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ABSTRACT. The aim of the studies was to identify the regulatory mechanisms that act at different levels of the ongo-
ing immune response in BALB/c mice infected with intestinal nematode H. polygyrus. The role of TGF-3 during the
course of H. polygyrus infection and an immunosuppressive action of the nematode against eosinophil response in aller-
gic pulmonary inflammation has been studied. An attempt to identify the immunoregulatory proteins of the parasite has
been performed as well.

The obtained results proved: (1) for the first time the direct role of TGF-f3 in the regulation of the immune response dur-
ing helminth infections. Neutralization of TGF-f in vivo increased concentration of IL-12, TNF-a and IL-10 in serum
of infected mice and restored the control number of eosinophils in the intestinal mucosa. The mobilization of the
immune response after neutralization of TGF-f led to persistent decrease of nematode egg production and faster rejec-
tion of the worm from mouse intestine; (2) for the first time it was shown that the reduction of eosinophil number was
due to the lower production of eotaxin and reduced expression of CCR3 receptor, playing an essential role in the chemo-
taxis of these leukocytes in Ova-related asthma; (3) significant decrease of T cell proliferation by one of the H. poly-
gyrus protein fraction. With the use of mass spectrometry seven proteins have been identified: two heat shock proteins,
disulfide isomerase, calreticulin, calumenin, fructose-bisphosphate aldolase, glyceraldehyde-3-phosphate dehydroge-
nase. From the bibliographic data it may be supposed that calreticulin could mediate the downregulation of lymphocytes
proliferation. The fraction with calreticulin stimulated also production of specific IgE.
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Streszczenie wego. Mechanizm tych oddziatywan nie jest pozna-
o S ) ) ny. Liczne badania epidemiologiczne wykazaly, ze
Zarazenia nicieniami jelitowymi wzbudzaja  jsmieje odwrotna korelacja czestotliwosci wystepo-

supresje;’ odpowiedzi im?lunologicznej i Moga MO-  wania alergii i parazytoz. Wnioskuje si¢ zatem, ze
dulowa¢ przebieg reakcji uktadu odpornosciowego przewlekle zarazenia moga hamowaé objawy aler-
w chgrobach autoimmunizacyjnych, NOWOLWOIO-  giczne. Sugeruje si¢, ze w obnizaniu odpowiedzi
wych i wywotanych przez patogeny, a takze w aler-  jmmunologicznej zywiciela, obok czynnikéw po-
gl Wzbudzany przez mie stan tOICr.anCJ'l IMMUNo- - chodzenia pasozytniczego, biorg udziat takze limfo-
logicznej prawdopodobnie przyczynia si¢ do obni- ¢ty regulatorowe. W akcji immunosupresji wazng

zenia nadmiernej reaktywnosci uktadu odpornoscio- funkcje zapewne odgrywaja produkowane przez te
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limfocyty cytokiny IL-10 i TGF-f, modulujace od-
powiedZ subpopulacji limfocytéw Thl i Th2.

Celem pracy byto wskazanie potencjalnych me-
chanizméw regulacyjnych, na r6znych poziomach
odpowiedzi immunologicznej u myszy BALB/c, za-
razonych nicieniem jelitowym Heligmosomoides
polygyrus. Niciefi ten hamuje stan zapalny w jelicie
cienkim oraz moduluje obwodowg odpowiedZ im-
munologiczng myszy przez wiele miesi¢cy. Przeja-
wia si¢ to m. in. zmniejszeniem nacieku eozynofi-
16w 1 komoérek tucznych w blonie Sluzowej jelita.
Jednym z czynnikéw kontrolujgcych aktywnos¢ ko-
moérek uktadu odpornosciowego, w tym eozynofi-
16w, jest TGF-B, wzbudzajacy tolerancj¢ na antyge-
ny.

W celu okreslenia wptywu TGF- na odpowiedz
immunologiczng i przebieg zarazenia H. polygyrus
u myszy, przeprowadzono neutralizacj¢ tego czyn-
nika in vivo za pomoca przeciwcial monoklonal-
nych. Zatozono, ze zahamowanie aktywnosci
TGF-B przyczyni sie do zablokowania mechanizmu
regulacyjnego i spowoduje nasilenie obronnej odpo-
wiedzi immunologicznej, doprowadzajacej do osta-
bienia inwazji nicienia.

Nastepnie badano, czy zarazenie H. polygyrus
obniza naciek eozynofiléw w modelu astmy u my-
szy BALB/c. Oznaczano liczebno$¢ tych komoérek
w plynie oskrzelowo-pgcherzykowym myszy po
immunizacji owoalbuming (Ova). Zmiany w pozio-
mie aktywacji, zalezne od IL-5, eotaksyny i ekspre-
sji receptoréw powierzchniowych eozynofilow,
Swiadczytyby o modulacji odpowiedzi tych granu-
locytow podczas zarazenia H. polygyrus.

