36 0,09
11 | 2010 16 0,47 51 0,13

Tabela 2. Liczba zachorowana wiagnice na terenie Wielkopolski i Polski w latach 2000-201
Dane pochodg z Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznegaitwowego Zaktadu Higieny, z Pracowni
Monitorowania i Analizy Sytuacji Epidemiologiczn@zicki uprzejmdaci Pani Anny Pawtowskiej)

2.1.1. Budowa i cykl rozwojowyTrichinella spiralisi Trichinella britovi

Trichinella spiralis i Trichinella britovi nalezg do typu obléce (Nemathelminthes),
gromady nicienie Nematoda), podgromadyAphasmidia i rodziny Trichinellidae [62]. W
cyklu rozwojowym widnia wystpuja formy doroste (samice i samce) oraz larwalne. ttest
najmniejszy nicié pasaytujacy u cztowieka. Samica mierzy 3-4,8 mm digjp a samiec
jest dizo mniejszy— 1,5-1,6 mm [16].

Cialo dojrzatego pasyta pokryte jest gtadkim warstwowym oskoérkiem— kuty. Uktad
pokarmowy znajduacy sk w przedniej cgsci ciata obejmuje przetyk, ktdrygia do potowy
diugcici ciata paspyta. Zbudowany jest on z dwdcheéei: migsniowej i gruczotowej. Cgs¢
gruczotowa sktada size stichocytow, ktére utone g pojedynczo jeden za drugim i twarz
stichosom [52]. Organ ten wygje u wszystkich form tego pasda, jednak liczba
stichocytéw zaley od pici, stopnia dojrzakoi i gatunku wignia [62]. Stichocyt zbudowany
jest z pdra i ziarnistéci, wsrdd ktérych wyrania sk 5 klas 60, al, a2, B ivy), lub 4 klasy ¢,

B, v i 8) w zalenosci od metody ich identyfikacji [9]. Wae] wymienione ziarniskzi 3
miejscem powstawania antygendw ekskrecyjno/sekngchij (ES), ktére wraz z antygenami
powierzchniowymi indukwj odpowied zywiciela. Uklad pokarmowy kixzy st otworem
odbytniczym lub kloak Pasayt nie posiada zrhicowanego uktadu oddechowego i uktadu
kragzenia. Natomiast uktad nerwowy, zbudowany zgobki gtdwnej, pni odchodych na
obwod 1 zwojow, odgrywa znageg role w cyklu zyciowym pasayta [62]. U samicy

wystepuja pojedyncze nagrdy rozrodcze. Jajnik znajdigy sk w tylnym odcinku ciata

12



przechodzi w jajowdd i w macgic W macicy znajduyj si¢ jaja, kedace na réanym etapie
rozwoju. Narad rozrodczy samca skiadae¢siz pojedynczego aflra, nasieniowodu

pofaczonego z gcherzykiem nasiennym i przewodem wytryskowym [15, &].

Wsrod form larwalnych wyrgnia sk larwy nowonarodzone (NBL - newborn larvae),
larwy migrugce oraz larwy mgisniowe L1 [18], ktdre z wytkiem gatunkow:Trichinella
psuedospiralis, Trichinella papuae i Trichinella zimbabwensis tworzg otoczki kolagenowe
[42, 62]. W cyklu rozwojowymTrichinella spp. nasipito catkowite wyeliminowanie fazy
wolno zyjacej [18]. Jedenzywiciel petni pocatkowo funkcp zywiciela ostatecznego, a
nastpnie pdredniego [92]. Wiosii jest pasgytem tkankowym, postaci doroste byguy
cianie jelita, a larwy w mgéniach [18, 62].

Otorbione w mgsniach zwierat zaraonych, inwazyjne larwyTrichinella spiralis, po
zjedzeniu ich przez ssaki drapne, take cztowieka, po nadtrawieniu przez sakadkowy,
w jelicie uwalniag si¢ z otoczki, by po 2-4 dniach rozwifisic do postaci dorostych: samic i
samcow. Osigaja dojrzatgé piciowg w ciggu 3 dni, a od okoto 6. dnia po zaeaiu
zyworodne samice rodzsetki larw (NBL), dtugéci 100-12@m [18, 42, 98]. Mtode larwy
wedrujg przez naczynia limfatyczne,¢aty chtonne i piersiowy przewdd limfatyczny dgty
gtdéwnej, a nagpnie przez sercegthice ptucmy, ptuca,zyte ptucrg i przez kazenie due
roznoszone $ po cielezywiciela [42, 62, 92]. Larwy opuszczap naczynia krwiornime,
mog przenik& do wszystkich nagddw i tkanek. Przégiowo mog przebywa w migsniu
sercowym, tkance mozgowej, siatkdwce oka, cairabie [52, 62]. Osiedlajsie jednak tylko
w niektorych tkankach — inwazja dotyczy widkien cgni szkieletowych poprzecznie
prazkowanych, mgdzyzebrowych oraz mkni przepony i ¢zyka. Wnikngcie larwy do
widkna mesniowego okoto 12.-13. dnia od zaemia prowadzi do zmian morfologii i funkcji
zajmowanego widkna rniowego [42, 92, 141]. Naje¢giciej jedna larwa zajmuje jedn
komorke miesniows, a zagty przez paspyta fragment widkna powksza s¢ [92]. Wzrost
pasayta kaiczy st okoto 16. dnia po wnikgtiu do widkna mgsniowego, larwy
poczitkowo wyprostowane, skcaj sie spiralnie osigajgc diugaé¢ 1,5 mm [16, 98]. Taki
kompleks sktadary si z wiokna mé¢sniowego zajtego przez lare Trichinella spiralis
nazywany jest ,nursing cell’- komd&kopiekunk. Pozostaje onaywa, zaadaptowana do
potrzeb pasp/ta, stanowjc jegozrédto pokarmu i ochranprzed atakiem immunologicznym
zywiciela [92]. W takiej formie larwy magzy¢ u ludzi do 40 lat [16, 42, 62]. Wokét tego
kompleksu najpierw pojawia isie¢ naczyr wiosowatych, ktérych zanikanie rozpoczyna

proces wapnienia larw [62].
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W przypadku zatgenia przez konsumpgcfragmentu tkanki nggniowej zawierajcej
tak otorbion larwe wtosnia, pasaeyt dostaje si do uktadu pokarmowego kolejneggwiciela

rozpoczyngc nowy cyklzyciowy.

2.1.2. Obraz kliniczny wignicy

Przebieg wiénicy zalery od gatunku wiénia i intensywnéci inwazji [62, 64, 98]. U
ludzi nie jest znana najisiza dawka inwazyjna, niemniej niekté¥eddta podaj, ze okoto
70-300 larw jest minimalpdawky inwazyjrg dla wywotania objawow klinicznych. Natomiast
przy liczbie 1000-3000 larwrichinella spiralis wywotuje powane objawy chorobowe [42],
ktore w skrajnych przypadkach mpgloprowadzi do zgonu. Okres wgtania wignicy
waha s¢ od kilku do kilkudziesjciu (2-45) dni [62], w zakenosci od intensywnéci inwazji—
liczby larw, co z kolei okrda cigzkos¢ przebiegu choroby [18]. Zmiany kliniczne w
przebiegu wiénicy zalene g od patomechanizmoéw zgzanych z postaciami pasda
podczas jego cyklayciowego. U czsci 0sob, ktére zjadly mso zawierajce larwy wignia,
choroba mee przebiega bezobjawowo [18]. Opisywano rowaie proces tzw.
samowyleczenia (self-cure), ktdremu towaraylardzo liczne wyprinienia, ledace efektem
usuwania postaci dojrzatych pagta zeswiatla jelita [62]. U pacjentow z umiarkowan
ciezkg postaci wiosnicy, choroba mize zacza¢ si¢ od niespecyficznych objawdw, takich jak
niepokdj, bole gtowy, gaczka, dreszcze czy zespot biegunkowy [18]. 48pka zwykle
utrzymuje s¢ przez okres 1-3 tygodni, w zateici od cizkosci zaraenia. Powysze objawy
Zwigzane g z pasaytowaniem postaci dojrzatych wdoia w jelicie cienkim. Po okoto
tygodniu (lub do 20 dni w tagodniejszej postaci émicy) po zaraeniu rozwija s¢ typowy
zespot widnicowy, ktéry wize sk z wnikaniem larw do wiokien regniowych i silnym
odczynem zapalnym w tkance géniowej. Tak rozpoczyna &ifaza pozajelitowa -
migsniowa. Objawy to: wysoka geczka, st¢gajgca wartdci 40°C, bodle mysni karku,
tutowia, kaiczyn gérnych i dolnych i zie samopoczucie, a pagjemog mie¢ trudnaci z
potykaniem lub otwieraniem ust. Charakterystyczreewdosnicy jest to,ze bole mgsniowe
nie poprzedzajgormczki, ale pojawiaj sic dopiero po jej wysipieniu [98]. Tej fazie choroby
czesto towarzysg objawy zwhzane z uszkodzeniefndédbtonka naczy wiosowatych, takie
jak obrzk wokot oczu, twarzy oraz krwawe wybroczyny (spof@woka, taysko paznokci).
Najczstsze zaburzenia ze strony ukladu nerwowego to plidery o r&nym nasileniu.

14



Obserwuje s rowniez zaburzenia potykania, sagkoscisk, przykurcze mggniowe,
nadmierne pobudzenie lub seifia apate. Czs¢ objawow, takich jak zawroty gtowy i
mdtosci ma charakter przaiowy [18, 62, 98]. Mimaze wiosieé krety nie zagniedza st w
komoérkach misnia sercowego, zaburzenia ze strony ukladu serameayniowego
wystepuja dos¢ czesto. U zaraonych pacjentdw me pojawt sie przyspieszenie akcji serca,
béle i gluche tony serca [42, 62, 63].

W przebiegu ogdlnoustrojowej choroby, dalkest wignica, widciwie na kadym jej
etapie mae dochodz do powikta. Najczsciej obserwowane jest to u pacjentow gzkim
przebiegiem choroby. Powiktania ze strony uktaddemthowego magdotyczy pierwszych
tygodni po zarzeniu i obejmuj wéwczas m.in. odczyny optucnowe, skurczowyzpie
oskrzeli. Natomiast pine powiklania obejmyjzapalenie i zawat ptuc, a tak gromadzenie
sie ptynu w jamach optucnej [62, 98]. Nie bez znacaesmi zmiany zachode w gaice i
migsniach ocznych. Nagpstwem mogcym utrzymywa sie do kilku tygodni po ugpieniu
innych objawow chorobowych jest bél oczu, wytrzesazybkie mczenie s przy czytaniu
[62]. Powikiania ze strony serca i ukladwgdenia wystpuja u 20% hospitalizowanych z
powodu wignicy [62, 64]. Przyczysm nagtych zgonow mie by zator ttnicy ptucnej [42,
62]. Powiktania neurologiczne obejmuzapalenie opon mézgowych i mdzgu, niedowtady,
porazenia, nierOwWn& zrenic, czy przeciowg afazp [42, 62, 98]. Przewlekta biegunka
prowadzi do niedoboréw wodno-elektrolitowych, nibdodw biatkowych, ktore to objawy

naleza do powikta ze strony uktadu pokarmowego.

Proces zdrowienia w zateniu Trichinella spiralis zachodzi powoli. Objawy ze strony
narzdu ruchu, bole mEniowe, ostabienie ostéoi wzroku, nawracace stany

podgonczkowe, czy nadmierne pocenie gstpuja W przecagu kilku miesgcy [62, 98].

W obrazie morfologicznym krwi obwodowej w przebieguosnicy najbardziej
charakterystyczna jest leukocytoza i eozynofilimzba leukocytow wzrasta do poziomu
15-30 tys. komorek/maw ostrej fazie wiénicy. Podwyszony poziom szybko jednak wraca
do wartédci prawidtowych wraz z ugpowaniem fazy ostrej. U chorych zezkim
przebiegiem wiénicy w obrazie krwi obwodowej charakterystyczny dézy ostrej jest

znaczny spadek limfocytow do wastd 6-8% [62].

Eozynofilia natomiast pojawiacsijeszcze przed wygbieniem pierwszych objawow

choroby i dz¢ki temu jest charakterystycznym wyktadnikiem sviy. Jej poziom koreluje z
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intensywndciag inwazji [18]. Maksymalne wartgi, ktére mog wynost nawet 80-86%
wszystkich biatych krwinek, ogga pom¢dzy 3. a 4. tygodniem od zaemia [18, 62, 98].
Eozynofilia utrzymuje si przez caly czas fazy ostrej i bardzo powoli wraoawartgci
prawidtowych. Proces ten me trwa nawet do 3-4 miesty. Natomiast szybki i gwattowny
spadek liczby eozynofilow, lub zeeozynopenia, ktéra obserwowana jest w pierwszych
dniach po zargeniu, towarzyszy eizkim postaciom choroby i zazwyczaj daje zte rokowani
[62].
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2.2. Odpowied immunologiczna w zaraeniach pasaytniczych

Bardzo o0gllne pefie ,pasayta” (z greckiego: parasitoss wspotbiesiadnik,
darmozjad) obejmuje organizmy, ktére przynajmniaj pewnym etapie swojegoycia 9
uzalenione od zywiciela [39]. Definicia ta okrda raznorodnd¢ organizmow
charakteryzujcych s¢ wieloetapowymi i cegsto skomplikowanymi cyklamizyciowymi.
Rodzaj odpowiedzi immunologicznej uzabony jest od stadia rozwoju, jak i zakresu
umiejscowienia zavan pasaytniczych. Ogoélnym, niemniej bardzo uproszczonym
stwierdzeniem jest tae odpowied humoralna (typu Th2) odgrywa gtéwmole w eliminacji
pasaytow  zewntrzkomérkowych, a  odpowigd komoérkowa  (typu  Thil)
wewngtrzkomorkowych. Promocja jednego z powyych typow odpowiedzi nabytej w
zargeniach pasgytniczych uwarunkowana jest czynnikami produkowanymzez komorki
odpowiedzi wrodzonej po kontakcie z antygenem. @dpdz immunologiczna wrodzona i
nabyta wspotdziatgj aby umaliwi¢ zaréwno skuteczne rozpoznanie, jak i usciei

pasayta z organizmuywiciela [39, 80].

2.2.1. Odpowied immunologiczna w zaraeniach nicieniami (w tym

Trichinella spiralis)

Zaraenia nicieniami silnie powrane g z odpowiedz typu Th2, uzalzniom
gtéwnie od wzmaonej produkcji cytokin takich jak IL-4, IL-5 czy 13, ktérej bardzo
charakterystycznym obrazem jest podsgony poziom IgE i eozynofilia [3, 44, 97, 124].

Antygeny pasgytow s czynnikami inicjupcymi odpowied immunologiczi
zywiciela na inwaz. W tym procesie wag role przypisuje s produktom
wydalniczo/wydzielniczym nicieni, okéanym mianem antygenéw ES (excretory/secretory
antigens). W przypadkurrichinella spiralis zidentyfikowano 43 biatka, z ktérych za
najwaniejsze uwaa St proteazy, czy 5-— nukleotydaz[45]. Antygeny ES s bardzo
réznorodry grupm biatek, charakterystycandla poszczegdélnych gatunkow pagdw,
niemniej jednak rola wielu z nich nie zostata opesd45, 111]. W przypadku zameh
Trichinella spiralis za najbardziej istotny uwany jest antygen TSL-1 [5, 9, 112, 142].
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Nalezy on do glikoprotein (TSL-1 - TSL-8), ktorych najwaejsz skladowg jest silnie
immunogenny cukier — tyweloza [9, 142]. Ten antyd@jarzony jest z form larwalrg
bytujaca w migsniach [43, 112], niemniej jego ekspregtwierdzono rownie u dorostych
nicieni [140, 143]. TSL-1 opisywany jest zaréwndkgaantygen powierzchniowy, jak i
antygen ES [9, 143].

