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ABSTRACT. The apoptosis in the course of experimental infection with T. pseudospiralis in mice.
The level of apoptic cells in the lamina propria of the mucosa of the jejunum and in the masseter
muscle in the mice infected with 200 larvae T. pseudospiralis was observed. Cryostat preparations
made from jejunum and muscle samples on 7, 14, 21, 28, 60, 180 and 360 day post infection (dpi),
were examined employing the TUNNEL method with the use of "In situ Cell Death Detection
KIT Fluorescein” of Roche. The number of apoptic cells in the lamina propria of jejunum started
to increase as early as on 7 dpi. The highest number of the apoptic cells, on an average — 56,4 in
the crypta-villus unit, was recorded on 28 dpi, whereas the return to the standard level took place
only 360 dpi. The level of the apoptic cells in the masseter muscle was the highest on 28 and 60 dpi,
which constituted some 30% of all the cells of infiltration.
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WSTEP

Na problem apoptozy w parazytologii pierwsi zwrocili uwage Garside
1 wsp. (1996) oraz Fush i wsp. (1996). Badania dotyczyly zarowno zarazenia
pierwotniakami jak i helmintami. Badania nad tymi ostatnimi przeprowadzali
rowniez: Estaquier i wsp. (1997), Hyoh i wsp. (1999), Starke i Oaks (1999),
Carneiro-Santos i wsp. (2000), Jung i wsp. (2000), O’Connel i Rogan (2000) oraz
Shin (2000). Jednak zadna z tych publikacji nie poruszala zjawiska apoptozy
we wlosnicy. Nawigzujac do wczesniejszych badan nad procesem apoptozy
w przebiegu inwazji Trichinella spiralis (Karmanska i wsp. 2000) postanowitys-
my zbadac czy (a jesli tak, to w jakim stopniu) zjawisko apoptozy ma miejsce
rowniez w przebiegu zarazenia Trichinella pseudospiralis. Okres obserwacii
tego zjawiska zarowno w jelicie jak i w migsniu trwal caly rok, poniewaz
T. pseudospiralis wykazuje inng niz T. spiralis strategi¢ przetrwania w fazie
migsniowe;.
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MATERIAL 1 METODY

Obserwacje przeprowadzono na 40 myszach wsobnego szczepu CFW,
samcach, lini zoltej w wieku 3 miesigcy, pochodzacych z wiasnej hodowli
prowadzonej wg metody S$wiatel ulicznych (Lane Peter i Pearson 1971).
Zwierzg¢ta zarazono per os 200 larwami 7. pseudospiralis a nastgpnie po
4 myszy zabijano w 7, 14, 21, 28, 60, 180 i 360 dniu po zarazeniu (dpz). Ze
wzgledow oszczgdnosciowych zrezygnowano z grupy kontrolnej, a w dyskusji
uwzgledniono wyniki badan Karmanskiej i wsp. (2000) nad apoptoza u zdro-
wych myszy. Na sekcji pobierano wycinki jelita czczego i migsnia zuchwowego,
z ktorych po zamrozeniu sporzadzono preparaty kriostatowe o grubosci 4 p.
Uzyskane preparaty badano metoda TUNEL (Gavrieli i wsp. 1992) uzywajac
zestawu odczynnikow ,In situ Cell Death Detection KIT Fuorescein” firmy
Roche po dobarwieniu bromkiem etydyny wg wiasnej modyfikacji. Komorki
wykazujace apoptoz¢ rozpoznawano w mikroskopie fluorescencyjnym, przy
czym w blaszce wlasciwej blony sluzowej jelita czczego liczono je w 10
jednostkach krypta-kosmek, za$ w migsniu zuchwowym oceniano je w procen-
tach w stosunku do wszystkich komorek nacieku w 10 polach widzenia.
Wyniki przedstawiono w wartosciach srednich. U wszystkich zabijanych
zwierzat liczono pasozyty w jelitach lub larwy w mig$niach postugujac sie
metoda Kozara i Kozar (1971). Dla liczenia tych ostatnich u$miercano
dodatkowo po 4 myszy w 60, 180 i 360 dniu po zarazeniu.

