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ABSTRACT. The aim of the study was to examine the influence of free radicals: nitric oxide (NO), hydrogen peroxi-
de (H,05) and superoxide anion (O,") on Trichinella spiralis infection in mice. The studies were performed on two stra-
ins of mice: C57BL/6 and BALB/c, which differ in immunological response to 7. spiralis infection. Also the influence
of AG — inhibitor of inducible nitric oxide synthase (iNOS) administered in the first days after 7. spiralis infection (1-
5 dpi) on the cytotoxic immune response and on the number of adult parasites as well as the influence of AG admini-
stered at the beginning of muscle phase of the T. spiralis infection (16-29 dpi) on the cytotoxic immune response and
the number of muscle larvae was studied. Activation of macrophages can cause pathology. Contact of macrophages with
antigens stimulates these cells to produce, among others, highly reactive inorganic compounds. There are free radicals:
NO, H,O, and O,™. NO, O5,", and their metabolites are highly toxic for most pathogens, including parasites. However,
little is known about their role in the defense against 7. spiralis infection. The performed studies have proved, that free
radicals play role in the host immune response during both intestinal and muscle phase of T. spiralis infection in mice.
In the intestinal phase of the 7. spiralis infection cytotoxic immune response is activated in mice peritoneal cavity and
in the muscle phase, the local immune response activated in the neighborhood of larvae in muscles appeared as the hi-
gher level of free radicals in blood and urine. Administration of AG between 1-5 dpi causes opposite reactions in two
different strains of mice. In BALB/c mice AG causes fast expulsion of adult 7. spiralis from the intestine but in
C57BL/6 mice the expulsion of parasites is slower after AG. However, there are no differences between two strains of
mice after treatment with AG between 16 and 29 dpi. AG causes diminution of larvae in muscles of both BALB/c and
C57BL/6 mice. Inflammatory response in peritoneal cavity is observed later during the infection in ,,low responders”
(C57BL/6) mice in comparison with ,high responders” (BALB/c) mice. Thl like mice (C57BL/6) react stronger to AG
treatment than Th2 like mice (BALB/c). It occurs as changes and fluctuations in free radicals levels and the number of
peritoneal cells after AG treatment in C57BL/6 mice.Weak or no reaction on AG injections in BALB/c mice is respon-
sible for more stabile and more sufficient defense response of the host to 7. spiralis infection.
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tes, Trichinella spiralis.

Streszczenie cyklu rozwojowym. Postacie doroste bytuja w ente-
Trichinella spiralis (wlosiei krety) (Owen, rocytach, a larwalne w migSniach zwierzat krego-
1835) to wewnatrzkomérkowy pasozyt o ztozonym  wych. Czlowiek zaraza si¢ tym nicieniem w sposob
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naturalny, tak jak inne gatunki zwierzat kregowych:
ssaki drapiezne (koty, psy, wilki, lisy), wszystkozer-
ne (Swinie, dziki), gryzonie (szczury, myszy) czy
gady (krokodyle) poprzez zjedzenie mig¢sa zawiera-
jacego pasozyty. Rozpnoznanie kliniczne wtosnicy
jest wiarygodne dopiero okoto 14 dni po zarazeniu,
a immunologiczne okoto 20 dni po zarazeniu. P6Zna
diagnoza oraz bytowanie pasozyta wewngtrz ko-
moérek zaréwno w fazie jelitowej jak i miesniowe;j
znacznie utrudnia leczenie tej parazytozy, z powodu
koniecznosci zastosowania lekéw, ktére penetruja
do wnetrza komoérki. Uzasadnione jest wige poszu-
kiwanie takich drég biologicznych, ktére wspoma-
gane odpowiednimi farmaceutykami mogltyby by¢
uzyteczne w leczeniu wlosnicy. Wczesne zdiagno-
zowanie i podjecie leczenia jest o tyle wazne, ze juz
po osiedleniu i otorbieniu si¢ larw w miesniach cat-
kowite wyleczenie chorego jest niemozliwe. Dlate-
go jedynie terapia wczesnych etapow infekcji mo-
gtaby doprowadzi¢ do catkowitego wyleczenia lub
znacznie ograniczy¢ patologi¢ tej parazytozy.

Wolne rodniki, takie jak tlenek azotu (NO) i re-
aktywne formy tlenu (RFT), sg reaktywnymi czg-
steczkami mogacymi przechodzi¢ przez btony bio-
logiczne. Jest to bardzo wazne w przypadku ko-
niecznosci penetracji do enterocytéw, gdzie znajdu-
ja sie postacie doroste T. spiralis w pierwszej fazie
infekcji, jak i do otorbionych larw T. spiralis w mig-
$niach. Nadmierna ilos¢ wolnych rodnikéw w orga-
nizmie moze wywotywac efekty patologiczne np.
uszkodzenia komérek i tkanek. Musi wiec istnie¢
w organizmie mechanizm kontrolujacy ich produk-
cje. Poniewaz znana jest rola NO i RFT produkowa-
nych przez aktywowane makrofagi w niszczeniu in-
nych patogenéw na drodze niespecyficznej, cytoto-
ksycznej odpowiedzi komdrkowej, uzasadnione by-
o przeprowadzenie badan nad poznaniem roli tych
czasteczek w przebiegu zarazenia T. spiralis.
W przebiegu wlosnicy wystepujg nacieki komorek
zapalnych, obserwuje si¢ ztozong odpowiedZ immu-
nologiczng organizmu oraz immunosupresje. Dlate-
go podjeto badania nad rolg wolnych rodnikéw za-
angazowanych we wszystkie te zjawiska i podjeto
probe zrozumienia mechanizméw ich réznorodnego
dziatania, stosujgc inhibitor syntezy NO oraz dwa
szczepy myszy réznigce si¢ odpowiedzig na zaraze-
nie wtosniem kretym.