2.2.2. Nieswoiste mechanizmy obronne

Uruchomienie swoistej odpowiedzi immunologiczngimaga czasu, dlategoztev
pierwszych dniach inwazji istotne znaczenie gmagchanizmy odpowiedzi nieswoistej, ktore
stanowy pierwsz lini¢ obrony. Przy inicjowaniu odpowiedzi nieswoistepgluole przypisuje
si¢ receptorom TLR (Toll Like Receptors), ktére sey@ktie rozpoznaj czasteczki PAMP
(wzorce molekularne zwzane z patogenami) [39, 80]. Gtbwnym zadaniem itecéy TLR
jest aktywacja komérek uktadu immunologicznego.jdag sie one na powierzchni szeregu
komorek, np. dendrytycznych, tucznyéhpdbtonkowych czy makrofagéw. Rola receptoréw
TLR w aktywacji odpowiedzi Thl w zaraniach bakteryjnych zostata dobrze poznana [80].
Antygeny ES nicieni bogate w glikoproteiny i lipidgotencjalnie mog wchodzé w
interakcje z komoérkami odpowiedzi nieswoistej pgard LR [45]. Stosunkowo mato bada
dotyczyto indukcji odpowiedzi poprzez TLR w przypadnicieni. Opisywano w zaraniu
schistosomy i filarii mealiwos¢ aktywacji odpowiedzi Th2 [110, 131, 148]. Istniggdnak
rozwazania dotycgce aktywacji tego typu odpowiedzi poprzez TLR jakwechanizmu
obronnego pasyta umaliwiajacego przeycie poprzez ttumienie odpowiedzi Thl [110,
148]. Helminty mog zarowno aktywowg jak i w dwo wigkszym stopniu hamowasygnat
przechodzcy przez TLR [131], niemniej znaczenie tych mechardw w interakcji pasot -

zywiciel wymaga dalszych bafla

Populacja komoérek wrodzonego uktadu odpéciawego zaangawanego w
usungcie nicieni jest podobna do tej uczestpae w eliminacji bakterii, pierwotniakow czy
wirusow, jednak ich mechanizmy aktywacji, jak i keje efektorowe g odmienne [97].
Nawet podczas inwazji nicieniami, w czasie ktorywastpuje rozwolj odpowiedzi Th2,

pewne ranice w dziataniu komoérek odporém wrodzonej ujawniaj sie w zaleznosci od
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gatunku paspyta [17]. Wskazuje to na olbrzymielastyczné¢ uktadu immunologicznego,

ktorego dziatanie ulega modyfikacji w zateici od typu inwazji.

Podczas zavan nicieniami, komorkizerne stanowice element odpordoi wrodzonej
spetniaj funkcjg efektoroy — niszcac | usuwajc pasayta, oraz funkg
immunomodulujca, miedzy innymi wspiergc rdznicowanie komoérek T naiwnych w
kierunku odpowiedzi Th2 [97].

2.2.3. Eozynofile

Eozynofilia tymczasowa Ilub stata jest bardzo cdkisrgstycznym elementem
odpowiedzizywiciela na inwazj wigkszaci pasaytdw — eozynofile mog stanowé ponad
40% wszystkich kyzacych leukocytow [17]. W zagniu Trichinella spiralis eozynofilia
moze przekroczy nawet 80% [98]. Komorki te migrajdo miejsc inwazji, gdzie uleggj
degranulacji [3]. Ziarnistzi eozynofilow zawieraj specyficzne dla tych komoérek substancje,
tj. gtébwne biatko zasadowe (MBP), peroksygaozynofilows (EPO), czy gtébwne biatko
kationowe (ECP), ktoreassilnie toksyczne dla nicieni. Magone take indukowa wyrzut
histaminy z komérek tucznych, czy bazofilow [17, 38]. Stzenie IL-5 jestscisle zwigzane
Zz poziomem eozynofildw, ale zdicowanie tych komorek, migracja i rekrutacja dart&k
wymaga wspotdziatania innych cytokin (IL-4, IL-1850, 118], jak i chemokin, z ktérych
najbardziej istotne, szczegdlnie w przypadku grareadh s¢ eozynofilow w tkankach,as
eotoksyny wizace s¢ poprzez receptor CCR3 [14, 60, 118]. Ziarnistoeozynofilow
zawieray rowniez liczne cytokiny, z ktérych IL-4 czy IL-133snajistotniejsze dla rozwoju
odpowiedzi Th2 [17, 118]. Wydajecsiiz eozynofilia jest p&rednio wywotywana przez
antygeny pasgtow, inne komorki, lub ich produkty [148]. AntygemnTrichinella spiralis
stymulup szlak odpowiedzi Th2. Aktywowane limfocyty prodyikuL-3, IL-5 czy GM-SF,
ktore wptywaj na zwikszory produkcg eozynofilow, ich migrag do tkanek i wydtaaja
czas ichzycia [14]. Znaczenie eozynofilbw jako komorek efektvych w pierwotnych
inwazjach nicieniami nie jest jednoznaczne [60, $ljgeruje si iz eozynofilia nie odgrywa
znamiennej roli w zwalczaniu inwaZz]irichinella spiralis — blokowanie, czy niedobor IL-5
powodowat spadek liczby eozynofildow, natomiast miptywat na eliminagj Trichinella

spiralis z organizmu [124]. Opisywano niemniej aiwvos¢ zabicia larwTrichinella spiralis
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invitro przez ziarnistéci eozynofilow [17, 97, 124]. Udziat eozynofilow &iminacji innych
pasaytow zostat jednak udokumentowany w przypadBrugia spp.,Nippostrongylus spp.,
czy Litomosoides spp. [17, 60, 118]. W przypadKuichinella spiralis, jak i innych gatunkow
nicieni, uwaa sk, iz eozynofile petrg funkcje immunomodulatorow, wydzielg cytokiny
promupce polaryzagj limfocytow T naiwnych w kierunku Th2, oraz bioudziat poprzez
sekrecg IL-13 czy IL-10 w przebudowie tkanek i usuwaniuzpstat@ci w miejscach
uszkodzonych w wyniku inwazji [3, 118]. Peswrole ochronm przypisuje si tym komorkom
podczas wtornej inwazjirichinella spiralis [14, 17]. Jeda z funkcji eozynofilbw mae by
prezentacja antygenu — takie wdavosci opisywano w przypadku zarenia Strongyloides
stercoralis [118].

2.2.4. Komorki tuczne

Komorki tuczne g waznym elementem odpowiedzi immunologicznej podczasji
wieloma gatunkami paggtow, takich jak:Trichinella spiralis, Schistosoma mansoni, czy
Heligmoides polygyrus [17]. Spetniag one tak funkgj efektorows, jak i immunomodulujca,

a przy zarzeniu Trichinella spiralis 3 kluczowym elementem odpowiedzywiciela na
inwazje. Wzrost liczby komérek tucznych zlokalizowanychb¥nachsluzowych (komorki
tuczne btonsluzowych - MMC) jest obserwowany w zaomych tkankach podczas inwazji
nicieniami, a obok eozynofilii i podwgzonego poziomu IgE jest charakterystycznym,
zZwigzanym z cytokinami Th2 elementem zamaia [3]. W przypadku inwazjirichinella
spiralis opisano niezalmy od IgE mechanizm aktywacji komorek tucznych praatygen
TSL-1. Antygen ten inkubowany ze szczurzymi koménk&ucznymi indukowat produke;j
IL-4 i INF-a [4, 91]. Produkcja IL-4 wskazuje na nieswoisty iadikomorek tucznych w
polaryzacji odpowiedzi Th2, jak i w uswgoiu pasayta z organizmuzywiciela [142].
Antygen TSL-1 indukowat réwniewyrzut histaminy drog C&* niezalena, co réwnie
wskazuje na mechanizm nieswoisty, niegsny z obecricia IgE [5]. Komorki tuczne
petnia znacaca role w usuwaniu dorostych formTrichinella spiralis w przebiegu
pierwotnego zaraenia [136, 143]. Mechanizm efektorowy w badaniacteprowadzonych na
myszach wskazuje na beZpedng i istotrg role poziomu proteazy mMCP-1 komorek

tucznych jako wskaika ich aktywacji i czynnika uniiwiajacego usunicie pasayta z
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organizmu [61]. Wykazano pewmol¢ innej mysiej proteazy komorek tucznych - mMCP-6,
ktorej to brak wplywat na zmniejszgrrekrutacg eozynofildw, ale i rownig ograniczat
eliminacg larw [119]. Spadek liczby MMC i/lub poziomu mMCPdgraniczat wydalanie
Trichinella spiralis z zaraonego organizmu [61, 71, 85]. MMC peiniowniez funkcje
regulupca, bedac we wczesnej fazie inwazjirodiem cytokin wspomagagych polaryzag
odpowiedzi immunologicznej w kierunku Th2 [17, 91].

2.2.5. Bazofile

Podwy:szony poziom bazofilow we krwi obwodowe] w przeaistwie do
eozynofildow nie jest charakterystyczny u pacjenttavazonych nicieniami, niemniej €sto
wystepuje u zwierat [90]. Bazofile posiadajna swojej powierzchni receptordRl o silnym
powinowactwie do IgE i magw sposob zaley, jak i niezaleny od IgE produkowa
cytokiny scisle zwigzane z odpowiedzi Th2: IL-4 czy IL-13 [17, 56, 89, 133], niemnigj
aktywacja tego szlaku nie wymaga IL-4 produkowagregz te komaorki [96]. Wzrost liczby
bazofilbw zwhzany jest natomiast z poziomem cytokin produkowanpeczez limfocyty
CD4+, takich jak IL-3 czy IL-18 [17, 56, 89, 133)/skazuje to na funkejpomocnicz tych
komorek podczas zaren helmintami w polaryzacji odpowiedzi Th2— ich niecha¢

prowadzi do zahamowania rekrutacji komorek zapdiryaniejscu inwazji [96].

2.2.6. Neutrofile

Dominupca funkcjg neutrofilow jest fagocytoza mikroorganizmow, didete: ich
rola w odpowiedzi na inwagj pasaytow wielokomdrkowych wydaje si znikoma.
Ziarnistagci  neutrofilow zawierajce m.in. lizozym, defensyny, katepsyny czy
mieloperoksydag biora udziat w fagocytozie wewatrzkomorkowej, a zabijanie
pozakomorkowe jest zalee od nadtlenku wodoru [39, 80]. Opisano pojedyrmzypadki

ochronnej roli neutrofildw w pierwotnej, czy wtojnewazji niektorych gatunkéw helmintow
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[12, 100, 117, 135], jak i ich roli immunomoduogj [121, 125]. Co ciekawe, €& prac
opisupca rok neutrofildbw w indukcji odpowiedzi Th2 podczas zafahelmintami dotyczyta
wspotudziatu bakterii w tym mechanizmie [12, 100y, przypadku Trichinella spiralis
opisano maliwos¢ wptywu neutrofildw na modulowanie odpowiedzi korekrepitelialnych
podczas inwazji [121]. Dio wicksze znaczenie w oldleniu roli tych komorek w inwazjach
helmintami mae d& odpowied na fakt produkcji przez wiele gatunkéw pagow

czynnikow wptywajcych na hamowanie lub aktywacjeutrofilow [17].

2.2.7. Makrofagi

Makrofagi wraz z neutrofilamiggednymi z pierwszych komoérek pojawdaych s¢ w
miejscu inwazji. Gtéwa rola klasycznie aktywowanych makrofagow (CAM - claskica
activation macrophage)scisle zwigzanych z odpowiedzi Thl jest dziatanie bojcze
mikroorganizmow pajczone z maliwoscig produkcji NO oraz @[3, 69]. Natomiast w
odpowiedzi typu Th2 bigrudziat alternatywnie aktywowane makrofagi (AAM lteanative
activation macrophage), ktére ngz=lolne do syntezy NO, ale mpgrodukowa arginaz-1,
TGF, IL-10, oraz biatka: chitynazy i FIZZ (found inflamatory zone) zaliczane do jednej
rodziny biatek, zawierage m.in. RELMi, Ym1 oraz AMCase (kwéag chitynaz ssakow) [3,
69, 145]. Nie wykazano bezfredniego wptywu helimintéw na rozwéj AAM i uva sk, ze
s3 one aktywowane w sposéb gpedni przez produkty innych komorek odpascio
wrodzonej, takich jak komoérki tuczne, czy komoérkiKNLimfocyty Th2, produkujce
gtéwnie IL-21 g niezledne do uzyskania petniej aktywdod AAM [69, 99, 148].

Obecnaéc¢ tych komorek towarzyszy inwazji 0ymi gatunkami helmintow [69], w
tym rowniez Trichinella spiralis. Przy zaraeniu swinek morskich zaobserwowano we
wczesnej fazie inwazji obecfio AAM, co wigzato s¢ ze wzmaong stymulacy syntezy
arginazy—1, a nie iNOS [28]. Literatura dotyca Trichinella spiralis, jak i Schistosoma
mansoni wskazuje, 2 gtdwrg rola AAM jest udziat w regulowaniu mechanizmoéw
prowadacych do zahamowania odpowiedzi Thl, a praoygh odpowied Th2 [22, 69, 97,
148]. Opisano udziat AAM w mechanizmach ochronnyaminujagcych paséyty przy
zaraeniu Nippostrongylus brasiliensis [3], a take ich udziat w procesie naprawy
uszkodzonych tkanek [83, 115].
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2.2.8. Pozostate elementy odpowiedzi wrodzonej

Pewry role w odpowiedzi na zafania helmintami przypisuje ¢sijelitowym
komorkom nabtonkowym - IECs (intestinal epithelills) [3, 84, 113, 147]. Spelngapne
funkcje bariery anatomicznej, oraz sniejscem produkcji substancji immonomoduybyjch
takich jak TSLP, IL-25, IL-33 [114, 147]. TSLP jesytoking homologiczig z IL-7 [147],
WigzaCg Sie z receptorami o wysokim powinowactwie do niej (PR), ktére g obecne na
powierzchni limfocytéw T, B, komérek tucznych, ckgmorek dendrytycznych [127, 147].
Wzmazona produkcja TSLP, IL-25, czy IL-33 w zaemiu helmintami mze wplywa& na
rozwoj odpowiedzi Th2, ale nie jest niedna [3, 84, 114]. Wydaje gize duwo istotniejsz
funkcjag TSLP jest blokowanie produkcji IL-12 przez komodkendrytyczne i hamowanie
dzigki temu odpowiedzi Thl [3, 84, 127]. Opisano rowrkemorki NK rezydujce pomé¢dzy
komorkami epitelialnymi jelit, ktére w przypadkuwazji Trichinella spiralis s3 zdolne do
produkcji IL-13 we wczesnej fazie inwazji, ktéra moby odpowiedzialna za aktywacj
AAM [86, 148].

IL-25 i IL-33 5 niezledne do aktywacji niedawno opisanych komérek odpéamino
wrodzonej — naturalnych komorek pomocniczych (NHG®)ocytéw, multipotencjalnych
komorek progenitorowych typu 2 (MPP type 2), ktorym przypisuje s wazng rolg w
inicjowaniu i rozwoju odpowiedzi Th2 [113]. Popujacte g aktywowane przez wgj
wymienione interleukiny i w wyniku tego same stajc zrodiem IL-4, IL-5 i IL-13 we
wczesnych stadiach inwazji [113]. W przypadKuichuris muris i Nippostrongylus
brasiliensis opisywano podwiszony poziom wyej wymienionych cytokin Th2, oraz inny
mechanizm obrony, ktérym jest wzrost wydzielaflizzu przez komorki kubkowe nabtonka
jelit (goblet cell mucin), co wizato s¢ ze spadkiem liczby paggtow [113]. Wydaje s, iz
komorki te we wczesnych stadiach inwazji mdgyc¢ istotnymzrodiem cytokin Th2.
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2.2.9. Komorki dendrytyczne

Opisane powkej wrodzone mechanizmy odpowiedzi immunologicznpgtsiap
wazne funkcje ochronne jak i immunomodujcg, warunkujc odpowied Th2 w wyniku
zaraenia helmintami. Niemniej gtdwna rola determyug konkretny typ odpowiedzi
swoistej, czyli Thl lub Th2 przypada komoérkom demgbznym, ktre nie tylko prezentyj
antygeny, ale i dostarczaj sygnatow wptywajcych na polaryzagj Komorki te
zlokalizowane s w tkankach obwodowych, a po aktywacjedwuja do weztdw chionnych,
gdzie stymuly limfocyty T naiwne prezentsg antygen, jak i1 przesyksg sygnaty
decydujce o polaryzacji w kierunku Thl, Th2 czy Treg. Tylkomorki dendrytycznegsw
stanie aktywowa naiwne limfocyty T [55]. Ma one na swojej powierzchni szereg
receptorow, z ktorych najistotniejszymi seceptory: TLR, receptory dla mannozy (MR),
receptory dla lektyny typu C (CLR). Znajdigie tam rownig antygeny zgodniei tkankowej
(MHC klasy I i 1l) i czgsteczki kostymulujce (CD40, CD80, CD86), ktore mpgeagowa
zaréwno z antygenami samych nicieni, jak i ich pitdemi enzymatycznymi [110, 128, 148].

