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ABSTRACT. Research into changes in the activity and kinetics of the reaction catalysed by the important detoxificating
enzyme, glutathione-S-transferase (GST), in the intestinal phase of trichinellosis as presented in the present study is a
pioneering achievement. In every instance of infection — or if infection is only suspected — the patient receives
anthelmintics that are effective against mature intestinal forms, newborn larvae and encysted larvae of
Trichinella spiralis. This group of drugs includes benzimidazoles such as albendazole. The primary action of these
drugs concerns B-tubuline. The functions of microtubules are damaged by bonding B-tubuline with benzimidazoles,
which inhibits the polymerisation of microtubules. Newly considered fields of action of benzimidazoles on the
pathological changes occurring in the host during the course of parasitic diseases are the following elements taking part
in the immunological defence against a parasitic infection: for example, detoxificating enzymes such as glutathione-S-
transferase (GST), and Toll-like receptors (TLRs). Occurrence of cell resistance to drugs is attributed to certain
enzymes, (such as GST), which perform the detoxification of these drugs and facilitate their removal from cells through
a pump dependent on compounds coupled with glutathione. In the case of the intestinal phase of trichinellosis, GST may
remove toxins secreted by both the adult and newborn larvae of 7. spiralis. The structure of a dimeric enzyme of the
host, such as GST, may be impacted by various factors, for example excretory-secretory products (ES), as well as drugs
used. Over the past few years, the interest of researchers in the innate immune response as the first line of defense of
vertebrates against of pathogens, was increased. The number of works devoted to the role of Toll-like receptors, which
enable the immediate commencement of protective action by the host against various infections without engaging
Iymphocytes, is on the noticeable. The experimental material consisted of small and large intestine from BALB/c mice
infected with T. spiralis strain MSUS/PO/60/ISS3. Mice were inoculated orally with about 400 T. spiralis larvae per
mouse. On the 2nd day post-infection, the mice were treated with albendazole, in a dose of 0.5 mg/mouse. The activity
and kinetics of the GST were determined spectrophotometrically. An evaluation of the expression of TLRs (TLR2 and
TLR4 on the mRNA level) was examined using the RT-PCR technique with the appropriate starter sequences for TLR2
and TLR4. The presence of Toll-like receptors and their expression on the protein level was confirmed using the
immunohistochemical method (Santa Cruz ABC Stainig system sc-2023 test) with specific polyclonal antibodies anti-
TLR2 and anti-TLR4. My results pointed to the participation of GST, as well as Toll-like receptors, in defence processes
of the host during the intestinal phase of trichinellosis in mice. The adult and newborn larvae of 7. spiralis present in
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the intestines of infected mice are a source of excretory-secretory (ES) products, which appear to stimulate the activity
and change catalytic properties of conformers GST. It is supposed that ES products secreted by the parasite acts on GST
as an allosteric activator. Additionally, the presence of Toll-like receptors (TLR2 and TLR4) in the intestinal phase of
trichinellosis was investigated. Thus, the infection with 7. spiralis leads to strong biochemical reactions with the
involvement of GST, and immunological reactions with the involvement of TLR2 and TLR4 receptors. Administration
of albendazole, resulted in 2-fold decrease of the total activity of GST in comparison with its activity in infected and
untreated animals. Also, drug administration had weakened expression of gene of TLR4 and TLR2 in the large intestine,
and expression of gene of TLR2 in the small intestine. My results confirmed destructively action of albendazole on
T. spiralis (resulted in 4-fold decrease in the intensity of infection measured in muscles). The destruction by the drug of
a adult and newborn larvae of T. spiralis lowers the quantities of their ES products stimulated the activation of the host’s
response. This is apparent as weakening the innate immune response, in which take part Toll-like receptors play a role,
and in biochemical processes with the participation of the GST enzyme. In summary my results contribute new data on
the participation of Toll-like receptors and GST in the defence mechanisms of the host during in the intestinal phase of

experimental trichinellosis in mice.
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Streszczenie

Badania zmian aktywnosci i kinetyki reakcji ka-
talizowanej przez wazny enzym detoksykujacy, ja-
kim jest transferaza-S-glutationowa (GST) w jelito-
wej fazie wlosnicy, podjete w niniejszej pracy maja
charakter pionierski.

W przypadku zarazenia lub podejrzenia o wio-
Snice sa podawane leki przeciwpasozytnicze, sku-
teczne zaréwno w przypadku postaci dojrzatych
Trichinella spiralis, jak i larw nowo urodzonych
i larw otorbionych we wiéknach migsniowych.
Do tej grupy lekéw zaliczamy benzimidazole,
do ktérych nalezy albendazol. Za pierwotny punkt
uchwytu tych lekow uwaza si¢ B-tubuline. Po jej
zwigzaniu z benzimidazolami dochodzi do uszko-
dzenia funkcji mikrotubul poprzez hamowanie ich
polimeryzacji.