WYNIKI

U myszy zarazonych Trichinella pseudospiralis juz od 7 dpz $rednia liczba
komoérek apoptycznych wynosita 35,4 (SD 21,5), w 14 dpz 36,8 (SD 23,9), zas
w 21 dpz nastgpowal spadek do 27,5 (SD 13,3). Jednak w 28 dniu inwazji
obserwowano ponowny wzrost liczby tych komorek gdyz srednia obliczana
w jednostce krypta-kosmek doszia do 56,4 (SD 9,18). Kolejny spadek do 30,1
(SD 4,7) zanotowano w 60 dpz i dalszy w 180 dniu inwazji (29,5; SD 9,9).
Najmniej komorek reagujacych dodatnio z zastosowanym odczynnikiem
notowano w 360 dpz (25,3; SD 18,1). Komorki apoptyczne obserwowane
w blaszce wlasciwej blony sluzowej jelita czczego myszy zarazonych 7.
pseudospiralis juz od poczatku doswiadczenia lezaly przede wszystkim we-
wnatrz kosmkow. Stan taki trwal do 60 dpz. Wyraznie mniej komdrek
reagujacych w kosmkach zauwazono dopiero w 180 dpz, zas w 360 dniu
inwazji komorki apoptyczne lezaly niemal wylacznie w strefie przypodstawne;.

W migéniu zuchwowym u zwierzat zarazonych T. pseudospiralis pierwsze
komorki apoptyczne pojawily si¢ razem z pierwszymi komorkami nacicku
zapalnego. W 14 dpz poziom komorek wykazujacych apoptoze wynosit 93%
i bardzo zblizony (9,8%) obserwowano w 21 dniu inwazji. Znacznie wiscej
komorek reagujacych z odczynnikiem wykrywajacym apoptozg stwierdzono
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w 28 dpz (23,2%) i w 60 (29,4%) zas wyraznie mniej (20%) w 180 dniu inwazji.
Natomiast w 360 dpz poziom komorek apoptycznych spadat do 4%. Nalezy
zaznaczyC, ze w komorkach pasozyta apoptozy nie obserwowano.

W wyniku badan parazytologicznych obecno$¢ ostatnich pasozytow w jeli-
cie stwierdzono w 21 dniu inwazji. Srednia liczba larw migsniowych przypada-
jaca na jedna mysz wynosita w 60 dpz 5625,0 (SD 1103,2), w 180 dpz — 4227,5
(SD 437,5) a w 360 dpz — 3910,0 (SD 533,1).

OMOWIENIE WYNIKOW 1 DYSKUSJA

Zagadnieniem apoptozy w chorobach pasozytniczych, a $cislej w helmin-
tozach pierwsi zainteresowali si¢ Garside i wsp. (1996). Rozwazajac ten
problem glownie w odniesieniu do komorek pasozyta autorzy zwracali uwage
na mozliwos¢ wykorzystania sekrecji rozpuszczalnych homologéow Fas do
indukowania apoptozy komorek Thl zywiciela. W tym samym czasie Fush
i wsp. (1996) obserwowali wysoki poziom spontanicznej apoptozy limfocytow
T u pacjentow zarazonych Schistosoma mansoni. Rowniez Estaquier i wsp.
(1997), uwazali, z¢ mechanizm apoptozy ma duze znaczenie w patogenezie
chronicznej schistosomatozy. Natomiast Nash i wsp. (1998), przeprowadzajac
badania na modelu Toxoplasma gondii stwierdzili, ze komorki zarazone tym
pasozytem sa oporne na wigkszos$¢ induktoréw apoptozy. Kolejne prace z tego
zakresu dotyczyly zarOwno zarazenia pierwotniakami jak i helmintami. Hyoh
i wsp. (1999) badajac przyczyne atrofii kosmkow jelitowych podczas inwazji
Nippostrongylus brasiliensis u szczurow sugerowali, ze proces ten jest Scisle
zwigzany ze wzrostem apoptozy i spadkiem adhezji w komérkach epithelial-
nych. Starke i Oaks (1999) §ledzac mechanizm regulacji populacji komorek
tucznych w blaszce wlasciwej blony §luzowej jelit w przebiegu zarazenia
Hymenolepis diminuta stwierdzili, ze apoptoza moze odgrywa¢ wazng role
w rozwoju mastocytozy jelitowej indukowanej przez inwazj¢ pasozytnicza.
Obserwacje przeprowadzone w ostatnich latach (Carneiro-Santos i wsp. 2000,
Jung i wsp. 2000, O’Connel i Rogan 2000, Shin 2000) sugerowaly, ze antygeny
ES pasozytow wywoluja apoptoze komorek zywiciela. Jednak zadna z tych
publikacji nie poruszala zjawiska apoptozy we wiosnicy. Wprawdzie w jednej
z prac zarazano zwierzgta T. spiralis, jednak wykonano to w ramach badan
nad T. gondii, gdzie wprowadzenie drugiego pasozyta obnizalo poziom
komorek apoptycznych obserwowany w przebiegu toksoplazmozy (Abou-Afifi
i wsp. 2000).