Uwaza sk, ze sygnaly determingge typ Thl, Th2, czy Treg zake od stopnia
dojrzatéci komérek dendrytycznych, ktory przejawiac sekspresj czasteczek na ich
powierzchni. Komorki charakteryzige sé¢ wysoky ekspregy MHC | czsteczek
kostymulugcych uwaane g za w petni dojrzate i indukgjodpowied Thl [47, 70, 110].
Komorki dendrytyczne podczas inwazji helmintow grstjatus niedojrzatych, co przejawia si
brakiem wzmaonej ekspresji egci molekut na ich powierzchni. Takie mechanizmy
zaobserwowano przy inwazja&ehistosoma mansoni, Nippostrongylus brasiliensis, czy te
Trichinella spiralis [47, 110, 148], chociaw przypadku zargeniaT. spiralis s3 doniesienia,
ktore tego nie potwierdzaj[70]. Rozwdj odpowiedzi Th2 w przypadku inwazjci@niami
wydaje s¢ najbardziej zdeterminowany przez mechanizmy themirozwoj odpowiedzi Thl
[31]. Kluczowy rol¢ odgrywa blokowanie produkcji IL-12 i wzrost eksgrel-10 [31, 47,
148]. Inwazje nicieniami magtez polaryzowa odpowied nabyt w kierunku tolerancii,
czyli szlaku Treg. Réwnowaga pogdiy odpowiedzj Thl/ Treg definiuje szanse pgzeia
zywiciela i pasayta, przewaga odpowiedzi Th2 a@e st ze wzmaonym stanem zapalnym,
natomiast przewaga Treg hamuje usuwanie nicieri kajemna rownowaga odpowiedzi
swoistych zalena jest z jednej strony od blokowania IL-12, z dejigatomiast od wptywu
produktéw innych komorek uktadu immunologicznegodukowanych w przypadku inwazji
helmintami. TSLP, IL-33 komoérek epitelialnych, dity4 bazofilbw wptywajp na polaryzagj
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szlaku Th2, natomiast IL-10 i TGF-pochodzace z neutrofildw, AAM i limfocytow B
warunkup dojrzewanie limfocytow w kierunku Treg [31, 74,197

2.2.10. Mechanizmy odpowiedzi swoistej

Prezentacja antygenu przez komorki dendrytyczrvigzane z tym mechanizmy
warunkup typ odpowiedzi swoistej. W trakcie inwazji niciami nasgpuje wzmaona
proliferacja limfocytow T CD4+, ktore produkujodpowiednie cytokiny. Autokrynna
ekspresja IL-4 (wraz z IL-2) warunkowana przez bty T CD4+ w zupeln&i wystarcza
do zapewnienia tdicowania i proliferacji limfocytéw Th2 [3, 97]. Qgywana wczéniej
mozliwos¢ nieswoistej produkcji IL-4 przez komérki odposaowrodzonej spetnia funkgj
pomocnica. Inne cytokiny, ktdrych wzmimna produkcja ma miejsce podczas inwazji
helmintami to: IL-5, IL-9, IL-13, IL-21 i IL-33 [3,97]. W inwazjach nicieniami, w tym
rowniez Trichinella spiralis, kluczowy role odgrywajy IL-4 i IL-13 — ich brak powoduje
znacace zmniejszenie wydalania nicieni [3, 33, 116]. @k&eryzuy sk one
podobigistwem funkcjonalnym i obie wia sie poprzez receptor IL-4R, ktory jest
heterodimerem skiadgjym st z IL-4Ra oraz IL-13Rul (typ Il IL-4R) [3]. Ulega on
ekspresji na komorkach pochadych ze szpiku kostnego z wtkiem limfocytow T [3]—
limfocytach B, makrofagach, granulocytach czy kokagh tucznych, oraz komdérkach nie
pochodacych ze szpiku, jak np.: komorki epitelialne, fiblasty, czy komérki endotelialne.
Na limfocytach T oraz wczaiej wymienionych komérkach wywodeych s¢ ze szpiku
obecny jest IL-4R - receptor typu | aipcy tylko IL-4 [3]. Oba typy receptorow mag
przesytg sygnat poprzez czynnik transkrypcyjny 6 (STAT6hg@eipc odpowied Th2 [33].
IL-4Ra i STAT6 g niezlzdne do usugcia dorostych postacilrichinela spiralis i
ograniczenia rozwoju larw w rginiach [33, 129].

Obie interleukiny wptywaj na odpowied immunologicza w wyniku inwazji
nicieniami dziatggc na dwie grupy komorek. Pierwszazdugrupa obejmuje komorki
pochodace ze szpiku kostnego - limfocyty B, komérki tucamy bazofile. Interleukiny te
wplywajg na nie, aktywujc wzmaong proliferacg, a w przypadku komdérek tucznych i
bazofilow na zw¢kszanie czutéci dla mediatorow pochodeych z tych komoérek [3, 33].
Natomiast druga grupa to komérki niepochgmy ze szpiku kostnego, gtownie komorki
epitelialne nabtonka jelit [3, 33].
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IL-4 i IL-13 wptywaja na limfocyty B, stymuly zmiarg klas immunoglobulin i
wzmazorng produkcg IgE [3]. IgE whzac Sk poprzez receptor o wysokim powinowactwie dla
fragmentu Fc- FeR1 uruchamia medzy innymi degranulagjziarnistgci komorek tucznych,
ktore jak wspominano wcgeiej s istotnym mechanizmem efektorowym w inwazji
Trichinella spiralis[33, 61, 85, 116].

Limfocyty B nie g niezlzdne do efektywnego usuwaniaichinella spiralis- myszy z
deficytem tych komorek sprawnie usuwaly pagg [3]. Z drugiej strony pojawity si
doniesienia o wptywie limfocytéw B na odpowiedh2 niezalenie od produkcji przeciwciat
[104, 132]. Subpopulacja limfocytow B oklana jako B1 nie jest zalea od limfocytéw
pomocniczych, produkuje mato specyficzne przecitacraewnzace s¢ z pasaytami, oraz
moze by zrodiem IL-10 [145].

Wptyw IL-4 i IL-13 na komorki epitelialne nabtonkarzejawia s wzmazong
produkcp sluzu oraz wzrostem przepuszczaco nabtonka jelit tworzc srodowisko
utatwiajgce usungcie dorostych form nicieni z organizniywiciela [3, 97].

Obecnéc¢ IL-4, IL-13, receptora IL-4R i drogi przesytanigghatu poprzez STATG3s
niezkedne do kreowania odpowiedzi Th2 w reakcji na inwdzjchinella spiralis [33, 116],
aczkolwiek znaczenie wgj wymienionych sktadowych na poszczegélinych etapac
odpowiedzi nie jest jednoznacznie cfome [87, 116]. Cgs¢ autoréw zwraca uwaggnha
mozliwos¢ wptywu genotypu zwiert doswiadczalnych jako istotnej sktadowej rozwoju
odpowiedzi immunologicznejywiciela na inwazj [116]. Wydaje s}, ze pozostate cytokiny
Th2- zalene w mechanizmach odpowiedzi swoistej spedniaje¢ wspomagajca, gdyz ich
niedobory nie wptywaly na usuwanie nicieni [3, 9Pozostate cytokiny Th2 uczestnicz
rowniez w mechanizmach rozwoju tego szlaku odpowiedzi sigpi Jednate podczas
inwazji Trichinella spiralis spetniaj w mechanizmach obronnych ¢oluzupetniagca w
stosunku do IL-4 i IL-13 [3, 97]. Niedobory IL-5IL-9 nie miaty kluczowego znaczenia dla
efektywnego usuwania nicieni [59, 124].

ZaraeniaTrichinella britovi u ludzi opisywaneagssporadycznie [1, 36, 107]. Gatunek
ten wywotuje typowe objawy whmicy, natomiast sam przebieg choroby jest tagodnieni
przy zaraeniach Trichinella spiralis [107]. Oba gatunki wywolyj podobra odpowied
immunologiczi organizmuzywiciela, czyli maliwos¢ aktywacji szlaku Th2 [26]. Zatanie

Trichinella spiralis indukuje jednak szybgz silniejszy odpowied, niz ta wywotana przez
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Trichinella britovi [15, 26, 40]. Charakteryzuje ¢siona silniejsz odpowiedzi ukiadu
immunologicznego w fazie jelitowej, ktora przektadig na eliminag form dorostych
pasayta ze $wiatla jelita, oraz wyszym poziomem specyficznej IgG, ktory meoby
wykrywany nawet 3 lata po inwazji [27, 107]. Wys@kiziom specyficznej IgG utrzymujecsi
réwniez w czasie zargeniaTrichingla britovi [54]. Odpowiada on stalej stymulacji systemu
immunologicznego przez larwy osadzone wdmiach [26].Trichinella spiralis jest nie tylko
gatunkiem bardziej immunogennym zniTrichinella britovi, ale opisywany jest jako
najbardziej immunogenny ze wszystkich gatunkidvehinella [54, 79]. Wysoka rozrodcz6é
samic Trichinella spiralis skutkuje dug liczebndciag form larwalnych w mgsniach wérod
wszystkich gatunkowTrichinella spp. [26, 40, 54, 107]. Najistotniejsze zmce w
modulowaniu odpowiedzi immunologicznej wystlija pomidzy gatunkami, ktérych larwy w
migsniach wytwarzaj otoczke kolagenowy, np. Trichinella spiralis, Trichinella britovi, a

tymi, ktérych larwy g nieotorbione, npTrichinella pseudospiralis [15, 26].

Podczas inwazji nicieniami koowym etapem swoistej odpowiedzi immunologicznej
jest produkcja przeciwciat. W przypadku zagaia Trichinella spp. w organizmieywiciela
pojawiap Si¢ przeciwciata klasy IgA, IgE, IgG i IgM [27, 65].dfejncs¢, jak 1| kinetyka ich
produkcji nie jest jednakowa i uw@ sk, ze zaley ona od: intensywrigi inwazji, gatunku
wiosnia, okresu, ktory uphgt od zaraenia i od stopnia odpowiedzi immunologicznej, jak i
ewentualnego podania leku [62]. Zazwyczaj jakowsze pojawiaj Sie przeciwciata klasy
IgM i1 s3 wykrywalne 10.-15. dnia po zamniu [65]. Niskie dawki larwlrichinella britovi i
Trichinella spiralis nie indukuj wzrostu poziomu specyficznej IgM [27]. Rowniave
wczesnej fazie zarania nasipuje wzrost poziomu IgA, z maksimum okoto 20. dp@
zaraeniu. Czs¢ autorow wiyze podwyszony poziom IgA z fagjelitowg zaraenia [27, 65].
Kinetyka IgA charakteryzuje siwolniejszym wzrostem poziomu w surowicyzigM i 1gG
[65]. Jednak najbardziej charakterystycznym obrazshosnicy we wczesnym stadium
inwazji jest bardzo gwattowny wzrost poziomu IgEory u zwierat doswiadczalnych mge
osiggmg¢ wartcsci stukrotnie wysze od fizjologicznych [136]. Podvgzony poziom
specyficznej IgE stwierdza ¢siu wiekszasci zaraonych pacjentéw, ale tylko u ok.10%
utrzymuje s¢ on powyej trzech tygodni (ponad 1 rok) [136]. Wzrostowizmu IgE
towarzyszy eozynofilia oraz mastocytoza [44]. Yavak, ze u ludzi wzrost i utrzymywanie
sie wysokiego poziomu IgE koreluje z niektorymi objamiawtosnicy, jak i swiadczy o

ciezkosci choroby, niemniej znaczenie tej immunoglobulivy odporndci przeciw
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Trichinella spp. nie jest do kma wyjanione [136]. Podohnkinetyke produkcji specyficznej
IgE zaobserwowano Trichinella spiralisi Trichinella britovi [136].

Antygeny Trichinella spp. § wykrywalne ju od 5. dnia inwazji, czemu nie
towarzyszy jeszcze wykrywald® specyficznych przeciwciat [65]. Wraz z rozpociem
wedréwki NBL do tkanki m¢sniowej obserwowany jest podwgzony poziom specyficznej
lgG, ktorego maksimum przypada na 60. dz@o zaraeniu. W badaniach na modelu
zwierzcym zaobserwowano wzrost poziomu dwoch izotypow: lg@acaco wyzszego 1gG1
Zwigzanego z odpowiedgiTh2 i 1IgG2 zwjzanego z odpowiedzThl [65]. Podwyszony
poziom specyficznych przeciwciat w zaeaiu Trichinella spp. obserwowany jest przez diugi
okres czasu, nawet do 3 lat po zarau [40]. Dtugotrwata obecidé swoistych przeciwciat
Zwigzana jest z antygenami ES oraz z produktami powstalv wyniku niszczenia larw

przez komorki uktadu immunologicznego [65].
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2.3. Apoptoza

Programowanamier¢ komorki — apoptoza (z greckiegapoptosis) jest istotnym
mechanizmem warunkagym prawidtiowe funkcjonowanie organizmu. Wraz z qasami
namnaania i dojrzewania komorek zapewnia konjratad prawidtow ich liczbg w
organizmie. Apoptoza jest obok martwicy (nekrozyjosobem eliminacji zatanych,
zaraonych czy uszkodzonych komorek z ustroju. Inne yopéne rodzajeémierci komorek

to: katastrofa mitotyczna, autofagia i starzensg E22].

Nekroza jest procesem biernym i patologicznym. @Wn&rkach gipcych § drog
nastpuje spadek poziomu ATP, wzrost poziomu*Cw cytozolu, co prowadzi do
dezintegracji organelli komérkowych [122]. Btonankérkowa ulega rozerwaniu, komérka
rozpada s uwalniapc swop zawarté¢ do przestrzeni mdzykomorkowej, a jej struktury

powodujp powstanie odczynu zapalnego, ktory nie wygfe podczas apoptozy.

Apoptoza to proces dezintegracji komoérki podlgggjregulacii i charakteryzggy sk
okreslonymi zmianami morfologicznymi i biochemicznymi 3R W duzym uproszczeniu
polega on na uruchomieniu kaskady swoistych reakgchemicznych, prowadeych do
kondensacji chromatynydrowej i cytoplazmy, aktywacji endonukleaz komorkaWw, czego
konsekwengj jest fragmentacja DNA [66]. W procesach programuosyamierci komorki nie
dochodzi do uszkodaebtony komérkowej, uwolnienia do otoczenia zawssickomoérek,
wobec czego nie dochodzi do reakcji zapalnej [Tdhtka apoptotyczne, ktore powstaj
podczas tego process ®zpoznawane m.in. przez makrofagi i fagocytowf&é. Apoptoza
jest procesem wieloetapowym. Na poziomie pierwszeigpu podejmowana jest decyzja o
smierci komorki pod wptywem zewtrz- i wewmtrzkomorkowych czynnikow [23, 66], do
ktorych nalég miedzy innymi: czynnik martwicy nowotworow (TNF - tumoecrosis factor),
biatko p53, promieniowanie jonizige, transformujcy czynnik wzrostu TGEB- (transforming
growth factor) [23]. Sygnaty pobudaag komorki do apoptozy zwaane g z indukcp biatek
z rodziny Bcl-2 (B-cell leukemia/lymphoma-2) i inécj receptor btonowy Fas - ligand Fas
[66].

