Streszczenie w jezyku polskim

Paleczki H. pylori sa gtdéwnym czynnikiem etiologicznym zapalenia blony Sluzowej
zotadka u ludzi, ktére moze prowadzi¢ do rozwoju wrzodéw zofadka lub dwunastnicy,
a nawet raka Zzofadka. Przypuszcza si¢, ze przewlekly stan zapalny podczas zakazen
H. pylori zaburza réwnowage¢ pomiedzy procesami $mierci komdrkowej a proliferacja
komérek blony sSluzowej zoladka. Modulacja aktywnosci komoérek sluzowki zotgdka,
a takze komdrek immunokompetentnych niewatpliwie wplywa na rozwoj proceséw
odpornosciowych gospodarza. Wiedza na temat roli komponentow H. pylori
w destabilizacji bariery nablonkowej zotadka oraz ich wlasciwosci immunomodulacyjnych
jest niewystarczajaca. Jej pogtebianie jest niezbgdne do zrozumienia patogenezy zakazen
H. pylori, ich zréznicowanego przebiegu, poszukiwania odpowiednich wyznacznikéw
reakcji zapalnej i odpornosciowej, opracowania skutecznych metod zaawansowanej
diagnostyki, leczenia oraz immunoprofilaktyki takich zakazen.

Celem pracy byla ocena skutkéw oddziatywania antygendéw powierzchniowych
H. pylori zawartych w ekstrakcie glicynowym (EG), lipopolisacharydu (LPS), biatka CagA
w formie rozpuszczalnej oraz immunogennej podjednostki UreA ureazy, na liniowe
komérki nablonkowe zotadka oraz fibroblasty, stanowiace odpowiedniki komorek blony
Sluzowej zofadka, a takze komoérki immunokompetentne odpowiedzi wrodzonej
(monocyty/ makrofagi) i swoistej (limfocyty). Zatozono, ze skutki oddziatywania
komponentéw H. pylori na komodrki gospodarza zalezg od rodzaju antygenu, jego stezenia,
mechanizmu dziatania, typu komoérek docelowych oraz czasu ich ekspozycji na dany
antygen.

Wykazano, ze antygeny EG, CagA i UreA (w wybranych doswiadczalnie
stgzeniach, z uwzglgdnieniem wynikdw wczesniejszych badan wiasnych zespohu) nasilaty
proces migracji i proliferacj¢ komdrek nabtonkowych zoladka oraz fibroblastow,
przyczyniajac si¢ do naprawy uszkodzenia monowarstwy komdrkowej w tescie gojenia
rany. Natomiast w przypadku LPS H. pylori proces gojenia byt zalezny od jego st¢zenia
i typu komorek docelowych. W niskim st¢zeniu (1 ng/ml) LPS H. pylori nasilat migracje¢
i proliferacj¢ komoérek nablonkowych zotadka, ale nie fibroblastéw. Z kolei oba typy
komorek tracily zdolno$¢ migracji i proliferacji po ekspozycji na wyzsze stezenie LPS
H. pylori (25 ng/ml). Obserwowana dysfunkcja komérek w odpowiedzi na wyzsze stezenie
LPS H pylori byla zwigzana z uszkodzeniem ich DNA, zatrzymaniem cyklu
komorkowego komorek nablonkowych (w fazie S) i fibroblastow (w fazie G) oraz

zmianami nekrotycznymi. Ponadto w hodowlach komérkowych traktowanych wysoka
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dawkg LPS H. pylori wykazano obnizone st¢zenie naskdrkowego czynnika wzrostowego
(EGF), a takze ufosforylowanej formy biatka STAT3 w poréwnaniu do hodowli
kontrolnych, co moze tlumaczy¢ niezdolnos¢ komoérek do zablizniania uszkodzenia.

