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ABSTRACT: Apoptosis in the regulation of immune response in mice infected with
Heligmosomoides polygyrus. An unbalanced Th1 and Th2 cell subsets response was proposed as the
main downregulating mechanisms operating in mice infected with H. polygyrus. During worm infec-
tions nonspecific inflammatory and specific immune reactions which might be regulated by apoptosis,
coordinate the host protective response. The intensity of apoptosis and proliferation of lymphocytes,
the concentration of Th1 and Th2 related cytokines were measured in BALB/c and C57BLg mice on
day 3, 6, 12, 24, 30 after infection with H. polygyrus. Mesenteric lymph nodes (MLN) and popliteal
lymph nodes (PLN) lymphocytes underwent an apoptosis, with a different kinetics to the proliferation.
Interleukine 5 and IL-6 concentrations increased on time when apoptosis was reduced. No changes in

the level of IL-12 were related to intensity of proliferation or apoptosis in both examined strains of
mice.
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WSTEP

Odpowiedz uktadu odpornosciowego w inwazjach pasozytniczych kontrolowa-
na jest przez limfocyty CD4* (Urban i wsp. 1996), subpopulacji Thl, Th2 i Th3
(MacDonald 1 wsp. 2002). Uwaza sig, iz w odpowiedzi obronne; skierowanej prze-
ciw nicieniom dominuje pobudzenie limfocytéw Th2. Jednakze typ odpowiedzi Zy-
wiciela zalezy od jego genotypu (Zhong i Dibson 1996, Grencis 2001). U SZCZEpOW
myszy o roznej wrazliwosci na zarazenie H. polygyrus usuwanie nicieni nastepuje
W réznym tempie, pomimo ze reakcja obronna jest hamowana przez formy doroste
(Gause 1 wsp. 1996). Stan immunodepresji w tej inwazji charakteryzuje niski po-
ziom IL-9 1 IL-10 oraz brak nacieku komérek zapalnych w btonie sluzowej jelita
cienkiego (Gause 1 wsp. 2003). Ben-Smith i wsp. 2003 sugeruja, iz w tym czasie ak-
tywne sg dwie subpopulacje limfocytéw, Thl i Th2.

Proliferacja 1 programowana $mier¢ komérki (programmed cell death, PCD) de-
cydujg o liczbie komorek w ontogenezie, a takze ksztattujg poziom odpowiedzi im-
munologicznej (Lider i wsp. 2001). W czasie inwazji pojawiajg si¢ klony l[imfocy-
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tow swoiscie odpowiadajace na antygeny pasozytnicze. Selekcja limfocytow, w tym
takze obdarzonych pamiecig immunologiczng zalezy od nasilenia apoptozy. Ostat-
nio potwierdzono, iz ekskrecyjno/sekrecyjne antygeny nicieni (ES) wzbudzaja
apoptoze komérek w réznych narzadach (O’Connel 1 Rogan 2000, Shin 2000).

Badano czy proliferacja i apoptoza sg zwigzane z Thl lub Th2 — zalezna Sciez-
ka odpowiedzi immunologicznej u myszy zarazonych H. polygyrus. Celem do-
Swiadczenia bylo oznaczenie poziomu proliferacji i apoptozy limfocytow w mezen-
chymatycznych oraz w pachowych i pachwinowych weztach l[imfatycznych u my-
szy szczepu BALB/c i szczepu C57BLg roznigcych si¢ stopniem wrazliwosci na za-
razenie H. polygyrus. Nasilenie odpowiedzi Thl zaleznej oceniono na podstawie
poziomu IL-12, a odpowiedZ Th2 zalezng na podstawie zmian stgzenia IL-5 1 [L-6
w blonie Sluzowej jelita cienkiego.

MATERIAL I METODY

Myszy szczepu BALB/c i C57BLg, samce w wieku 8 tygodni zarazono 120 L3
H. polygyrus za pomoca sondy doprzetykowej. Sekcje myszy zarazonych i kontrol-
nych wykonano w 3, 6, 12, 24 i 30 dniu po zarazeniu (dpz). Pobierano wezly lim-
fatyczne mezenchymatyczne (mesenteric lymph nodes, MLN) oraz pachowe 1 pa-
chwinowe (popliteal lymph nodes, PLN), z ktérych izolowano komoérki. Apoptoza
limfocytéw oceniana byta ex vivo po znakowaniu anneksyng V sprzg¢zong z fluoro-
chromem oraz jodkiem propidyny (Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit 1, BD
Pharmingen) przy uzyciu cytofluorometru przeptywowego (FCM, Becton Dickin-
son).