Kolejny etap to aktywacja wewtizkomorkowych enzymow proteolitycznych—
kaspaz (caspases— cysteine aspartic acid specyfienem). § to enzymy rozszczepigje
polipeptydy po reszcie kwasu asparaginowego. ¥pygf one w cytoplazmie w postaci
proenzyméw- prokaspaz, ktore po aktywacji kaskadavegraduyj biatka strukturalne i
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enzymatyczne [23]. Kaspazy dzieliesna inicjupce apoptoz kaspazy 2, 8, 9 i 10 oraz
kaspazy efektorowe: 3, 61 7 [23, 144].

Znane g dwie gtébwne drogi aktywacji procesu apoptozy — agvwena i wewgtrzna
[49, 141, 144].

2.3.1. Szlak zewetrzny indukcji apoptozy

Pobudzenie receptoraémierci znajdujcego s¢ na btonie komorkowej uruchamia
zewretrzny (extrinsic) szlak apoptozy. Jest on indukoyaoprzez cytokiny, do ktorych
nalezg: TNF-a, Fas ligand (FasL/CD95/Apo-1), TRAIL(TNF- relateghoptosis- inducing
ligand) [39, 144] i kada z nich 4czy st z odpowiednim dla siebie receptorémierci na
powierzchni komérki. Receptory te nadedo nadrodziny receptoréw dla TNF (TNFR - tumor
necrosis factor receptor) a $o odpowiednio: dla TN jest to TNFR, dla FasL jest to Fas, a
dla TRAIL jest to TRAILR (TRAIL receptor) [48, 68]Interakcja pomidzy receptorami
btonowymi a ligandami doprowadza do zmiany konfagjir wewntrzplazmatycznych
domen, tzw. domermierci (DD- death domain) [48, 122]. Dalsze przel@e sygnatu
smierci wymaga przyczenia biatka adaptorowego FADD (Fas-associatedhdaéamain).
Sygnat $mierci przekazywany przez receptory TNFR i TRIALRymaga dodatkowo
czasteczki TRADD [48]. Biatka te poprzez swaojlomer efektorovs apoptozy DED (death
efector domain) veiza si¢ z odcinkiem DED prokaspazy 8 lub 10 twgrzpobtonowy
kompleks DISC (death-inducing signaling complex) 68, 122]. Czynne kaspazy aktywuj
sie wzajemnie na zasadzie kaskady enzymatycznej. ujpog kaspaza 8 aktywuje
prokaspazy: 3, 617 [49, 68, 141].

W przypadku indukcji receptora TNF, a braku czidm proapoptotycznych nie
zosta& uruchomiony proces, ktéry powoduje zablokowanignsyusmierci [144]. Odbywa si
to poprzez stworzenie kompleksu podbtonowego zagergo TRADD, TRAF2 (TNF
receptor associated factor 2) gsieczk RIP1 (receptor interacting protein 1) [48, 141414
Sygnat z tego kompleksu aktywuje d&- (nuclear factokB) bedacy kluczowym czynnikiem
indukcji syntezy licznych przeciwzapalnych i antgpfotycznych biatek [144].

Komorki, ktére ulegaj apoptozie poprzez aktywacjwyzej opisanego szlaku

zewretrznego okrélane g jako komorki typu |. Natomiast komorki typu Il nég wrazliwe na
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indukcje $mierci poprzez receptory btonowe i wymagajuchomienia szlaku wewtriznego
[144].

2.3.2. Szlak wewatrzny indukcji apoptozy

Drugg mozliwg drogs programowanejsmierci komorki jest szlak wewgtrzny
(intrisic) — mitochondrialny [49, 68, 77, 144]. Sy w szlaku indukcji wewgtrznej
powodujp zaburzenia potencjatu btonowego mitochondriéw,uzaénia integralniei btony
mitochondrium i prowadgdo otwierania kanatow w mitochondrium- MPTP (matnondrial
permability transition pore). Wplywgga kanatami woda powodujeqznienie macierzy, a
skutkiem przerwania btony zewtnznej jest przedostaniegscytochromu ¢ do cytoplazmy.
Zwiazek ten 4czy st z cytoplazmatycznym czynnikiem Apafl (apoptosist@ase activating
factor 1), ktory daiki obecndci domeny CARD (caspase recruitment domaingzevise z
prokaspaz 9. Powstaje struktura zwana apoptosomem [49, 68, 144]. Apoptosom
uruchamia kaspgz 9, ktorej aktywna forma stymuluje kaspazy wykonagycw tym
kaspaz 3 [68].

Permeabilizacja btony mitochondrium powoduje uvietie do cytoplazmy szeregu
innych czynnikow, ktore uczestnigzw procesie apoptozy. Nakg do nich m.in.
flawoproteina AIF (apoptosis inducing factor) i endkleaza G, ktére pod wptywem
czynnikéw indukujcych apoptog przemieszczgj sic do jadra komdérkowego, powodig
fragmentacgj DNA i kondensagj chromatynyddrowej [77, 93, 122]. AIF zostat opisany jako
pierwsze biatko regulgge apoptog na drodze niezateej od kaskady kaspaz [93].

Inne biatka proapoptotyczne to: Smac/DIABLO (setomitochondria derived
activator of caspase/direct IAP binding protein hwitow PI) i Omi/HtrA2, ktérym
przypisywana jest rola hamowania dziatania inhildwo kaspaz [49, 77].

Najlepiej poznanymi inhibitorami kaspaz biatka naleace do grupy biatek IAP
(inhibitor of apoptosis protein) (np. XIAP, c-1AR-&-IAP-2, NAIP), ktore charakteryzugic
obecndcia od jednej do trzech domen BIR (Baclovirus IAP Rpé¢77, 144]. Mechanizm
hamupcy apoptoz polega na blokowaniu kaspaz: 3, 7 i 9 [144] popraggzanie s¢ z

domenami BIR. Drugim mechanizmem jestngalniczenie w degradacji kaspaz [77].
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Jeli sygnat aktywujcy programowadn smieré komorki poprzez zwizanie s¢ z
receptorami powierzchniowymi jest zbyt staby, #ihee jest uzyskanie jego wzmocnienia
poprzez pajczenie szlaku zewitrznego i wewntrznego. Mechanizm ten polega na
proteolizie biatka Bid (BH3-interacting domain deagonist) przez kaspa8. Otrzymane w
rezultacie biatko tBid (truncated Bid) ave st z biatkiem Bax (Bcl-2 associated x protein),
ktore po przydczeniu st do btony mitochondrium prowadzi do uwolnienia @ficomu ¢ do

cytoplazmy i aktywacji kaspazy 9 [49, 68, 77, 144].

2.3.3. Szlaki alternatywne indukcji apoptozy

Oprécz zewsgtrznego i wewntrznego szlaku indukcji apoptozy istriejdrogi
alternatywne. Jedna z nich, zwana szlakiem pseceéptaowym, zwjzana jest z produktami
limfocytéw cytotoksycznych i komorek NK— granzymui Berforyny [49, 134]. Granzym B
moze bezpérednio aktywowaé kaspaz 3 lub biatko Bid [49, 134]. Nagbnym mechanizmem
inicjacji programowanejmierci komorki jest uszkodzenie (poprzez stresesigki retikulum
endoplazmatycznego - ER (endoplasmatic reticuldt to czynnik aktywagym kaspag
12, ktora niezatenie od Apaf-1 i apoptosomu m® aktywowa kaspaz 9 [109]. Opisano
rowniez szlak sfingomielonowo-ceramidowy, ktory ase st ze wzrostem stkenia

ceramidow w komérce i aktywagcsfingomielinazy [122].

2.3.4. Biatka regulupce proces apoptozy

Na poziomie mitochondrium za regulacprocesu apoptozy odpowiadapiatka
nalezagce do rodziny biatek regulatorowych Bcl-2 [77]. Wiphja one na przepuszczakto
btony mitochondrialnej, czego efektem jest wydzigdado cytosolu czynnikdw pro- lub
antyapoptotycznych (cytochromu c, AlF, biatka Sa8BLO i Omi/Htr 2). Charakteryzuj
sic one obecnixia co najmniej jednej z czterech homologicznych doni (Bcl-2
homology domain) (BH1, BH2, BH3 i BH4) i w zaleosci od liczby i typu tych domen,
biatka te dzieloneasna pro- i antyapoptotyczne [94]. Domeny te dodatkaumaliwiaja
interakcje pomidzy cztonkami tej rodziny biatlek [150]. Do bialekntgapoptotycznych
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zalicza s¢: Bcl-2, Bel-XL (Bcl-2 related gene, long form), Be (Bcl-2 widely expressed),
Mcl-1 (Myeloid cell leukemia-1) i A1/Bfl-1.

Druga grupa to biatka proapoptotyczne: Bax, Badl-@Bantagonist/killer 1), Bok/Mtd
(Bcl-2-related ovarian killer/ Spanish: Matadore tkiller) i Bcl-XS (Bcl-2 related gene, short
isoform). Podrodzina biatek charakterymg seé obecnécia domeny BH3 (BH3 only) to
biatka réwnie promupce apoptoz Bid, Bim/Bod (Bcl-2 interacting mediator of celeath),
Bad (BCcl-2 antagonist of cell death- equivalenBtd-2 associated death promoter),

MAP-1, Bmf (Bcl-2 modifying factor), Bik/Nbk (Bcl-2interacting killer), Blk, Noxa,
Puma/Bbc3 (p53- upregulated modular of apopto&8) 6, 77, 94, 150]. Biatka te mpg
wystepowa w postaci homo- lub heterodimerdw, ktorych rowngavgwarantuje stabilgé
komorki. Informacja o uruchomieniu apoptozy zgled przewagi biatek proapoptotycznych
w komodrce. W tym mechanizmie najbardziej istotnadajg s¢ obecné¢ domeny BH3.
Tworzenie heterodimeréw, bialek pro- i antyapoptatych przeciwdziata uruchomieniu
procesow prowadzych do programowanéjnierci komorki [46, 66, 94].

Inng mazliwoscia wpltywu biatlek antyapoptotycznych: Bcl-2 i Bcl-XL an
zahamowanie apoptozy jest patenie s tych bialek z Apaf-1, co zapobiega powstaniu
apoptosomu i aktywacji kaspazy 9 [46, 77].

Nadrzdng role w regulacji procesu apoptozy odgrywa geb3. Jest to jeden z
najlepiej poznanych genéw supresorowych. Produkdk&epresji tego genu jest biatko p53,
ktore indukuje proces apoptozy i nasila eksprebjatka proapoptotycznego Bax.
Jednoczénie biatko to blokuje gen bcl-2, co zmniejsza eksprbiatka Bcl-2, stymuluje
rowniez ekspresj receptora Fas na btonie komoérkowej [66].

Biatko p53 mae tez dziala& proapoptotycznie na poziomie mitochondrium. Pod
wptywem stresu komoérkowego przemieszczaasio do mitochondrium, gdzie bierze udziat
w permeabilizacji btony komorkowej i wyrzucie cytoomu c poprzez wranie st z
biatkami antyapoptotycznymi Bcl-2 i Bcl-XL [82, 88]Tym samym hamuje sygnaty
promupce przeycie komorki. Niedobdér tego biatka poprzez defekd moziomie
transkrypcyjnym mge doprowadzi do niekontrolowanego rozrostu komérek, co jest

charakterystyczne dla nowotworow [30].
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2.3.5. Ostateczny etap apoptozy

Koncowy etap apoptozy cechuje olmma sekwencja zmian biochemicznych i
morfologicznych. Komérka na skutek utraty wody kayrsk, cytoplazma ulega kondensaciji,
chromatyna si zagszcza, poprzedzgy degradagj DNA. Kaskada kaspaz aktywuje
kompleks DFF (DNA fragmentation factor) [67], ktédyieli jajdrowe DNA na fragmenty po
okoto 180-200 par zasad [23, 46, 66], doprowagtzdp catkowitej dezintegracji komorki.
Nastpnie zanika btonaafirowa, a categdro ulega fragmentacji. Pofragmentowandrg
wraz z innymi elementami cytoplazmy jest otaczalomdocytoplazmatyczsi tak powstate
ciatka apoptotyczne ulegafagocytozie przez makrofagi [23, 66, 120]. Poddea® procesu
dochodzi do wzrostu produkcji przez makrofagi cakdw hamujcych stan zapalny:
prostaglandyny E2 (PGE2- prostaglandin E2), BGEzynnika PAF (platelet-activating
factor) [23]. Wydzielana IL-10 hamuje reak@apaln i pobudza limfocyty regulatorowe,
dochodzi réwnie do obnienia sekrecji cytokin prozapalnych: TN4L-1 i IL-12 [23].

W przypadku inwazji pasgtniczych uwaa sk, ze pasayty modulup procesy
programowanegmierci komorekzywiciela, dzeki czemu mog przezy¢, rozmnaac sig i
rozwija¢ [49]. Doktadna znajomi tego procesu jest istotna dla zrozumienia strategi

przetrwania, modulowania i kontrolowania reakgpviciela przez pasayty [23].
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3. CEL PRACY

Celem pracy byla ocena indukcji apoptozy limfoeytd granulocytow krwi
obwodowej cztowieka przez larwiyrichinella spiralis lub Trichinella britovi in vitro.
Cel ten obejmowat nagiujace cele szczegotowe:
1. Badanie wptywu liczby larwTrichinella spiralis lub Trichinella britovi na indukcg
apoptozy limfocytow i granulocytow krwi obwodowigjvitro.
2. Ocer wptywu czasu inkubacji larwrichinela spiralis lub Trichinella britovi na indukcg
apoptozy limfocytow i granulocytow krwi obwodowigjvitro.
3. Zaleznosci pomiedzy gatunkiem wignia a indukcj apoptozy limfocytow i granulocytow
krwi obwodowejin vitro.
4. PorOwnanie zdolrci utrwalonych i nieutrwalonych larw pasga na indukgj apoptozy

limfocytow i granulocytéw krwi obwodowen vitro.
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4. MATERIAL

Materiat do bada@d stanowity leukocyty krwi obwodowej zdrowych dawcoiv larwy

Trichinella spiralisi Trichinella britovi.

4.1. Krew

W badaniu wykorzystano pefrkrew (7,5 ml), pobran do probowek z hepargn
litowg (Sarstedt Germany). Pochodzita ona od zdrowychcdew kobiet i mgzczyzn w

réznym wieku, a zostata zakupiona w Wojewodzkiej S$tidojviodawstwa w Poznaniu.

Zgot na przeprowadzenie badawyrazita Komisja Bioetyki Uniwersytetu

Medycznego w Poznaniu.

4.2. Larwy Trichindla spiralisi Trichindla britovi

Do bada wykorzystano larwy mggniowe (ML) Trichinella spiralis i Trichinela
britovi, ktére pozyskiwano od zamnych samic myszy laboratoryjnych (szczep BALB/c) w
Katedrze i Zakiladzie Biologii i Parazytologii Lekéirej Uniwersytetu Medycznego w
Poznaniu. Wybrane do zaemia osobniki przetrzymywano w klatkach Zeidtka i
poidetkami, w liczbie gwarantagej swobodne poruszanie sZaraanie myszy odbywato si

wedtug poniszego schematu.

1. Mysz przenoszono do oddzielnego pomieszczenr@sgpnie dootrzewnowo podawano
ketamire (Gedeon Richter, \8gry) oraz petydya (Gedeon Richter, \gry) i obserwowano
zachowanie usypianego zwiecza w celu uchwycenia momentu, w ktérym znajdzieasio

w ptytkiej narkozie, by rozpo@z procedug zaraania.

2. Zwierz uktadano na grzbiecie i przy pomoaysptki otwierano i unieruchamiano pyszczek
I jezyk. Wykalibrowan strzykawly zakaczory sondy pobierano 0,1 ml wcZaiej
przygotowanego roztworu z dawkkoto 400 larwTrichinella i podawano doprzetykowo.

3. Po okoto 60 dniach od zaemia mysz byta usypiana, a po dekapitacji pozbaavekory.

4. Proces izolacji larw naéniowych przebiegat w nagiujacy sposéb:
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- mechanicznie pobierano fragmenty tkankigéniowej, ktére byly dzielone na mniejsze
fragmenty, a te nagtnie rozdrabniane na skrawki wiellad 1-2 mm
- tak uzyskane skrawki wytrawiano w tzw. sztuczngoku zotadkowym, ktéry sporgdzony
zostal na bazie stonego HCI (POCH, Polska) i pepsyny (Zaktad EnzymoReptonow,
Polska) tak, by uzyskaoztwér o s¢zeniu 1%
- po trawieniu, dekantacji i oczyszczeniu, larwyosmia liczono i segregowano tak, aby
uzyska zatazong w badaniu liczb larw, ktére zawieszano w 0,1 ml 0,9% NaCl (Wytwaéarn
Ptynéw Infuzyjnych, Polska).