Mozna zatem przyja¢, ze Karmanska i wsp. (2000) byli pierwszymi, ktorzy
badali zjawisko apoptozy we wlosnicy. Autorzy zauwazyli rOwniez, ze w blasz-
ce wlasciwej blony $luzowej jelita czczego zwierzat zdrowych liczba komdrek
apoptycznych obecnych w jednostce krypta-kosmek wahatla si¢ od 5-20, przy
czym wigkszos¢ z nich lezala w strefie przypodstawnej. Porownujac obecne
wyniki z wynikami otrzymanymi w zarazeniu T. spiralis (Karmanska i wsp.
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2000) nalezy stwierdzi¢ istnienie duzych roznic migdzy tymi inwazjami.
W przebiegu zarazenia T. pseudospiralis komorki apoptyczne w blaszce
wiasciwej blony sluzowej jelita czczego juz od 7 dpz obserwowano w znacznie
wigkszej liczbie niz w inwazji T. spiralis. Wartosci szczytowe zanotowano
wprawdzie trochg pozniej bo 28 dpz (a u myszy zarazonych T. spiralis juz od
21 dnia inwazji) jednak jeszcze w 60 dpz srednia liczba komorek apoptycznych
przypadajaca na jednostke krypta-kosmek byla ciagle duzo wyzsza niz
w inwazji T. spiralis. Inny byl tez poziom komorek wykazujacych apoptoze
w migsniu zuchwowym. Chociaz w mig$niach myszy zdrowych nie obserwowa-
no komorek apoptycznych (Karmanska i wsp. 2000) to u zwierzat zarazonych
T. pseudospiralis pojawialy si¢ one wraz z pierwszymi komodrkami nacieku
zapalnego. W 21 dpz poziom ich byl trzykrotnie nizszy niz u myszy zarazonych
T. spiralis. Analogiczne réznice notowano w 28 dniu inwazji. Dopiero w 60 dpz
poziom komorek apoptycznych w migsniach myszy z obu doswiadczen byt
zblizony. Porownujac wyniki uzyskane w przebiegu zarazenia T. spiralis
(Karmanska i wsp. 2000) z obecnymi nalezy podkresli¢, ze w obu inwazjach
nigdy nie obserwowano zmian apoptycznych w komorkach pasozyta.

Ponadto poréwnanie procesu apoptozy w obu inwazjach sugeruje, ze
antygeny larw T. spiralis, ktore najprawdopodobniej indukuja proces apoptozy
(Piekarska i Widyma w druku) sa slabsze niz antygeny ES larw 7. pseudo-
spiralis.

WNIOSEK

Podsumowujac uzyskane wyniki mozna stwierdzi¢, ze w przebiegu inwazji
T. pseudospiralis w blaszce wlasciwej blony sluzowej jelita czczego wystepuje
wyraznie wigcej komorek apoptycznych, zas w migéniu zuchwowym — mniej
niz w zarazeniu T. spiralis. Jest to fakt, ktorego wyjasnienie wymaga dalszych
badan.
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