W przewlektych zarazeniach nicieniami obser-
wuje si¢ zahamowanie odpowiedzi limfocytéw
T i1 zmniejszenie produkcji cytokin. Produkty wy-
dzielane przez helminty mogg bezposrednio osta-
bia¢ aktywnos¢ ukladu odpornosciowego, jak na
przyktad antygenowo-specyficzng proliferacj¢ lim-
focytow T. Za pomocag chromatografii zelowej
sprzezonej z FPLC dokonano rozdzialu mieszaniny
biatek sekrecyjnych pasozyta na frakcje. Badano na-
stgpnie, ktére z nich hamujg proliferacj¢ splenocy-
tow myszy Ova-TCR transgenicznych, silnie proli-
ferujacych pod wptywem Ova w hodowli in vitro.
Wskazanie frakcji biatkowych, ich sktadu moleku-
larnego 1 immunogennosci mierzonej poziomem
swoistego IgE, stuzyto identyfikacji czynnikéw ak-
tywnych w mechanizmie immunosupresji.

Na podstawie uzyskanych wynikéw wykazano:

i. udziat TGF-f w utrzymaniu zarazenia H. poly-
gyrus u myszy BALB/c oraz hamowaniu reakcji im-

munologicznych zywiciela. Jest to pierwsza praca,
ktéra potwierdza bezposredni udzial tego czynnika
w regulacji odpowiedzi uktadu odpornosciowego
w czasie zarazenia helmintami. Neutralizacja
TGF-B zwigkszyta poziom IL-12, TNF-a i IL-10
w surowicy myszy zarazonych H. polygyrus oraz
przywrdcita kontrolny poziom eozynofiléw w bto-
nie sluzowej jelita cienkiego. Tak wzmozona ak-
tywnos¢ uktadu odpornosciowego przyczynita si¢
do trwatego obnizenia produkcji jaj pasozyta i szyb-
$zego usuwania nicieni z jelita myszy;

ii. zahamowanie nacieku eozynofiléw wzbudzo-
nego po immunizacji myszy owoalbuming. Po raz
pierwszy wykazano, ze redukcja liczby eozynofilow
w czasie zarazen helmintami jest spowodowana ob-
nizeniem st¢zenia eotaksyny i zmniejszeniem eks-
presji receptora CCR3, odgrywajacych nadrzedng
role w chemotaksji tych leukocytéw w astmie;

iil. istotne obnizenie Ova-specyficznej prolifera-
cji limfocytéw przez cztery sposréd przebadanych
dwudziestu frakcji mieszaniny biatek H. polygyrus.
Jedna z frakcji zawierajgca kilkanascie biatek o ma-
sie molekularnej 30-175 kDa hamowata proliferacj¢
splenocytow az o 39%. W obrgbie tej frakcji przy
uzyciu spektrometrii mas zidentyfikowano homolo-
gi¢ siedmiu biatek, wsréd nich: dwa biatka szoku
cieplnego, izomeraz¢ dwusiarczkowg, biatko
podobne do kalretikuliny, biatko podobne do kalu-
meniny, aldolazg fruktozo-1,6-bisfosforanu i dehy-
drogenaz¢ aldehyd 3-fosoglicerynowg. Po poréwna-
niu profiléw biatkowych wszystkich frakcji immu-
nosupresyjnych sugeruje si¢, ze za obnizenie odpo-
wiedzi immunologicznej w zarazeniu H. polygyrus
moze odpowiada¢ kalretikulina. Interesujace jest, ze
frakcja zawierajaca kalretikuling wzbudzata pro-
dukcje specyficznych przeciwciat IgE u myszy za-
razonych H. polygyrus. Bialko to posiadatoby zatem
unikatowg ceche, gdyz mogtoby zaré6wno hamowac
jak i indukowa¢ odpowiedZ immunologiczng zywi-
ciela.

Szczegbtowe badania wlasciwosci kalretikuliny,
jak 1 innych bialek immunoregulacyjnych helmin-
tow, moga okazac si¢ bardzo wazne wobec rosnace-
go zainteresowania badaczy zastosowaniem tych
zwigzkéw w terapiach choréb alergicznych i1 auto-
immunizacyjnych. Istotne jest nie tylko wytypowa-
nie biatek pasozyta o wiasciwosciach immunomo-
dulacyjnych, ale rowniez okreslenie jego waznych
funkcji w odpowiedzi immunologicznej zywiciela.
Wiele produktéw wydzielanych przez helminty mo-
ze postuzyé do opracowania szczepionek terapeu-
tycznych np. w zapaleniu jelita grubego i alergii.
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Podsumowujac, mechanizm regulacji odpowie-
dzi immunologicznej myszy BALB/c w czasie zara-
zenia H. polygyrus polega na hamowaniu prolifera-
cji limfocytéw i odpowiedzi eozynofilow oraz obni-
zeniu produkcji cytokin Thl- i Th2-zaleznych.
W regulacj¢ odpowiedzi obronnej zywiciela wig-

czony jest TGF-B. Wskazano na potencjalny udziat
niektorych biatek nicienia w tym procesie.

Wptyneto 8 grudnia 2006
Zaakceptowano 15 grudnia 2006