Opisany powyej sposob jest procedurzalecan przez Medzynarodow Komisje
Wiosnicowg [35] i stosowany jest rowntedo uzyskiwania materiatu od zwigtzdzikich i

hodowlanych.

Wyizolowane swiezo pobrane larwy Trichinella spiralis i Trichinella britovi
przygotowywano do badav dwoch rodzajach raika:
1. w 0,1 ml soli fizjologicznej, po 1, 10 lub 10gksk larw
Czes¢ probek zawierapych 100 larw zawieszonych w 0,1 ml soli fizjolagiej zamraano w
temperaturze -20°C do czasu badania (min. 7 dni).
2. w 0,1 ml 96% alkoholu etylowym, po 100 sztukwarktére przechowywano w
temperaturze +4°C do czasu badania (min. 24h)

Larwy utrwalone w alkoholu i zamtone, w dniu badania przed dodaniem krwi i
pomiarem, rozmeano, przeptukiwano jednokrotnie 1ml 0,9% NaCl, wiamo 7 minut przy
5509, odcigano nadgcz i zawieszano w 0,1 ml 0,9% NacCl.

Jakiekolwiek odpady powstate podczas selekcjon@avagmnomadzono w workach
foliowych, oznaczano i przekazywano firmie utylizegj. Natomiast po zakezeniu bada
wszystkie pozostakoi przekazywano do spalenia.
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5. METODY

Podstawow metod, wykorzystaln w pracy byta inkubacja krwi z larwaririchinella
spiralis lub Trichinella britovi w okreslonych przedziatach czasowych i rigmijgca po niej

analiza za poma@ccytometrii przeptywowe.

5.1. Cytometria przeptywowa

Cytometria przeptywowa jest technibadawcz umazliwiajaca pomiar widciwosci
fizycznych i biologicznych bardzo wielu komérek (d®0000 komorek na sekugpdw
momencie ich przeptywu przez uktad pomiarowy w kimdtczasie [53, 73]. Zalgtcytometrii
przeptywowej jest zdolnd do szybkiego i powtarzalnego pomiaru rozpraszawiatta i
fluorescencji pojedynczej komorki, co umtisvia oszacowanie heterogenitd wymieszanej
populacji komorek [20, 29, 53, 72]. Technika ta\wala jakgciowo i ilosciowo ocent stan
uktadu immunologicznego i dostarézgianych o mechanizmach aktywaciji i funkcji komaérek

uktadu odpornéciowego [51].

Cytometr przeptywowy jest aparatem pomiarowym a&ggcym sk z trzech gtownych
uktadow: uktadu transportu cieczy i pe@wanego z nim uktadu powietrznego - czgkznie
hydraulicznego, oraz optycznego i elektroniczndditad hydrauliczny dostarcza zawiesin
badanych komérek do komory pomiarowej w sposdbramniy, tak by komorki przeptywaty
pojedynczo przezsrodek kanatu. Dzki temu na kada komorlke przeptywajca pada
prostopadle do kierunku jej przeptywuazkaswiatta lasera [73]. Na ukiad optyczny skiadaj
si¢: zrodto swiatta (laser), uktad ksztatagy i ogniskugcy wigzke laserovy oraz filtry.

Parametrami mierzonymi za pomocytometrii przeptywowej & natzenie swiatta
rozproszonego na komorce swiatta wysytanego przez wzbudzony fluorochrom. Dwa
detektory mierz swiatlo rozproszone. Pierwszy z nich rejestrdjgiatto rozproszone w
kierunku wazki laserowej - pod niewielkimgtem od O do 10°. Wielkd t¢ oznacza si
symbolem FS lub FSC (Forward Scatter). Drugi detekgjestruje rozproszenie podtém
90° i jest oznaczany jako SC lub SSC (Side Scd&r)53, 73, 81].

Wartas¢ FSC jest miay wielkosci komorek, rénie z jej wzrostem i nie zatg od

wspoitczynnika zatamani@wiatta czsteczki i jej ksztattu. Natomiast watoSSC rozdziela
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komorki ze wzgldu na ich ksztalt i wewgtrzng ziarnistg¢ i jest tym wysza, im wgcej
ziarnistgci zawieraj komorki. Analizugc komorki w przestrzeni dwuwymiarowej w
ukitadzie wspotrgdnych FSC na SSC moa je r@nicowa: ze wzgédu na ich wielké¢ oraz
ksztalt i wewrtrzng ziarnisté¢. Wykres powstalty z nadenia tych danych w ukladzie
dwuwymiarowym umaeliwia rozréznienie we krwi obwodowej populacji limfocytéw,

monocytow i granulocytéw (rycina 1) [51, 53].
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Rycina 1. Populacja limfocytéw, monocytéw i grareytdw w obrazie cytometrycznym (cytometr FACScan

firmy Becton Dickinson)

W technice cytometrii przeptywowej powszechnie wgystuje s takze zjawisko
fluorescencji pewnych zwkkow, ktorymi znakuje si komorki. Fluorescencja o oldtenej
diugdsci fali pojawia s¢ na skutek powrotu elektronow na pierwptorbite [73]. W
przypadku cytometrii wzbudzenie atomu lubgsteczki nasfpuje na skutek pochtogtia
kwantu swiatta emitowanego przez laser. Wekszaci cytomertOw stosowany jest laser
argonowy o niskiej mocy, chtodzony powietrzem, angczonej diugiei fali emisji 488 nm
[20, 81]. Poniewa atomy lub czsteczki powracaj zazwyczaj do stanu podstawowego
poprzez stany poednie, cg$¢ energii wzbudzenia jest tracona w wyniku pizej
bezpromienistych, a spektrum emisji jest przegeni kierunku fal dhaszych w stosunku do

widma absorpcji [73]. Zjawisko fluorescencji przegga bardzo szybko, widmo fluorescencji
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jest szerokie, aby wt umazliwi ¢ jednoczesny pomiar dwdch lub trzech parametrowugto
sie filtry przepuszczaice tylko paadane dtugéci fal [53].

Swiatto o r&nych diuggciach fali rozdzielone za pomgspecjalnych filtrow zostaje
skierowane do czujnikow (detektorow), ktdrpczescig uktadu elektronicznego. Czujniki te,
zwane fotopowielaczami przeksztatcle swietling w impuls elektryczny, ktéry musi zosta
wzmocniony, a nagpnie zamieniony na postacyfrows, rejestrowag przez komputer
zewretrzny, ktory jest integralni niezkydng czescig kazdego cytometru [51, 53, 73, 81].

System komputerowy wraz z oprogramowaniem liwta zbieranie i analizowanie
danych. Wyniki pomiaréw uzyskane w cytometrzezmeo przedstawiw postaci doktadnych
danych o kadej badanej populacji komérek, ale réwnien postaci wykresow
jednowymiarowych (histogram), dwuwymiarowych (kropky, gestasci, konturowy), lub
trojwymiarowych (perspektywiczny) [73]. Podczas laya mozliwe jest ,bramkowanie”,
czyli zaznaczanie na wykresie odpowiednich regign@w ktérych znajdy sie badane
populacje komorek, oraz #oiowa ocena komorek w danym regionie, czy obliczata nich

podstawowych wielkeri statystycznych [51].

5.1.1. Materiat badawczy w cytometrii przeptywowe;j

Materiatem do badacytometrycznych jest zawiesina pojedynczych ko$2®, 58,
73, 81, 130], w zwizku z czym najdogodniejszym materialem badawczynudzi g3
komorki krwi lub innych ptynéw ustrojowych, szpilo&tny czy poptuczyny geherzykowo—
oskrzelikowe [58, 149]. Mdiwe jest rownie wykorzystanie do pomiaru komorek
uzyskanych z wziébw chionnych, czy tkanek litych, np. guzy nowotewe po ich
wczesniejszym rozdrobnieniu [73].

Cytometria przeptywowa jest przydatnym n@tziem w bardzo wielu dziedzinach
nauki, jednake najszersze zastosowanie znajduje w diagnostyiezdej dotyczacej uktadu
krwiotworczego [149]. Do powszechnie stosowanyctishanalezy badanie immunofenotypu
komorek limfoidalnych [149], ok&tanie zawartéci DNA w komérkach nowotworowych,
ocena apoptozy i martwicy komorek [21], czy badakig/wndaci neutrofilow.

Coraz bardziej zaawansowana technika optyki, ek, komputerow i
oprogramowania czyni z cytometrii przeptywowej lmefl kompleksow, ale réwnie
tatwiejsz metod stosowan w wielu laboratoriach i pracowniach naukowych.
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5.1.2. Odczynniki

1. Piyn lizujacy

Ptyn lizujagcy wykorzystywany w badaniach przygotowano samddige W 1 litrze wody
destylowanej rozpuszczono 8,26 g chlorku amonuMNH(POCH, Polska), 1,0 gaglanu

potasu (KkCO;) (POCH, Polska) i 0,037 g soli czterosodowej EDTAubelskie

Przedsibiorstwo Produkcyjno-Handlowe OCH, Polska). Roztwdat pH w granicach 7,2
do 7,4 i byt przechowywany w temperaturze +4 °C.

2. Zestaw FAM Caspase Activity Kit (MP BIOMEDICALS, LLC) zawieraj acy:

- Propidium lodide— jodek propidionowy- Pl

- FAM-VAD-FMK FLICA Reagent- karboksyfluoresceinaprggzona z syntetycznym
inhibitorem kaspaz fluorometyloketongywochodr kwasu walinoalanoasparginowego

- Wash Buffer- bufor ptucgcy

5.1.3. Procedura badawcza

Oznaczenia wykonywano na petnej krwi, a materiaygotowywano w nagpujacy sposob:

5.1.3.1. Préby badane

1. Do 400ul krwi petnej dodawano odpowiedpliczbe pasaytdw zawieszonych wczeiej w
0,1 ml soli fizjologicznej (1, 10 lub 100 sztuk warz gatunkuTrichinella spiralis lub
Trichinella britovi).

2. Probki inkubowano w temperaturze 37°C przezlup34 godziny.

3. Po zakaczeniu inkubaciji, pobierano jibkrwi i dodawano 21l ApoFluor Green.

4. Prébki inkubowano przez 1 godziw temperaturze 37°C w atmosferze 5%,C® tym
czasie byly one delikatnie dwukrotnie mieszane, ahgewné rownomiera dystrybucg
ApoFluor Green ngidzy komorkami.

5. Nastpnie dodawano 0,5 ml ptynu plugego (wash buffer) do kdej probdéwki i
doktadnie mieszano.

6. Probki wirowano przez 7 min przygaikosci 5509, delikatnie usuwano nadg i do osadu
dodawano 3l PI.
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7. Po wymieszaniu proby inkubowano 10 minut w ciesecha temperaturze pokojowe;.

8. Nastpnie dodawano 40Ql ptynu lizujagcego i inkubowano przez 15 minut bez gpst
Swiatta w temperaturze pokojowej.

9. Po inkubacji wykonywano pomiary cytometrycznech ischemat uwzgtiniagcy czas
inkubaciji, sposéb utrwalenia i liczlbarw przedstawia tabela 3. Schemat ten dotyczylwiy
badanych gatunkéwvirichinella.

Trichinella spiralis lub Trichinella britovi
Liczba larw i badane komorki
L- limfocyty, G- granulocyty
Czas 1 10 100
inkuba}cji Sposob utrwalenia larw
z krwig L G L G L G
(h)

1 Swiezo pobraneywe + + |+ + |+ +
3 + + + + + +
24 + + +
1 Zamraone + +
3 + +
1 Alkohol + +
3 + +

Tabela 3. Schemat badania krwi z uvegglieniem badanych komérek, czasu inkubacji, licdbgtawanych larw

obu gatunkéw wiénia i sposobu utrwalenia pasta
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Liczbe pomiaréw z uwzgldnieniem gatunku pasggta, liczby dodanych larw i

sposobu ich utrwalenia, czasu inkubaciji i rodzaddanych komoérek przedstawia tabela 4.

. . Liczba préb
dmaton | pascoau | inkias T.spiralis T britov
Limfocyty |Granulocyty | Limfocyty | Granulocyty
0 1h 26 26 8 6
3h 26 26 8 6
24h 5 - 5 -
1 1h 6 5 8 7
3h 6 5 8 7
Swieze 24N 6 : 6 -
10 1h 6 5 8 7
3h 6 5 8 7
24h 5 - 5 -
100 1h 26 25 8 7
3h 26 25 8 7
24h 5 - 5 -
0 1h 31 26 23 24
7 amrozone 3h 31 26 23 24
100 1h 35 35 27 27
3h 35 35 27 27
0 1h 30 33 10 11
3h 30 33 10 11
Alkohol 100 1h 34 34 14 14
3h 34 34 14 14

Tabela 4. Liczba pomiarow z uwzgdhieniem gatunku paggta, liczby dodanych larw i sposobu ich utrwalenia,

czasu inkubacji i rodzaju badanych komérek

5.1.3.2. Préby kontrolne

- kontrola (-), ktéra zawierata sankrew (bez larw, Pl i ApoFluoru) i jako kontrola
wewretrzna stiyta do ustawienia parametrow pomiaru
- kontrola (+), ktéra zawierata krew z PIl, ApoFleor (bez larw) i byta kontrgldo
badanych préb

Procedura przygotowania do pomiaru probek kontingyta identyczna jak badanych, z

pominigciem dodania larw, Pl i ApoFluoru w kontroli (-)wakontroli (+) larw passyta.
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5.1.4. Pomiar

Pomiary wykonywano na cytometrze FACScan firmy BacDickinson (USA),

wyposaonym w laser argonowy, emitigy swiatto o dtugdaci fali 488 nm.

5.1.4.1 Barwniki fluorescencyjne

Wykorzystano zestaw ApoFluor Green zawigrgj

Jodek propidionowy (PI), ktéry jest barwnikiem stechiometrycznie gagcym sk z
dwuniciowymi kwasami nukleinowymi. Nie przechodzi przez bton komérkows zywych
komorek, dzgki temu stosowany w niewielkiche¢geniach sty do barwienia prziyyciowego
I roznicowania komoérekywych od martwych. Jego maxima absorpcji przypadaj fale o

dhugcsci 495 i 342nm, a maximum emisji na 635nm [95].

Karboksyfluoresceina (FAM) sprzzona z syntetycznym inhibitorem kaspaz VAD-FMK
(fluorometyloketonowa pochodna kwasu walinoalanaggipowego). Inhibitor wnika do
komorek i wize sk bezpdrednio z aktywnymi kaspazami. Poniewmoze uczestniczy w
wigzaniu r@nych kaspaz na wielu szlakach ich aktywacji, poanatent ogolny poziom
tych enzymow. Dla karboksyfluoresceiny maximuiwiatta wzbudzenia to 485nm, a
maximum emisji przypada na 525nm.

Oba wykorzystane w badaniu fluorochromy wzbudzamatiem lasera argonowego o
diugcéci fali 488nm. Pomiaru fluorescencji Pl dokonywamo zakresie widmaswiatta
czerwonego pownej 630 nm, natomiast FAM w zakresie widrdaiatta  zielonego

515-545 nm [7], stosgg logarytmiczne wzmocnienie sygnaiu.