W pracy zalozono, ze in vivo przerwanie spojnosci bariery nabtonkowej zoladka
moze skutkowal penetracjag antygendw H. pylori do blaszki wiasciwej i ich
oddziatywaniem z komérkami immunokompetentnymi. Makrofagi stanowig pierwsza lini¢
obrony przed czynnikami zakaznymi, i jako komoérki prezentujace antygeny (APC)
limfocytom T oraz poprzez wytwarzanie cytokin przyczyniaja si¢ do rozwoju odpowiedzi
swoistej. Bakteryjny LPS moze oddziatywaé z komérkami gospodarza poprzez lipid A,
uruchamiajgc Sciezki sygnatowe zalezne od receptoréw Toll-podobnych (TLR). Jednak ze
wzgledu na wystepowanie w LPS H. pylori reszt cukrowych (determinantéw Lewis),
interakcje
z komérkami gospodarza moga odbywaé si¢ takze za posrednictwem receptoréw
lektynowych. W pracy wykazano, ze LPS H. pylori wiaze si¢ z receptorami lektynowymi
typu DC-SIGN w formie rozpuszczalnej oraz zlokalizowanymi na powierzchni komoérek
linii monocytarno-makrofagowej THP-1. Swoistos¢ wiazania LPS H. pylori typu Lewis™”
z receptorami DC-SIGN jest determinowana przez reszty fukozy, a w przypadku LPS
H. pylori bez determinantéw Lewis - przez reszty galaktozy.

Przewlekly charakter zakazen H. pylori pozwala sugerowaé, ze aktywnos¢ komorek
uktadu odpornosciowego gospodarza moze by¢ negatywnie modulowana przez antygeny
H. pylori. Ze wzgledu na nieznany moment zakazenia H. pylori u ludzi, a tym samym czas
jego trwania, badania dotyczace rozwoju proceséw odpornosciowych oparto na modelu
doswiadczalnego zakazenia tymi bakteriami u kawii domowych (potocznie Swinek
morskich). Wykazano, ze 28-dniowe zakazenie H. pylori u tych zwierzat skutkowalo
rozwojem przewleklej miejscowej reakcji zapalnej w nablonku zotadka. Limfocyty
antygenowo swoiste zdolne do proliferacji w odpowiedzi na stymulacj¢ antygenami EG
H. pylori w hodowlach in vitro wykryto w lokalnych weztach krezkowych, ale nie w krwi
obwodowej. W hodowlach limfocytoéw weztéw krezkowych zwierzat zakazonych
H. pylori, ulegajacych ekspansji w odpowiedzi na EG, dominowaty limfocyty
T o fenotypie CD4". Limfocyty T sa giéwnymi producentami interferonu (IFN)-y,
bedgcego wyznacznikiem rozwoju odpowiedzi komoérkowej. W przeprowadzonych
badaniach, podwyzszone stezenie tej cytokiny wykryto w hodowlach limfocytéw
proliferujgcych w odpowiedzi na biatko CagA H. pylori. W tych hodowlach aktywnos¢
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IFN-y nie byta negatywnie regulowana przez transformujacy czynnik wzrostowy (TGF-p),
wytwarzany przez komorki immunokompetentne znajdujace si¢ w takich hodowlach.
Z kolei tylko we frakcji komdrek monocytarno-makrofagowych pochodzacych od zwierzat
niezakazonych H. pylori wykryto ekspresj¢ prozapalnej IL-1B. Nie mozna zatem
wykluczy¢, ze ekspresja tej cytokiny jest negatywnie modulowana podczas zakazenia
H. pylori.