Nowy, badany w niniejszej pracy, obszar wpty-
wu benzimidazoli na zmiany patologiczne zacho-
dzace w zywicielu w przebiegu choréb pasozytni-
czych to czynniki biorgce udzial w procesach im-
munologicznych przeciw pasozytom: np. enzymy
detoksykujace takie jak transferaza-S-glutationowa
(GST) lub receptory Toll-podobne (TLRs).

Zjawisko opornosci na leki przypisuje si¢ niekto-
rym enzymom (np. GST), przeprowadzajagcym ich
detoksykacje i utatwiajagcym ich usuwanie na ze-
wnatrz komérki poprzez pompe zalezng od zwiaz-
kéw sprzgganych z glutationem. W przypadku jeli-
towej fazy wiosnicy GST moze bra¢ udzial w detok-
sykacji toksyn wydzielanych zaréwno przez postaci
dojrzate jak i nowo urodzone larwy. Na strukture di-
merycznego enzymu, jakim jest GST zywiciela,
moga wptywaé rézne czynniki, w tym np. produkty

wydzielniczo-wydalnicze (ES), a takze stosowane
leki.

W ostatnich latach nastgpit wzrost zainteresowa-
nia badaczy wrodzonym uktadem odpornosciowym
jako pierwszg linig obrony organizméw kregowych
przed patogenami. Swiadczy o tym liczba prac do-
tyczacych roli receptoréw Toll-podobnych, pozwa-
lajgcych na natychmiastowe rozpoczecie dzialan
obronnych zywiciela w réznych infekcjach bez an-
gazowania limfocytow.

Materiat do badan stanowity jelito cienkie i gru-
be myszy szczepu BALB/c zarazonych T. spiralis
szczep MSUS/PO/60/ISS3 dawka ok. 400 larw
na mysz. W drugim dniu po zarazeniu myszom po-
dawano albendazol w dawce 0.5 mg/mysz. Aktyw-
nos¢ i kinetyke reakcji GST oznaczano spektrofoto-
metrycznie. Ocene ekspresji TLRs (TLR2 i TLR4)
wykonywano przy zastosowaniu techniki RT-PCR
z uzyciem odpowiednich sekwencji starteréw dla
TLR2 i TLR4. Potwierdzenie obecnosci receptoréw
Toll-podobnych i ich ekspresji na poziomie biatka
uzyskiwano metodg immunohistochemiczng (test
Santa Cruz ABC Stainig system Sc-2023) z uzy-
ciem specyficznych przeciwcial poliklonalnych an-
ty- TLR2 i TLR4.

Wyniki badaii wskazujg na udziat w mechani-
zmach obronnych zywiciela podczas fazy jelitowej
wlosnicy doswiadczalnej u myszy zaréwno GST,
jak i receptoréw Toll-podobnych. Postaci dojrzate
i larwy T. spiralis obecne w jelicie zarazonych my-
szy sg Zrédtem produktéw wydzielniczo-wydalni-
czych (ES), ktére wydaja si¢ odpowiadac za silng
stymulacje aktywnosci i zmiane wtasciwosci katali-
tycznych konformeréw GST. Mozna przypuszczac,
ze wydzielane przez pasozyty ES dziatajg na GST
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jak allosteryczny aktywator.

Ponadto w fazie jelitowej wlosnicy wykazano
obecnos¢ receptorow Toll-podobnych (TLR2
i TLR4). Stad mozna sgdzi¢, ze inwazja wyzwala
zaréwno silne reakcje biochemiczne z zaangazowa-
niem GST, jak i reakcje immunologiczne zwigzane
z obecnoscig receptoréw TLR 2 i TLR4.

Podanie albendazolu spowodowalo 2-krotne
zmniejszenie catkowitej aktywnosci GST w poréw-
naniu do aktywnosci, jakg zaobserwowano u zwie-
rzat zarazonych i nieleczonych. Réwnoczesnie po-
danie leku ostabito ekspresje genéw TLR4 i TLR2
w jelicie grubym i dodatkowo ekspresje genu TLR2
w jelicie cienkim.

W przedstawionej pracy potwierdzono zabdjcze
dziatanie albendazolu na 7. spiralis, uzyskujac
4-krotne zmniejszenie liczby larw w miesniach

po podaniu leku. Zabicie przez lek czesci postaci
dojrzatych i nowo urodzonych larw zmniejsza ilos¢
produktow ES wplywajacych na stymulacje odpo-
wiedzi immunologicznej zywiciela. Dotyczy to za-
réwno ostabienia wrodzonej reakcji immunologicz-
nej z udzialem receptorow Toll-podobnych, jak
i zmniejszenia biochemicznych mechanizméw
obronnych z udzialem GST.

Reasumujac, wyniki badan wnosza nowe dane
o0 udziale receptoréw Toll-podobnych i GST w me-
chanizmach biochemicznych i immunologicznych
podczas fazy jelitowej wilosnicy doswiadczalnej
u myszy.
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