Hodowla limfocytéw z MLN in vitro prowadzona byta w podtozu o skladzie:
RPMI 1640, 10% inaktywowana FCS 10 ul/ml L-glutamina, 10 pl/ml penicyli-
na/streptomycyna oraz 1 ul/ml B- merkaptoetanol (Gibco) na ptytkach (Corning)
w 37°C135% CO».

Poziom proliferacji limfocytéw oznaczano w hodowli stymulowanej ConA 1 an-
tygenem ES H. polygyrus w reakcji barwnej po zastosowaniu tetrazoliny (Prome-
ga). Wynik przedstawiono jako procent zmiany w odniesieniu do wartosci OD od-
czytanej po niespecyficznej indukcji konkanawaling A (ConA).

Metodg ELISA oznaczano cytokiny: IL-5, IL-6 i IL-12 w homogenacie blony
Sluzowej jelita cienkiego myszy stosujgc odpowiednie pary przeciwcial monoklo-
nalnych (Pharmingen).

Wyniki analizowano w tescie ANOVA w programie MINITAB. Réznice uznano
za statystycznie istotne dla P < 0.05.

WYNIKI I DYSKUSJA

Nie wykazano réznic istotnych statystycznie w poziomie badanych reakcji mig-
dzy myszami szczepu BALB/c i C57BLg. Obserwowano natomiast zroznicowanie
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Rys. 1. Zmiany w poziomie apoptozy (a), proliferacji (b) w MLN i stezenia IL-5 (c), IL-6 (d) i IL-12
(¢) w btonie sluzowe;j jelita cienkiego myszy szczepu BALB/c i C57BL¢g zarazonych H. polygyrus

procentu komorek apoptotycznych MLN i PLN, procentu proliferaciji [imfocytow
MLN oraz stgzenia cytokin w kolejnych dniach po zarazeniu (Rys. 1a, b). U myszy
kontrolnych procent komérek apoptotycznych MLN wynosit 29, a w PLN. 40.
W pierwszym tygodniu po zarazeniu nastgpil wzrost apoptozy z Nnajwyzszym pozio-
mem w MLN w 3, a w PLN 6 dpz. Po6zniej, do 24 dpz obserwowano zmniejszanie
apoptozy. Najstabszej apoptozie towarzyszyta najwyzsza proliferacja [imfocytow
MLN w 12 dpz, ktéra osiggata 52%. Od 24 dpz poziom proliferacji obnizat sie, uzy-
skujac w 30 dpz tylko 30% wartosci obserwowanej po indukcji ConA.
Przeprowadzone badania wykazaly takze zmiany w stezeniu IL-5, IL-6 i IL-12
w blonie Sluzowej jelita myszy zarazonych nicieniem. Podwyzszong produkcje IL-
S stwierdzono na poczatku inwazji, do 6 dpz. Jest to zgodne z badaniami Svetic
1 wsp. (1993). Jednak najwyzszy poziom tej cytokiny pojawit si¢ dopiero w 24 dpz.
Inna byta dynamika produkcji IL-6, gdyz jej stezenie bylo 35-krotnie WYZSZ€E NizZ
umyszy kontrolnych w 12 dpz. W tym samym dniu obserwowano maksymalng pro-
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liferacje komérek w MLN, co potwierdza stymulujacy wplyw IL-6 na proliferacj¢
i r6znicowanie limfocytéw (Coffman i Van Der Weid 1997). Nie wystgpity tak wy-
razne zmiany w stezeniu IL-12. Niski poziom IL-12 swiadczy o hamowaniu sciez-
ki Th1 zaleznej przez dominujgcg odpowiedZ Th2 zalezna, indukowang przez roba-
ki (Urban i wsp. 1996). Produkcja cytokin koreluje z nasileniem proliferacji 1 apop-
tozy limfocytéw MLN podczas inwazji H. polygyrus u myszy.

Inwazja H. polygyrus indukuje apoptozg, ktérej poziom jest rozny w lokalnych
i obwodowych weztach limfatycznych. Wskazuje to na istotng role tego procesu w re-
gulacji odpowiedzi uktadu odpornosciowego myszy zarazonych nicieniem. Brak roz-
nic miedzy szczepami w poziomie proliferacji 1 apoptozy Swiadczy o podobnych me-
chanizmach u obu genotypéw, ksztattujacych odpowiedz zywiciela. Odmienna dyna-
mika proceséw w czasie inwazji wskazuje na ich wykluczanie si¢. Podwyzszony po-
ziom IL-5 i IL-6, przy prawie niezmiennej produkcji 1L-12 wskazuja na dominacj¢
odpowiedzi Th2 zaleznej w czasie nasilone] proliferacji limfocytow.
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