We wczesniejszych badaniach prowadzonych na ludzkich leukocytach krwi
obwodowej dawcow niezakazonych lub zakazonych H. pylori wykazano, ze zaréwno
rozpuszczalne biatko CagA, jak i LPS H. pylori hamowaly ekspansj¢ limfocytéw, co
pozostawato w zwiazku z indukcjg apoptozy limfocytow, a takze z zaburzeniem zdolnosci
makrofagdw do prezentacji antygendw limfocytom. Na modelu kawii domowych
z utrwalonym zakazeniem H. pylori potwierdzono hamowanie ekspansji limfocytow przez
LPS tych bakterii. Jedng z mozliwych przyczyn zahamowania odpowiedzi blastycznej
limfocytow w odpowiedzi na LPS H. pylori mogla by¢ niezdolno$¢ makrofagéw do
prezentacji antygenéw. Dysfunkcja makrofagéw byla powiazana z uszkodzeniem ich
DNA, podwyzszonym stezeniem TGF-p oraz obnizonym stg¢zeniem IFN-y w hodowlach
komoérkowych.

Wyniki uzyskane w pracy wskazuja na mozliwa role antygenow H. pylori
w zaburzaniu homeostazy komoérek blony sluzowej zoladka, co in vivo moze skutkowac
ich przenikaniem do blaszki wlasciwej oraz oddzialywaniem 2z komoérkami
immunokompetentnymi. Wykazano, ze pewne antygeny H. pylori, tj. EG, CagA, UreA
nasilajg aktywnos¢ proliferacyjng komorek nabtonkowych zotadka i fibroblastow, co moze
by¢ znaczace dla pobudzania proceséw naprawczych. Jednakze nasilone podziaty
komérkowe mogg takze sprzyja¢ mutacjom potencjalnie nowotworowym. Z kolei LPS
H. pylori (25 ng/ml) hamowal proces migracji i aktywnos¢ proliferacja komorek bariery
Sluzowej zolgdka, co in vivo moze skutkowaé ograniczeniem proceséw naprawczych
i utrwaleniem reakcji zapalnej. Natomiast hamowanie aktywnos$ci makrofagéw, jako
komérek APC, nalezy uznaé¢ za prawdopodobny mechanizm pateczek H. pylori

ograniczajgcy rozwdj odpowiedzi swoistej, celem utrwalenia zakazenia.
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H. pylori bacteria are the main etiological agent of gastritis in humans, which can
lead to the development of gastric or duodenal ulcers, and even stomach cancers. It is
believed that chronic inflammation during H. pylori infections affects the balance between
cell death and proliferation of gastric mucosal cells. Modulation of the activity of gastric
mucosal cells as well as immunocompetent cells may affect the development of host
immune processes. Knowledge concerning the role of H. pylori components in the
destabilization of the gastric epithelial barrier and their immunomodulatory properties is
insufficient. It is necessary to deepen the understanding of the pathogenesis of H. pylori
infections, as well as their different course and to search for appropriate markers of
inflammation and immune response. Moreover, the development of advanced diagnostic
methods, as well as treatment protocols and immunoprophylaxis are of great importance.

The aim of this study was to analyse the effects of H. pylori surface antigens of
glycine acid extract (GE), lipopolysaccharide (LPS), soluble CagA protein and an
immunogenic subunit A of urease (UreA) on the gastric epithelial cell line and fibroblasts,
mimicking the gastric mucosa as well as on immune cells of innate (monocytes/
macrophages) and adaptive (lymphocytes) immunity. It was assumed that the influence of
H. pylori components on host cells depends on the type of antigen, its concentration,
mechanism of action, the type of target cells and the time of cell exposure to the antigen.

It has been shown that EG, CagA and UreA (used in selected experimental
concentrations, derived from previous studies) intensified the migration and proliferation
of gastric epithelial cells and fibroblasts, followed by wound healing in a scratch assay.
The healing process in response to H. pylori LPS was dependent on its concentration and
the type of target cells. H. pylori LPS in a low concentration (1 ng/ml) intensified the
migration and proliferation of gastric epithelial cells but not fibroblasts. On the other hand,
both cell types were unable to migrate and proliferate after their exposure to a higher
concentration of H. pylori LPS (25 ng/ml). Cell dysfunction in response to H. pylori LPS
(25 ng/ml) has been associated with DNA damage, cell cycle arrest of epithelial cells (in
S phase) and fibroblasts (in G, phase), as well as necrotic changes. Furthermore, the
concentration of the epidermal growth factor (EGF) and phosphorylated STAT3 was
reduced in response to a high dose of H. pylori LPS as compared to the control. This may
explain the inability of the cells to repair wound.