5.2. Analiza wynikéw

W pracy analizowano limfocyty i granulocyty krwi wbdowej in vitro. Do
wyodrebnienia badanych populacji komoérek wykorzystangorogzenieswiatta w kierunku
biegu promienia lasera (FSC)wiatta rozproszonego podgtem 90° (SSC). Zaznaczenie

bramkami uwzgjdnianych w badaniu komorek przedstawia rycina 2.
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Rycina 2. Wyodgbnione bramkami populacje limfocytow (R1) i grameydw (R2) krwi obwodowej w obrazie

uzyskanym podczas badania na cytometrze FACSaayg fiecton Dickinson

Jednoczesnezycie Pl i FAM umaliwito wyodrgbnienie i odsetkowe okikenie 4 grup

komorek, ktorych lokalizagjprzedstawia rycina 3.
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Rycina 3. Obraz z cytometru przeptywowego FACScamyf Becton Dickinson przedstawigy rozdziat
badanych komérek nas. Komorki zywe - FAM(-)PI(-), B. Komérki umierajce - FAM(+)PI(-),C. Komorki
apoptotyczne - FAM(+)PI(+)D. Komorki nekrotyczne - FAM(-)PI(+)
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W pracy analizowano odsetek limfocytéw i granukdey FAM(+)PI(+), opisanych
jako komorki apoptotyczne [120], z uwzgédnieniem przedziatdw czasowych, sposobu
przechowywania i liczby dodanych larw obu gatunkdwichinella. Do tego celu

wykorzystano program CellQuest.

Ocenie statystycznej poddano:

1. odsetek komorek apoptotycznych krwi obwodowej paodaniu 1, 10 lub 1008wiezo
pobranych zywych larw obydwu badanych gatunkéwTrichinella

- limfocyty— po 1, 3 i 24 godzinach inkubacji

- granulocyty— po 1 i 3 godzinach inkubacji

2. odsetek komoérek apoptotycznych krwi obwodowej padodaniu 100 larw $§wiezo
pobranych zywych, zamrazonych lub utrwalonych w alkoholu obydwu badanych
gatunkow Trichinella

- limfocyty— po 1 i 3 godzinach inkubacji

- granulocyty— po 1 i 3 godzinach inkubacji

3. analiz pomiedzy gatunkami Trichinella spiralis i Trichinella britovi, ktéra zostata
wykonana po dodaniu 1GWiezo pobranyctzywych larw dla:

- limfocytéw— po 1, 3 i 24 godzinach inkubacji

- granulocytow— po 1 i 3 godzinach inkubacji

Punktem odniesienia byty wieiwe proby kontrolne, nie zawiesag larw pasgytow.
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5.3. Analiza statystyczna

Pozyskane dane przetworzone zostaty w arkusz leahqmy Excel (Microsoft 2008).
Analize statystyczm i ilustrujgce p ryciny wykonano przy iyciu oprogramowania:
STATISTICA (v. 9.1. StatSoft, Inc.), StatXact (Cly®tudio v. 8,0, Cytel Inc., Cambridge,
MA, USA) oraz GraphPad InStat wersja 3.0 (GraphBaftware, San Diego, CA, USA).
Wyliczono podstawowe statystyki opisowéeednia, odchylenie standardowe).

Zgodnda¢ rozkladu badanych zmiennych w poszczegolinych glugarozktadem normalnym
analizowano przy wykorzystaniu testu normdbidShapiro-Wilka. Do porownanigednich
miedzy dwiema grupami zataymi wykorzystano test t-Studenta (przy niespefiien
zatazenia 0 normalngi - stosowano test Wilcoxona). Poréwnania wiellezgaych grup
wykonano za pomacanalizy wariancji ANOVA, w przypadku niespetienigarunkow
normalndci, czy rowndci wariancji, stosowano test Friedmana.

W celu poréwnania dwoch niezalgch grup stosowano test t-Studenta dla
zmiennych niepowizanych. Gdy dane nie spetnialy zadn dla zastosowania povigj
wymienionego testu, stosowano test z niezaleestymacj wariancji, tzw. test Cochrana-
Coxa (niespetnione zatenie o rownéci wariancji) lub test Manna-Whitneya (niespetnione
zatazenie o normalndi).

Poréwnanie wielu niezataych grup wykonano za pompcanalizy wariancji
ANOVA, w przypadku niespetnienia warunkéw normdilcip czy rowndci wariancji,
stosowano test Kruskala-Wallisa. Jako testy post ko szczegotowej identyfikacii
roznigcych sg¢ statystycznie grup stosowano test Tukeya- Kran@lea ANOVA) oraz testy
wielokrotnych porownia (do testu Kruskala- Wallisa; nieparametryczny).

We wszystkich analizach przgp poziom istotnéci statystycznej p<0,05.
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6. WYNIKI

Analizie poddano wptyw larwTrichinella spiralis lub Trichinella britovi na indukag
apoptozy komorek krwi obwodowej z uwzdhieniem liczby dodawanych larw, sposobu ich

utrwalenia w okréonych przedziatach czasowych.

6.1. Wptyw liczby dodanych larw (1, 10 lub 100)Trichinella spiralis lub

Trichindla britovi na indukcje apoptozy komaorek krwi obwodowej

6.1.1. Wplyw liczby dodanych larw Trichinella spiralis lub Trichinella
britovi na indukcje apoptozy limfocytéw po 1, 3 i 24 godzinach inkubagicz

pasazytami

Dodanie 1, 10 lub 10@wiezo pobranychzywych larw Trichinella spiralis lub
Trichinella britovi do badanej krwi skutkowato wzrostem odsetka limféw apoptotycznych
w stosunku do wixiwych préb kontrolnych.

Nie stwierdzono znamiennej mdicy w odsetku limfocytow apoptotycznych pauhzy
prébami krwi po dodaniu #iej liczby larwTrichinella spiralis lub Trichinella britovi, ani po
roznym czasie inkubacji krwi z larwami pasodw (rycina 4, 5).
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Rycina 4. Wzrost odsetka limfocytéw apoptotycznypchr&nym okresie inkubacji (h) z 1, 10 lub 18@iezo
pobranymizywymi larwamiTrichinella spiralis wzgledem widciwej kontroli (K)

* zaznaczono istotrigi pomkdzy liczky dodanych larw a wkaiwg grup kontrolm, p<0,05

Nie wykazano rénic istotnych statystycznie pogaizy odsetkami komorek apoptotycznych przynegj liczbie
dodanych larw, ani przy #dym czasie inkubacji
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Rycina 5. Wzrost odsetka limfocytow apoptotycznypechr@&nym okresie inkubacji (h) z 1, 10 lub 1@@iezo
pobranymizywymi larwamiTrichinella britovi wzglgdem wigciwej kontroli (K)

* zaznaczono istotroi pomigdzy liczlp dodanych larw a wigiwa grup kontrolrg, p<0,05

Nie wykazano rénic istotnych statystycznie pogaizy odsetkami komorek apoptotycznych przynegj liczbie
dodanych larw, ani przy #ym czasie inkubacji
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6.1.2. Wplyw liczby dodanych larw Trichinella spiralis lub Trichinella
britovi na indukcje apoptozy granulocytow po 1 i 3 godzinach inkubacje

pasazytami

Dodanie 1, 10 lub 10@wiezo pobranychzywych larw Trichinella spiralis lub
Trichinella britovi do badanej krwi skutkowalo wzrostem odsetka g@obw
apoptotycznych w stosunku do Wdavych prob kontrolnych dla kalej dodanej liczby larw
w 1. i 3. godzinie badania. Rdica ta byta istothna statystycznie (rycina 6 i 7).
Zaobserwowano tdice pom¢dzy wartgciami uzyskanymi po dodaniu 1 i 10 w stosunku do
100 dodanych larw w 1. i 3. godzinie badania diachinella spiralis, jednake analiza
statystyczna nie wykazata istoteo (rycina 6). Nie wykazano rownieréznic pomedzy

wynikami uzyskanymi w poszczegolnych przedziatardéisowych.
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Rycina 6. Wzrost odsetka granulocytow apoptotychnye r&nym okresie inkubaciji (h) z 1, 10 lub 18@iezo
pobranymizywymi larwamiTrichinella spiralis wzgledem kontroli (K)

* zaznaczono istotrigi pomkdzy liczky dodanych larw a wkaiwg grup kontrolm, p<0,05

Nie wykazano rénic istotnych statystycznie poedizy odsetkami komérek apoptotycznych przynej liczbie
dodanych larw, ani przy #ym czasie inkubacji
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Rycina 7. Wzrost odsetka granulocytéw apoptotychnye r&nym okresie inkubaciji (h) z 1, 10 lub 18@iezo
pobranymizywymi larwamiTrichinella britovi wzglgdem kontroli (K)

* zaznaczono istotrgi pomiedzy liczly dodanych larw a wigiwa grup kontrolrg, dla p<0,05

Nie wykazano rénic istotnych statystycznie pogdizy odsetkami komérek apoptotycznych przynej liczbie
dodanych larw, ani przy #dym czasie inkubacji
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6.2. Wplyw dodania 100 swiezo pobranych zywych, zamrazonych Iub
utrwalonych w alkoholu larw Trichinella spiralis lub Trichinella britovi na

indukcj e apoptozy komérek krwi obwodowej

Badanie to miato na celu ustalenie czy sposob Ugmie larw pasgyta ma wplyw na

indukcje apoptozy komorek krwi obwodowe.

6.2.1. Wplyw dodania 1008wiezo pobranych zywych, zamrazonych lub
utrwalonych w alkoholu larw Trichinella spiralis lub Trichinella britovi na
indukcj e apoptozy limfocytow krwi obwodowej po 1 i 3 godziach inkubacji

Z pasaytami

Po dodaniu 100 larwwiezo pobranychzywych, zamraonych lub utrwalonych w
alkoholu obydwu gatunkowrichinella do badanej krwi, jedynieywe larwy powodowaty
wzrost odsetka limfocytéw apoptotycznych w stosudkuwitaciwych kontroli. Ranice te
byly istotne statystycznie. Obserwowane odsetki &k apoptotycznych po dodaniu larw
zamraonych lub utrwalonych w alkoholu obu gatunkéw vt byly na poziomie
wiasciwych prob kontrolnych w kalej godzinie badania (rycina 8 i 9). Nie wykazano
rowniez réznic istotnie statystycznych pogeizy wynikami uzyskanymi w poszczegdlnych
przedziatach czasowych.
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Rycina 8. Wzrost odsetka limfocytow apoptotycznyehdznym okresie inkubacji (h) ze 1GWiezo pobranymi
zywymi, utrwalonymi w alkoholu lub zamgonymi larwamiTrichinella spiralis wzgledem widciwych kontroli

(K).

* zaznaczono istotrioi pomidzy proly badan a wiaciwa kontrok; p<0,05
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Rycina 9. Wzrost odsetka limfocytéw apoptotycznychdznym okresie inkubaciji (h) ze 18Wiezo pobranymi
zywymi, utrwalonymi w alkoholu lub zamzonymi larwamiTrichinella britovi wzgledem wigciwych kontroli

(K)

* zaznaczono istotrigi statystyczne porpilzy proly badag a wiaciwa kontroh; p<0,05
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6.2.2 Wplyw dodania 100swiezo pobranych zywych, zamrazonych lub
utrwalonych w alkoholu larw Trichinella spiralis lub Trichinella britovi na
indukcje apoptozy granulocytow krwi obwodowej po 1 i 3 godmach

inkubacji z pasazytami

Po dodaniu 100 larwwiezo pobranychzywych, zamrgonych lub utrwalonych w
alkoholu obydwu gatunkowrichinella do badanej krwi, jedynieywe larwy powodowaty
wzrost odsetka granulocytow apoptotycznych w stkgudo wiaciwych kontroli. RGnice te
byly istotne statystycznie. Obserwowane odsetki &@k apoptotycznych po dodaniu larw
zamraonych lub utrwalonych w alkoholu obu gatunkéw $wia byly na poziomie
wihasciwych préb kontrolnych w kalym badanym przedziale czasowym (rycina 10 i 11).
Analiza statystyczna w obu przedziatach czasowycglkawata istota zmiare odsetka
komorek apoptotycznych dla proby badarejchinella britovi inkubowanej zeswiezo
pobranymizywymi larwami wzgédem prob z zamémnymi lub utrwalonymi w alkoholu
larwami, natomiast w przypadkirichinella spiralis takiej istotnéci nie wykazano. Nie
wykazano ranic istotnych statystycznie pogoizy wynikami uzyskanymi w poszczegolnych

przedziatach czasowych.
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Rycina 10. Wzrost odsetka granulocytéw apoptotychmy r&nym czasie inkubacji (h) po dodaniu 100 larw
Trichinella spiralis: $§wiezo pobranych zywych, utrwalonych w alkoholu lub zamimnych wzgédem
wiasciwych kontroli (K)

* zaznaczono istotrgi statystyczne porgilzy proly badag a wiaciwa kontroh; p<0,05
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Rycina 11. Wzrost odsetka granulocytow apoptotychmy r&znym czasie inkubacji (h) po dodaniu 100 larw
Trichinella britovi: s$wiezo pobranyctzywych, utrwalonych w alkoholu lub zanmianych wzgédem wigciwych
kontroli (K)

* zaznaczono istotrigi statystyczne porgilzy proly badag a wiaciwa kontroh; p<0,05
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6.3. Poréwnanie apoptozy komérek krwi obwodowej indkowanej przez
dodanie 100 swiezo pobranych zywych larw Trichinella spiralis lub
Trichinella britovi

Badanie to miato na celu sprawdzenie, cznide medzygatunkowe, opisywane jakozroce
antygenowe i epidemiologiczne znajglupdzwierciedlenie w zdolr$ai larw Trichinella

spiralis lub Trichinella britovi do indukcji apoptozy komarek krwi obwodowe;j.

6.3.1. Wplyw 100 swiezo pobranych zywych larw obydwu gatunkow
Trichindla na indukcje apoptozy limfocytow po 1, 3 i 24 godzinach

inkubacji z pasazytami

Po dodaniu 10Gwiezo pobranychzywych larw do krwi, obserwowano w obu
badanych gatunkachrichinella wzrost odsetka limfocytow apoptotycznych. Wzrosh t
wykazano w kadym z przedzialdbw czasowych (rycina 12).zRi@e w odniesieniu do
wiasciwych préb kontrolnych byty istotne statystyczniewyjatkiem badania w 3. godzinie
dla Trichinella britovi, chat zmiany byly podobne jak w przypadKirichinella spiralis.
Wielkos¢ apoptozy limfocytéw krwi obwodowej indukowanej pez larwy obu gatunkow

Trichinella nie r@nita sk statystycznie wadnym badanym przedziale czasowym.
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Rycina 12. Wzrost odsetka limfocytow apoptotycznyph dodaniu 1008wiezo pobranychzywych larw
Trichinella spiralis lub 100swiezo pobranychzywych larw Trichinella britovi, wzgledem wigciwych kontroli
(K). Odsetek limfocytéw apoptotycznych oznaczand p8 i 24 godzinach

* zaznaczono rinice istotne statystycznie pogdizy grup badang a jej kontrod; p<0,05.

Pomkdzy badanymi gatunkamirichinella spiralis a Trichinella britovi nie wykazano rénic istotnych

statystycznie. Nie wykazanozdic istotnych statystycznie poegdizy wynikami uzyskanymi w poszczegélnych
przedziatach czasowych
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6.3.2. Wplyw 100 swiezo pobranych zywych larw obydwu gatunkow
Trichindla na indukcje apoptozy granulocytéw po 1 i 3 godzinach inkubaciji
Z pasaytami

Po dodaniu 108@wiezo pobranychzywych larw paseyta do krwi, obserwowano w
obu badanych gatunkackrichinella wzrost odsetka granulocytow apoptotyczny@Vzrost
ten wykazano w kalym z przedziatdbw czasowych (rycina 13).zRi@e w odniesieniu do
wiasciwych prob  kontrolnych byly istotne statystycznieOdsetek granulocytéw
apoptotycznych po dodaniu larfrichinella britovi w 1. i 3. godzinie byt wiszy niz po
dodaniu, w analogicznym czasie, lariwichinella spiralis. R&znica ta byta istotna
statystycznie. Odsetek apoptotycznych granulocykiwi obwodowej w poszczegoélnych

przedziatach czasowych nie ulegat zmianom istotetatystycznie.
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Rycina 13. Wzrost odsetka granulocytéw apoptotychngo dodaniu 10Gwiezo pobranychzywych larw
Trichinella spiralis lub 100swiezo pobranychzywych larw Trichinella britovi, wzgledem wigciwych kontroli
(K). Odsetek granulocytow oznaczano po 1 i 3 gaatzin

* pznaczono rénice istotne statystycznie pogdizy grup badan a jej kontrod; p<0,05
0znaczono rinice istotne statystycznie pogdizy probami badanymi w obu przedziatach czasowpeb;05
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7. DYSKUSJA

W pracy wykazanaze larwyTrichinella spiralisi Trichinella britovi mog indukow&
apoptoz limfocytow i granulocytow krwi obwodowej cztowieka vitro.