Myszy szczepu C57BL/6 charakteryzujg si¢ sta-
ba odpowiedzig na zarazenie 7. spiralis (tzw. szczep
,low responders”) i sg szczepem typu Thl. Potwier-
dza to utrzymywanie si¢ postaci dojrzatych pasozy-
ta w jelicie myszy tego szczepu przez ponad 18 dni

po zarazeniu. Makrofagi M-1 izolowane od tych
myszy sa tatwo aktywowane do produkcji NO
i wplywajg na odpowiedz typu Thl. Drugim uzytym
w badaniach szczepem byly myszy szczepu
BALB/c odpowiadajace silniej i szybciej na zaraze-
nie 7. spiralis (tzw. szczep ,high responders”). Jest
to szczep typu Th2. Makrofagi izolowane od myszy
BALB/c nalezg do M-2 makrofagéw, ktére produ-
kuja mniejsze ilosci NO niz makrofagi M-1, a ich
aktywacja wplywa gtéwnie na indukcje odpowiedzi
typu Th2. U myszy nalezacych do tego szczepu po-
stacie dojrzate pasozyta utrzymujg si¢ w jelicie tyl-
ko przez 14-15 dni po zarazeniu.

Celem pracy byto poznanie wptywu wolnych ro-
dnikéw takich jak: tlenek azotu (NO), nadtlenek wo-
doru (H,0O,) 1 anionorodnik ponadtlenkowy (O,") na
przebieg infekcji Trichinella spiralis u myszy
C57BL/6 i BALB/c, r6znie odpowiadajacych na za-
razenie T. spiralis, po i bez zastosowania selektyw-
nego inhibitora indukowalnej syntazy NO (iNOS)
— aminoguanidyny (AG).

Badania opieraly si¢ na metodach koloryme-
trycznych oceny ilosci NO i szybkosci wytwarzania
wybranych RFT, prowadzeniu hodowli komoérek in
vitro oraz na ocenie liczby pasozytéw w zarazonych
zwierzgtach doswiadczalnych w kolejnych etapach
infekcji.

Przeprowadzone badania pozwolily ustali¢, czy
inhibitor iNOS dziala w ten sam sposéb na myszy
obu badanych szczepéw niezaleznie od czasu jego
podawania, czy tez wlasnie czas podawania AG, fa-
za infekcji T. spiralis 1 szczep myszy maja znacze-
nie. Okazuje si¢, ze w przebiegu wiosnicy wszystkie
badane czynniki sg istotne. Najwazniejsze jest chy-
ba to, ze wolne rodniki sg zaangazowane w odpo-
wiedZ obronng zywiciela w obu etapach infekcji 7.
spiralis, niezaleznie od uzytego szczepu myszy.
W fazie jelitowej odpowiedZ cytotoksyczna jest ak-
tywowana gléwnie w jamie otrzewnej na samym
poczatku infekcji, a w fazie migsniowej lokalna od-
powiedZ aktywowana w sagsiedztwie larwy skutkuje
wzrostem poziomu wolnych rodnikéw we krwi
i w moczu i nasila si¢ z czasem.

Ponadto zastosowanie AG w dwoéch réznych
okresach po zarazeniu, we wczesnej fazie jelitowe;j
(1-5 dpz) 1 wezesnej fazie migSniowej (16-29 dpz),
ma wplyw na spadek liczby pasozytéw zaréwno
w jelicie jak i w migsniach. Wykazano, ze podawa-
nie AG w dniach 1-5 pz wywoluje przeciwstawne
efekty w dwéch badanych szczepach myszy. U my-
szy BALB/c powoduje bardzo szybkie usuwanie
postaci dorostych z jelita, a u myszy C57BL/6 je
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spowalnia. Natomiast podawanie AG w dniach 16-
29 pz ma podobne dziatanie na myszy obu bada-
nych szczepow; powoduje, ze mniej larw zasiedla
miesnie. Potwierdzono oraz uzupetniono o nowe da-
ne zjawisko odmiennego przebiegu wiosnicy i r6z-
nic w odpowiedzi immunologicznej na zarazenie 7.
spiralis miedzy dwoma szczepami myszy ,,low re-
sponders” (C57/BL/6) 1 ,high responders”
(BALB/c) niezaleznie i przy udziale inhibitora
iNOS. U myszy ,,low responders” odpowiedZ zapal-
na w jamie otrzewnej jest znacznie op6Zniona w sto-
sunku do myszy ,high responders”, ogromne zna-
czenie ma typ odpowiedzi immunologicznej domi-
nujacy w kazdym z badanych szczepéw. Myszy ty-
pu Th1 (C57BL/6) silniej reagujg na podawanie AG
niz myszy Th2. Skutkiem tego sa m.in. znaczne wa-

hania w liczbie komérek izolowanych z jamy
otrzewnej i wahania w produkcji wolnych rodni-
kéw. Brak lub staba reakcja myszy typu Th2
(BALB/c) na iniekcje AG skutkuje stabilniejszg
i szybszg reakcja na zarazenie T. spiralis.

Nalezy wiec zawsze pamigtaé, ze na przebieg
wlosnicy wpltywa wiele czynnikéw genetycznych,
immunologicznych oraz farmakologicznych. Moze
si¢ to okaza¢ bardzo wazne nie tylko w badaniach
doswiadczalnych i poznawczych, ale i w stosowane;j
obecnie terapii u ludzi (interakcje ze stosowanymi
lekami wplywajagcymi m.in. na poziom NO) czy
w szukaniu nowych metod zwalczania tej parazyto-
zy (potencjalna rola inhibitoréw produkcji NO).
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