The epithelial barrier disruption in vivo may result in the penetration of H. pylori

antigens into the lamina propria and their interaction with immunocompetent cells.
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Macrophages represent the first line of immune defense against infectious agents.
Moreover, macrophages as antigen presenting cells (APC), which produce cytokines,
contribute to the development of specific immune response. Lipid A of bacterial LPS can
activate signaling pathways dependent on Toll-like receptors (TLR). However, due to the
presence of sugar residues (Lewis determinants), . pylori LPS may also be recognised by
lectin receptors of host cells. This study has shown that H. pylori LPS binds to the soluble
form of the C-type lectin receptor - DC-SIGN as well as its membrane-bound form on the
surface of the THP- monocyte-macrophage leukemia cells. The binding of H. pylori LPS
Lewis™ to the DC-SIGN receptor was found to be fucose specific, whereas the binding of
H. pylori LPS without Lewis determinants was galactose specific.

The chronic nature of H. pylori infection can suggest that the activity of immune
cells may be negatively modulated by H. pylori antigens. Due to the lack of information
about the beginning of H. pylori infection in humans and its duration, studies on the
pathogenesis and anti-H. pylori immune responses in humans are very difficult. Therefore
we used an experimental model of H. pylori infection in guinea pigs. It was shown that the
H. pylori infection lasting for 28 days resulted in the development of chronic local
inflammatory response in the gastric mucosa. In H. pylori-infected guinea pigs antigen-
specific lymphocytes, capable of proliferate in response to in vitro stimulation with
H. pylori EG were detected in the local mesenteric lymph nodes, but not in peripheral
blood. The lymphocytes, which expanded in response to EG, were T lymphocytes of CD4"
phenotype. T lymphocytes are the main producers of interferon (IFN)-y, which drives the
development of cellular immune response. In these studies, the elevated level of this
cytokine was detected in the cell cultures containing lymphocytes proliferating in response
to CagA. The activity of IFN-y was not regulated negatively by the transforming growth
factor (TGF-B) produced by immunocompetent cells present in the cell cultures. The
expression of pro-inflammatory IL-1p was detected only in monocyte-macrophage cells
derived from animals non-infected with H. pylori. It cannot be excluded that the expression
of this cytokine is negatively modulated in vivo during H. pylori infection.

In previous studies on human peripheral blood leukocytes isolated from both
uninfected and H. pylori-infected individuals the soluble CagA and H. pylori LPS inhibited
cell expansion, which was related to lymphocyte apoptosis and impairment of antigen
presentation by macrophages. Using the guinea pig model of chronic H. pylori infection

the inhibition of lymphocyte expansion by H. pylori LPS has been confirmed. It could be
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due to the inability of macrophages to present antigens to lymphocytes in the cell cultures.
Dysfunction of macrophages is associated with DNA damage, an elevated concentration of
TGF- and a reduced concentration of IFN-y in the cell culture supernatants.

The results obtained in this study show that H. pylori antigens can disrupt
homeostasis of the gastric mucosa, which in vivo may result in the infiltration of these
antigens into the lamina propria and their interaction with immunocompetent cells. It has
been shown that some H. pylori antigens, i.e. EG, CagA, UreA can increase the
proliferative activity of gastric epithelial cells and fibroblasts, which could be important for
the wound healing processes. However, the increased cell division rate can contribute to
mutations that are potentially cancerous. H. pylori LPS (at a concentration of 25 ng/ml) has
been found to inhibit the migration and proliferative active of gastric mucosal cells, which
in vivo may result in reducing tissue repair and maintenance of inflammatory response.
Inhibition of the cell function of macrophages as APC should be considered as a possible
H. pylori mechanism downregulating the development of specific immune response of the

host in order to establish persistent infection.
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