Uzyty zestaw ApoFluor Green zawiegay syntetyczny inhibitor kaspaz VAD FMK
sprzzony z karboksyfluoresceinw pokczeniu z Pl umdiwia w badanych komorkach
zréznicowanie trzech kolejnych etapéw apoptozy [120]:

1. aktywacja kaspaz bez zmian przepuszczainbtony komorkowej - FAM(+)PI(-), jest
charakterystyczna dlkeomorek wchodzcych w apoptoz,

2. utrata maliwosci usuwania Pl przez bterkomérkowy z obecnécia aktywnych kaspaz-
FAM(+)PI(+) - jest charakterystyczna dla Amiejszego etapu apoptozy komorki
apoptotyczne

3. utrata meliwosci wigzania inhibitorow kaspaz FAM(-)PI(+), charakterystga dla
komorek nekrotycznych

Komorki zywe, w ktérych nie zostaty uruchomione procesy apgutate, nie wykazuage

aktywnaici kaspaz oraz zmian przepuszczabidtony komérkowej to FAM(-)PI(-).

Okno czasowe powrtzy pobraniem krwi w Wojewddzkiej Stacji Krwiodawst, a
pocatkiem eksperymentu mogto powodaotmMaruchomienie proceséw aktywgych kaspazy.
Dotyczylo to gtdwnie granulocytow krwi obwodowejiOke po wynaczynieniu utrzymylj
swoje wiaciwosci przez okoto 6 - 8 godzin. Proceduraw@dczenia od momentu pobrania
krwi do wykonania pomiaréw nie przekraczata 6 gadNiemniej r@nice w wynikach prob
kontrolnych dotycace odsetka komorek wchagzch w apoptog pomiedzy limfocytami i
granulocytami zadecydowaty o poddaniu ocenie t)Wémoérek apoptotycznych [tabela 5, 6, 7

i 8 w Aneksie].

Indukcja apoptozy w komaorkach krwi obwodowej

W toku ewolucji pasgyty wytworzyty mechanizmy umdiwiajace im przetrwanie w
organizmie zywiciela. Zasiedlajc organizmzywiciela wywotupg one reakcje odporsoi
wrodzonej i swoistej, ktore mgjna celu eliminagj intruza. Z drugiej zastrony pasgyty

wyksztatcity liczne sposoby unikania odpowiedzi iommologicznej, co umdiwia im
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zapewnienie egtosci cyklu zyciowego. Zaliczg do nich mana hamowanie sygnatow w
komorce zywiciela, zmienné antygenow, mimikre molekularm, immunosupresj
bezpdredny, apoptoz [10, 23, 39, 49, 98, 137], czy, jak w przypadkuchinella spiralis,
wydzielanie czynnika immunosupresyjnego uszkagz@jo bezpgednio limfocyty-

limfopoetyny [11, 98].

Limfocyty

W pracy wykazano nuiwos¢ indukcji procesu apoptozy limfocytow Kkrwi
obwodowe] przezzywe larwy Trichinella spiralis i Trichinella britovi. Aktywacja tego
procesu naspowata bardzo szybko — wagu jednej godziny. Choctabadane limfocyty w
oznaczanej probie zetédy sie z antygenami larw w jednym czasie, apoptozie ylegko
niektore, podatne na qi Czas inkubacji nie wphgh na wzrost odsetka limfocytow
apoptotycznych. Celem niniejszej pracy nie bylo agdnie, od czego ta reakcja mogta

zaleze¢. Zagadnienie to wymaga dalszych hada

W pismiennictwie nie znaleziono danych dotycych badania madiwosci wptywu
Trichinella spiralis i Trichinella britovi na proces programowan@pierci limfocytow krwi
obwodowej cztowieka podczas inwazji. Apopior przypadku zateeniaTrichinella spiralis
obserwowano w limfocytach uzyskanych dedziony i krezkowych wztéw chtonnych u
zwierzgt doswiadczalnych [101]. Dotychczasowe badania nad tymcgsem podczas
zaraenia Trichinella spiralis dotyczz odmiennych od niniejszej pracy modeli badawczych.
Rd&znice te dotycz:

- pochodzenia badanych komérek: ludzie - zwierzdGwiadczalne

- rodzaju analizowanych tkanek: limfocyty i gramyty krwi obwodowej - komorki
migsniowe, nabtonka jelit, limfocyty uzyskane éedziony czy wztéw chtonnych

- przedziatéw czasowych: 1, 3 godziny - dni, tygedvo zaraeniu

- lokalizacji ekspozycji na larwyn vitro—invivo [101, 102, 103].

Indukcja apoptozy w limfocytach krwi obwodowej prz 100 swiezo pobranych
zywych larw Trichinella spiralis lub Trichinella britovi dotyczyta odpowiednio od 3% do
5,9% limfocytow dlaTrichinella spiralis i od 4,3% do 5,7% limfocytéw dldrichinella
britovi w badanych przedziatach czasowych. Uzyskane wynilkddcz, iz zapocatkowanie
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procesu zaprogramowaneéjnierci komérki mae dotyczy tylko pewnych subpopulacji
limfocytow krwi obwodowej, orazze nie ma rénic pomedzy obydwoma gatunkami
Trichinella, jesli chodzi o ich wptyw na limfocyty.

Podczas inwazjirichinella spiralis zaobserwowany zostat wzrost, jak i przesaiai
w fenotypie limfocytow krwi obwodowej ludzi i zwiest [8, 40]. W obu cytowanych
badaniach wykazano wzrost liczby limfocytéw CD3. zdierzt inwazja wizata s¢ ze
wzrostem limfocytow CD4, a w miartrwania zaraenia, w fazie misniowej, wzrastat
rowniez odsetek komorek CD8 [8]. U ludzi wykazano wzrodsetka limfocytow CD8, ktory
wigzat st z pocatkiem fazy méesniowej inwazji [40]. Powysze zmiany w fenotypie
limfocytéw krwi obwodowej wskazygjzaréwno na korelagjz cyklemzyciowym pasayta,
jak i z rozwojem swoistej odpowiedzi immunologicgrgwiciela. Dochodzi do aktywacji
czynnikdw promujcych odpowied Th2 w pocatkowej fazie inwazji, a nagbnie produkciji
przeciwciat i wzmaonej proliferacji limfocytow cytotoksycznych, ktome swoisty sposob
mog eliminowa larwy wiosnia.

Zalozenia niniejszej pracy nie obejmowaly oflemia fenotypu limfocytow
ulegapcych apoptozie.

Liczba (1, 10 i 100kywych larw obu gatunkéw whkmia, dodawana do badanej krwi
nie miala wplywu na wysokd odsetka limfocytdw apoptotycznych w oznaczanych
przedziatach czasowych. U zdrowych os6b liczbadowtow srednio wynosi 4,5 tys/pl. W
pracy inkubowano larwy pasgow z 400 ul krwi obwodowej i jupojedynczezywe larwy
wykazywaty zdolné¢ uruchomienia proceséw apoptozy tych komérek. Daddn larwy
wtosnia do badanej objosci krwi odpowiada diej inwazyjndci, jaka nie jest obserwowana
w warunkach naturalnych. Inne etgsci krwi obwodowej z przyczyn technicznych nie byty

brane pod uwag

Granulocyty

W pracy wykazano réwnie mazliwos¢é indukcji apoptozy przezzywe larwy
Trichinella spiralis lub Trichinella britovi w granulocytach krwi obwodowej. Podobnie jak w
przypadku limfocytow, aktywacja tego procesu gastvata w cagu jednej godziny. Odsetek
granulocytow apoptotycznych nie zmienia¢ 8i czasie i byt wyszy niz odsetek limfocytéw
ulegajcych apoptozie, aczkolwiek tych dwoch populacji péegdwnywano niidzy soly.
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Leukocytoza i eozynofilia gs bardzo charakterystycznmanifestagy przebiegu
zaraenia wigniem ketym, a eozynofilia me wzrastd nawet do 80% wszystkich
leukocytéw [98]. Oprécz eozynofilii krwi obwodowejacieki tych komérek obserwowang s
w zaraonych mesniach czy nabtonku jelit [62]. Dotychczasowe badanykazaty apoptaz
eozynofilbw podczas zarania Trichinglla spiralis [34, 41], jak i innymi pastytami
jelitowymi [146]. Podobnie, jak w przypadku limfaéy, cytowane prace oparte byly na
innych modelach badawczych. Dodatkowo w zafvach niniejszej pracy nie zmdicowano
granulocytow pod &em rodzaju ziarnistei — kwaso-, zasado- i olgdpochtonnych. We
krwi zdrowych dawcow eozynofile stanawiok. 1% granulocytow. Ze wzglu na
zaobserwowany w pracy odsetek apoptotycznych goagtdw mana wnioskowd, ze
doszto do apoptozy réwnigjesli nie przede wszystkim, granulocytow obimjochtonnych.

Granulocyty poprzez swpjwiasciwos¢ produkcji czynnikdw prozapalnych meg
dziata& niekorzystnie zarowno na tkankywiciela, jak i samego paggta i z tego powodu,
jako jedne z pierwszych komoérek uktadu immunologego § usuwane poprzez proces
apoptozy [24].

Uzyskane w pracy wyniki wskazyjiz tak samo jak w przypadku limfocytéw poprzez
indukcjg procesow programowanejmierci, w granulocytach krwi obwodowej larwy
Trichinella spiralis lub Trichinella britovi rowniez mogy wplywaé na ksztattowanie
odpowiedzi immunologicznejywiciela.

Wplyw pasaytéw na induka} apoptozy granulocytow krwi obwodowej i na charakte
odpowiedzi immunologicznej zostat poznany w nielral stopniu, a badania koncentrowaty
si¢ gtdwnie na populacji eozynofilow, ktoreg scharakterystycznym elementem obrazu
zaraen pasaytniczych [19, 32, 146].

Podczas zafmgnia myszy Taenia crassiceps opisano apopt@z eozynofilow.
Najwyzszy odsetek komorek apoptotycznych — 67,27% zaolseny zostat 6. dnia po
inwazji [146].

W niniejszej pracy wykorzystano krew zdrowych dawg u ktorych wgrod
granulocytow krwi obwodowej dominuj neutrofile stanowgic 50-70% wszystkich
leukocytéw (eozynofile 1-5%) [123, 138]. Neutrofitgjg 6-8 godzin, nie hamaajg Sic na
obwodzie, a ich usuwanie, m.in. przez apogtgest powszechnym mechanizmem zaréwno w
warunkach fizjologicznych, jak i podczas zaaa[138].

Wplyw antygendw pasgta na indukaj apoptozy neutrofiléw opisano w przypadku
Cysticercus cellulosae w warunkachin vitro. Ekstrakt uzyskany z zamaonych catych

pasaytow indukowat apoptagzneutrofilow na poziomie 3-4% [19].
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W pracy uzyskano znacznie #sze wartéci granulocytow krwi obwodowej
ulegapcych apoptozie, inkubowanych zaviezo pobranymizywymi larwami wignia.
Rozbignosci te mog wynikac zaréwno z odmiennego modelu badawczego, jak i
wykorzystania w cytowanej wcgaiej pracy zamrgonych pasgytow. Wyniki uzyskane w
badaniach wiasnych, wskazuja znacznie wkszy potencjat indukcji apoptozy przeywe,
niz utrwalone larwy pasgtow [19]. Maze to wskazywd ze za indukg apoptozy
odpowiadaj nie tyle antygeny obecne na powierzchni pgsn co antygeny ES, lub
produkty metabolizmuzywych larw, by moze pojawiagce s¢ tylko w kontakcie z
komérkami uktadu odpordoiowegozywiciela.

Uwaza sk, ze wyizolowane produkty wydalniczo-wydzielnicze pagoéw oraz
ekstrakt uzyskany zé&wiezych larw charakteryzygj sie zblizong antygenowécia [40].
Natomiast brak jest doniesi€lotyczcych porowna antygenowéci zamraonych iswiezych

ekstraktow z pasgytow.

W badaniu zeswiezo pobranymi zywymi larwami Trichinella spiralis
zaobserwowano phice pomgdzy wartgciami odsetka apoptotycznych granulocytow
uzyskanych po dodaniu 1 i 10 larw w stosunku do @6@8anych larw, jednak analiza
statystyczna odsetka granulocytow ulggggh apoptozie nie wykazata istofiaotych zmian.
Dodatkowo odsetek badanych granulocytow po dodh@dswiezo pobranychzywych larw
Trichinella britovi odpowiednio wynosit w 1. i 3. godzinie badania; B8 i 62% i byt istotnie
statystycznie wiszy niz po dodaniu 100zywych larw Trichinglla spiralis, ktory w
analogicznych czasach wyniést 20,7% i 22,4%. Wantalkreli¢, ze zaznaczyla situ
znacznie wyraniej raznica medzy obydwoma gatunkamilrichinella, nieobecna w
przypadku limfocytow. Mogtoby siwydawa, ze inwazyjnd¢ larw Trichinella britovi jest
wicksza. Jednak nie wywiepajone tak niszcrego wpltywu na limfocyty, a to wdaie
odporna¢ swoista decyduje o przebiegu zamaia.

Wartcsci te zblizone g do rezultatdw bada przeprowadzonych na szczurach
zaraonych Trichinella spiralis, u ktorych wykazano antyapoptotyczny wplyw pada na
eozynofile krwi obwodowej: 52% apoptotycznych eazyldw w przypadku zwiergt
zdrowych, stanowgcych kontro¢ badania i 23,8 % w przypadku zwigtrzaraonych [32].
Powyzej cytowana praca [32] jest punktem wgyp do dyskusji na temat ochronnego wptywu

eozynofilow nalrichinella spiralis.
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Inkubacja duej liczby swiezo pobranychzywych larwTrichinella spiralis (100 sztuk)
w objetosci 400 ul krwi mogta doprowadzi do takiego stzenia produktéw wydalniczo-
wydzielniczych, ktorego rezultatem powyzsze obserwacije.

Analogicznie, jak w przypadku limfocytéw, dodarde 400 ul krwi pojedynczych
zywych larw widgnia wystarcza do indukcji apoptozy granulocytéw, ibtak przekracza
poziom wys¢pujacej naturalnie ekspozycji na te larwy.

Indukcja apoptozy przez swieze larwy Trichinella spiralis lub Trichinella

britovi

Mozliwos¢ indukcji apoptozy w granulocytach i limfocytach wkr obwodowej
wykazano w pracy tylko po dodaniwiezo pobranychzywych larw Trichinella spiralis lub
Trichinella britovi. Larwy utrwalone w alkoholu i zamtone nie wykazywalty takich
wiasciwosci. Swiadczy to o tym,ze produktyzywych larw posiadaj wickszy potencjat
wywotujacy programowaap smier¢ komorki i g drogy pasayty mogs regulowd& korzystne
dla siebie zmiany w komoérkactywiciela. Mazliwosé wptywu na indukaj apoptozy przez
substancje wydalniczo-wydzielnicze (antygeny ES)gesowaty badania dotygee
formowania kompleksu komérki opiekunki w tkancegéniowej [10, 140, 141]. Obeckd
produktow wydalniczo-wydzielniczych Trichinella spiralis wykazano zarowno w
cytoplazmie, jak i wgdrze komdrkowym zaganych komorek tkanki npgniowej [6]. Bardzo
prawdopodobnym jest, poprzez anadpgie w podobny sposéb antygeny HEichinela
spiralis lub Trichinella britovi mog oddziatyw& na limfocyty i granulocyty krwi

obwodowe.

Obecné¢ procesu programowangjmierci w komoérkachzywiciela w przebiegu
wiosnicy zostata zaobserwowana po raz pierwszy w koawrkjelit i komoérkach
migsniowych myszy [57]. Piniejsze badania dotyczyly gtéwnie roli apoptozy quab
tworzenia s komorki opiekunki [6, 10, 141]. Wnikanie larw vitua do tkanek mggniowych
powoduje uszkodzenie komorek, ktére w przypadkikionaazliwosci naprawy mog byc
usuwane na drodze apoptozy [141]. W komdrkacksmowych zaobserwowano dwie drogi
indukcji apoptozy: szlak zewtrzny poprzez receptor TNé&4 wewretrzny- mitochondrialny

[10, 139]. Powysze mechanizmy umbwiaja skuteczne unikanie odpowiedzi
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immunologicznejzywiciela przezTrichinella spiralis. Ograniczona apoptoza uszkodzonych
komorek mgsniowych nie uaktywnia komérek uktadu immunologicgaeWe wczesnej fazie
tworzenia tego kompleksu nie stwierdzono lokalnedozynu zapalnego, a miejscowy naciek
jednopdrzastych komaorek - gtébwnie granulocytéw pojawiawgip&niejszym czasie [6].

Indukowana przez paggty apoptoza komorek uktadu immunologicznego stanchv
element strategii przetrwania w organiznigwiciela. Procesy te obejmyjm.in. wptyw
pasaytow na okrelony typ odpowiedzi immunologicznej poprzez elingjgadrogy apoptozy
wybranych grup komorek, co m® promowa korzystny dla pasgta typ odpowiedzi [49].
Przyktadem tego véwiecie nicieni jest mikrofilariaBrugia pahangi, wywotujaca apoptog
limfocytbw CD4 [50]. Opisywano nmidiwos¢ apoptozy indukowanej antygenami ES w
limfocytach krwi obwodowej, oraz pochagtzch zesledziony zwierat laboratoryjnych w
przypadku zarzenia Taenia crassiceps i Taenia solium [75, 126, 146]. Uwza Sk, ze przy
wysokim stzeniu antygendéw, co ma miejsce w chorobach przewdekt i
autoimmunologicznych, e%é populacji aktywowanych limfocytow T mie by usuwana na
drodze AICD (activation- induced cell death) [13].

Prawdopodobnym wydajecsize Trichinella spiralis maze mie wptyw na korzystne
dla tego pasgita zmiany fenotypu limfocytéw krwi obwodowej. Mddgja odpowiedzi
immunologicznejzywiciela przez pasgty moze dotyczy réwniez oddziatywania, gtownie
przez antygeny ES na pozostate komorki uktadu adgorowego. Antygeny jafschistosoma
mansoni indukup produkcg IL-4 i degranulagj mysich i ludzkich bazofilow, a antygeny ES

Nippostrongylus brasiliensis hamug in vivo rekrutacg eozynofilow do ptuc [45].

Trichinella spiralisa Trichinella britovi

Podczas inwazjilrichinella spiralis w tkance mgsniowej obserwowana jest wkgza
liczba larw mégsniowych niz przy zaraeniu Trichinella britovi [26, 54]. Znajduje to
odzwierciedlenie w przebiegu zaemia — znacznie ¢iszy i gwalttowniejszy w wypadku
Trichinella spiralis niz Trichinella britovi [107]. Jest to ttumaczone znacznie 78z
rozrodczdcia Trichinella spiralis, nie tylko w stosunku ddrichinella britovi, ale réwnie
innych gatunkéw wkéni [26, 40, 54, 107]. Z drugiej strony tagodniejgaszebieg zargen
wywotanych Trichinella britovi moze by rowniez zwigzany z wekszy immunogenngcia
larw tego gatunku i skuteczniejszym mechanizmem l@zeaia inwazji przez ukiad

immunologicznyzywiciela. Naleatoby uwzgédni¢ tez fakt dwo czstszych zargen ludzi i
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zwierzt Trichinella spiralis, co mogto spowodowaodmienne mechanizmy adaptacyjne na
linii pasazyt - zywiciel.

Prawdopodobnym wydajeeswigc, iz uzyskane w pracy wyniki po inkubacji ze 100
swiezo pobranymizywymi larwami Trichinella spiralis w odniesieniu do dodanej liczby 1 i
10 larwTrichinella spiralis, jak i 1, 10 lub 100 larWrichinella britovi, mogy stanowé jedmn
ze sktadowych takich mechanizméw adaptacyjnych.

Nie sposob jednak wykluczyiz wykazana maiwosé¢ indukcji apoptozy limfocytow
i granulocytow krwi obwodowej jest jedynie reakcpa odpowied immunologiczi
zywiciela bez wpltywu na ksztattowanie oki@nego typu odpowiedzi.

Prawdopodobnie, w ok$lenym srodowisku pasoyty mogs zar6éwno indukowa
apoptoz jak i dziat& antyapoptotycznie na wybrane grupy komorek, stajaczavarunki do
zamkngcia swojego cykluyciowego. Wptyw na charakter odpowiedzi immunolagiej jest
cechy wielu gatunkéw pasgtow [32, 45, 50].

W pracy wykazano wptyw larwrichinella spiralis lub Trichinella britovi na indukog
procesow apoptozy limfocytéw i granulocytéw krwivaetidowejin vitro. Tylko swieze zywe
larwy obu gatunkéw winia byty zdolne do zainicjowania proceséw prograrogjsmierci
komorek. Rane wartdci odsetka granulocytow i limfocytéw apoptotycznyeiskazuj na
istotrg rol¢ zywych larw Trichinella spiralis lub Trichinella britovi na ksztattowanie
odpowiedzi immunologicznejywiciela. Wskazuje to na mbwos¢ selektywnego wptywu

larw pasayta na okrélone populacje i subpopulacje komoérek uktadu imnogioznego.
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8. WNIOSKI

1. Swiezo pobranezywe larwy Trichinella spiralis i Trichinella britovi indukup apoptoz
limfocytéw i granulocytéw krwi obwodowep vitro.

2. Odsetek limfocytow krwi obwodowej ulegaych apoptozie w czasie inkubacji z larwami
Trichinella spiralis lub Trichinella britovi byt znacaco nizszy od odsetka apoptotycznych

granulocytow.
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9. STRESZCZENIE

Trichinella spp. jest jednym z najbardziej rozpowszechnionyphsaytow
powodupcych zaraenie ludzi i zwierat. Trichinelloza - choroba wywotywana przez tego
pasayta mae dotyczy kilkunastu milionéw ludzi w wielu krajachwiata, a do zataenia
cztowieka dochodzi po spyciu niedogotowanego lub niedosimaego mgsa zawierajcego
larwy wiosnia. W przypadku inwazjirichinella spp. uwaa sk, ze pasayty te mog miec
wplyw na procesy programowan@pierci komorekzywiciela, co umaliwia im przezycie,
rozmnaanie i rozwoj.

W pracy badano niiwos¢ indukcji apoptozy przez larwyrichinela spiralis i
Trichinella britovi w ludzkich limfocytach i granulocytach krwi obwodejn vitro. Badania
przeprowadzano dodg do 400 pl krwi 1, 10 lub 108wiezo pobranychzywych larw
Trichinella spiralis lub Trichinella britovi lub 100 larw pasttéw zamraonych kydz
utrwalonych w alkoholu. Do oceny apoptozy wykormgianeto@ cytometrii przeptywowej,
po wczeéniejszym wybarwieniu badanych komorek przy pomoestawu ApoFluor Green.
Wykonywano pomiary apoptozy po 1 i 3 godzinachgi@nulocytow krwi obwodowej, a dla
limfocytow po 1, 3 i 24 godzinach, ze wedu na diiszy czas przgcia tych komérek po
wynaczynieniu Krwi.

Tylko s$wiezo pobrane zywe larwy Trichinella spiralis i Trichinella britovi
wykazywaly maliwo$¢ indukcji programowanej$mierci w komorkach limfocytow i
granulocytow krwi obwodowej cztowiekia vitro. R&zna liczba dodawanych larw nie miata
wplywu statystycznie istotnego na wysékmdsetka limfocytow i granulocytéw ulegajch
apoptozie. Nie wykazano z0ic pomedzy gatunkienTrichinella spiralis aTrichinella britovi
w mazliwosci aktywacji apoptozy w limfocytach i granulocytalktwi obwodowe;j.

Odsetek ulegagych apoptozie limfocytow krwi obwodowej w czasigkubaciji z larwami
Trichinella spiralis lub Trichinella britovi byt znacaco nizszy od odsetka apoptotycznych
granulocytow.

Zdolnas¢ larw Trichinella spiralis i Trichinella britovi do indukcji apoptozy komorek
uktadu odpornéciowego mae odzwierciedla przystosowanie paggta do unikngcia

pierwszych etapéw odpowiedzi immunologiczagjiciela.
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10. ABSTRACT

Trichinella spp. is one of the most common human and animaspes. Several
million people in many countries around the worldfer from trichinellosis — a disease
caused by this parasite. Human infections are canosenly by eating of undercooked or not
sufficiently fried meat containingrichinella larvae. During the invasioiirichinella spp.
seems to affect the programmed cell death procedshe host’s cells, allowing the larvae to
survive, reproduce and develop.

The study investigated the possibility of induntiof apoptosis by the larvae of
Trichinella spiralis and Trichinella britovi in human peripheral blood lymphocyte and
granulocyte populations vitro. The study was carried out by adding 1, 10 or ft886hly
collected living larvae offrichinella spiralis or Trichinella britovi or 100 larve frozen or
preserved in alcohol to 400 pl of peripheral bloAdoptosis was estimated on the basis of
ApoFluor Green staining of the blood cells. Thecpatage of apoptotic granulocytes was
measured by flow cytometry after 1 and 3 hours rafubation with larvae, while the
percentage of apoptotic lymphocytes was measuted hf3 and 24 hours, due to the longer
survival of these cells after extravasation of dloo

Only freshly collected living larvae ofrichinella spiralis and Trichinella britovi
induced programmed cell death in human lymphocgitesgranulocytem vitro. The number
of added larvae had no statistically significanfeeff on the percentage of apoptotic
lymphocytes and granulocytes in examined samplé® addition of eitherTrichinella
spiralis or Trichinella britovi larvae induced the same degree of apoptosis gbehpheral
blood cells.

The percentage of apoptotic lymphocytes causetidyntubation withrichinella spiralis or
Trichinella britovi larvae was significantly lower than the percentagfe apoptotic
granulocytes.

The ability of parasitic nematod&sichinella spiralis and Trichinella britovi to
induce the apoptosis in human immune cells magcetheir adaptation to avoid the early

stages of host immune responses.
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12. ANEKS

Aneks zawiera tabele z danymi uzyskanymi podczakahia z podziatem na gatunek
wiosnia kretego i rodzaj badanych komorek. Tabele zawsedane z uwzgldnieniem czasu
inkubaciji, liczby dodanych larw pasga, uzyskanych warfci s$rednich, minimum,

maksimum, mediany i odchylenia standardowego.
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Tabela 5

Trichinella spiralis

Komorki Spqsob L|CZb? Ie}rvv Czas Llcz,ba Srednia | Mediana | Minimum [Maksimum | Odch.stand.
utrwalnia larw pasazytow prob

1h 26 0,8 0,6 0,0 3,2 0,8
0 3h 26 0,6 0,5 0,0 2,7 0,7
24h 5 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0
1h 6 2,6 2,3 0,6 6,0 1,9
” 1 3h 6 3,8 2,5 0,4 10,0 3,5
S Swieze 24h 6 3,6 2,7 1,7 8,6 2,6
L>’\ 1h 6 3,0 2,3 0,2 6,7 2,4
° 10 3h 6 4.6 3,9 0,6 11,6 41
‘g 24h 5 2,5 2,6 1,6 3,4 0,7
% 1h 26 3,0 3,0 0,6 5,9 1,4
100 3h 26 3,3 2,8 0,5 7,0 1,7
Py 24h 5 5,9 3,3 2,8 11,3 4,0
§ 0 1h 31 1,0 0,6 0,0 3,9 1,0
"é Zamrozone 3h 31 1,1 0,6 0,0 5,3 1,3
5 100 1h 35 1,5 1,1 0,0 7,5 1,7
3h 35 1,7 1,3 0,1 7,1 15
0 1h 30 1,0 0,9 0,0 3,9 1,0
Alkohol 3h 30 1,2 0,6 0,0 5,3 1,4
100 1h 34 1,2 0,8 0,0 4.5 1,2
3h 34 1,9 0,8 0,0 9,2 2,2
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Tabela 6

Trichinella spiralis
Komorki Spogob L'C.Zba} Czas Llcz,ba Srednia | Mediana | Minimum |Maksimum | Odch.stand.
utrwalenia larw pasaytow préb

0 1h 26 9,1 8,1 0,0 35,6 8,5
3h 26 6,1 6,0 0,0 23,0 5,4
GCJ 1 1h 5 57,0 61,6 245 84,8 23,1
N Swieze 3h 5 53,5 50,6 31,5 71,7 15,8
> 1h 5 64,3 70,3 36,0 89,1 22,0

o 10 ’ ’ ’ ’ ’
s 3h 5 56,3 58,8 16,1 79,4 24,8
8_ 100 1h 25 20,7 16,1 1,1 75,6 18,6
© 3h 25 22,4 13,7 0,9 84,9 21,4
> 0 1h 26 21,4 10,5 0,1 65,9 23,0
> Zamrozone 3h 26 14,3 9,4 0,3 46,9 14,0
i) 100 1h 35 15,4 8,5 0,0 66,1 18,0
2 3h 35 13,6 9,6 0,6 37,3 10,8
© 0 1h 33 229 12,0 0,1 65,9 24,4
O Alkohol 3h 33 14,1 10,1 0,1 46,9 13,3
100 1h 34 19,8 14,0 0,5 73,2 21,7
3h 34 12,1 10,8 0,7 28,5 8,4
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Tabela 7

Trichinglla britovi

Komorki Spogob L'C.Zba} Czas Llcz,ba Srednia | Mediana | Minimum |Maksimum | Odch.stand.
utrwalenia larw pasaytow préb

1h 8 1,2 0 0 6,4 2,4

0 3h 8 0,7 0 0 4,2 1,5

24h 5 0 0 0 0,1 0

1h 8 5,3 3,6 0,3 12,9 45

o 1 3h 8 5,3 5,9 0,2 10,8 3,2

S Swieze 24h 6 3,9 3,1 1,7 10,0 3,1

Q. 1h 8 6,2 5,4 0,2 13,1 4.9

° 10 3h 8 5,4 4,3 1,1 11,7 3,9

g'- 24h 5 2,7 2,3 0,8 4,5 1,4

% 1h 8 6,1 4,3 0,1 14,9 5,5

100 3h 8 4,2 4,3 0 7,5 2,1

; 24h 5 5,7 5,7 2,2 10,9 3,5

o 0 1h 23 1,2 1 0,1 3,9 1,1

“é Zamrozone 3h 23 1,3 0,5 0 5,3 1,5

5 100 1h 27 1,4 1,3 0 4,9 1,3

3h 27 2,3 1,1 0 10,4 2,8

0 1h 10 1,9 1,8 0,1 3,9 1,2

Alkohol 3h 10 1,9 1,8 0 5,3 1,8

100 1h 14 1,6 1,4 0 3,9 1,4

3h 14 2,5 1,3 0,1 8,0 2,8
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Tabela 8

Trichinglla britovi

Komorki Spogob L'C.Zba} Czas Llcz,ba Srednia | Mediana | Minimum |Maksimum | Odch.stand.
utrwalenia larw pasaytow préb
0 1h 6 0,1 0,0 0,0 0,2 0,1
3h 6 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0
GCJ 1 1h 7 69,0 77,3 34,3 85,0 18,6
N Swieze 3h 7 60,7 57,5 43,9 81,3 15,0
> 1h 7 71,5 77,3 48,0 81,6 12,5
o 10 ’ ’ ’ ’ ’
s 3h 7 58,9 59,4 20,8 90,0 22,7
8_ 100 1h 7 69,7 77,3 24,8 90,8 22,4
© 3h 7 62,0 58,0 37,0 90,4 17,6
> 0 1h 24 24,1 14,6 0,2 65,9 22,4
> 7 amrozone 3h 24 16,1 11,6 0,1 46,9 13,5
i) 100 1h 27 20,8 17,2 0,5 63,3 20,8
2 3h 27 21,0 20,2 1,0 50,7 13,6
© 0 1h 11] 311 29,8 1,9 62,9 18,6
O Alkohol 3h 11 25,3 27,3 10,1 46,9 11,6
100 1h 14 26,7 26,5 0,9 63,3 22,4
3h 14 22,9 22,6 12,4 37,3 7,8
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