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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Gram-ujemna pateczka Helicobacter pylori jest powszechnie uznawana za gtéwny czynnik etio-
logiczny przewlektego aktywnego zapalenia btony §luzowej zotadka, wrzodéw trawiennych,
raka zoladka oraz chtoniaka zwigzanego z tkanka limfatyczng bton §luzowych (mucosa-asso-
ciated lymphoma tissue, MALT). Nadal niewiele wiadomo o naturalnej historii tego zakazenia,
poniewaz dolegliwo$ci z nim zwigzane pojawiaja sie w réznym czasie lub zakazenie przebiega
bezobjawowo. W zwiazku z rosnaca opornoscia pateczek H. pylori na powszechnie stosowane
antybiotyki trwaja poszukiwania innowacyjnych schematéw eradykeji tego patogenu. Liczba
gatunkéw w obrebie rodzaju Helicobacter spp. szybko wzrasta, a zastosowanie nowoczesnych
technik molekularnych stale wzbogaca wiedze na ich temat. Ze wzgledu na ograniczenia zwig-
zane z wykonywaniem badat in vivo na ludziach w badaniach nad przebiegiem zakazenia H. pylo-
ri szeroko sg wykorzystywane modele zwierzece. Celem pracy jest przedstawienie stosowanych
modeli badawczych, wskazujacych zwiazek miedzy kolonizacja btony $luzowej zotadka przez
H. pylori a schorzeniami wywotanymi przez ten drobnoustrdj. Poszczegélne modele zwierzece
pozwalajg na przesledzenie naturalnej historii zaréwno ostrego, jak i przewlektego zakazenia
H. pylori w powiazaniu ze zmianami patologicznymi i przebiegiem proceséw odporno$ciowych
oraz odniesienie uzyskanej wiedzy do etiopatogenezy zakazen wystepujacych u ludzi. Badania
przedkliniczne na zwierzetach podatnych na zakazenie H. pylori sa nieodzownym elementem
zdobycia niezbednej wiedzy na temat rozwoju choréb, bedgcych konsekwencja takich zakazer
oraz strategii ich leczenia i profilaktyki.
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Summary

The Gram-negative bacillus Helicobacter pylori is widely recognized as a major etiologic agent
responsible for chronic active gastritis, peptic ulcers, the development of gastric cancer and
mucosa-associated lymphoid tissue (MALT lymphoma). Still, little is known about the natural
history of H. pylori infection, since patients usually after many years of not suffering from
symptoms of the infection are simply asymptomatic. Since the research investigators carried
out on human models has many limitations, there is an urgent need for the development of
an animal model optimal and suitable for the monitoring of H. pylori infections. This review
summarizes the recent findings on the suitability of animal models used in H. pylori research.
Several animal models are useful for the assessment of pathological, microbiological and
immunological consequences of infection, which makes it possible to monitor the natural
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history of H. pylori infection. Preclinical investigations on animal models are an essential stage
of research which enrich the knowledge on treatment and prevention strategies.
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Wykaz skrotow: CagA - cytotoksyna zwigzana z wyspa patogennosci (cytotoxin-associated gene A antigen);

CFU - jednostka tworzaca kolonie (colony forming unit); CT — toksyna cholery (cholera toxin);
CTB - podjednostka B toksyny cholery; DNA - kwas deoksyrybonukleinowy (deoxyribonucle-
ic acid); EHS — watrobowo-jelitowe gatunki Helicobacter (enterohepatic Helicobacter species);
HSP60 - biatka szoku cieplnego o masie czasteczkowej 60 kDa (heat shock proteins 60 kDa); IARC
- Miedzynarodowa Agencja Badan nad Rakiem (International Agency for Research on Cancer);
Le - antygeny Lewis (Lewis antigens); LT — termolabilna enterotoksyna; MALT - chtoniak zwia-
zany z tkanka limfatyczna bton sluzowych (mucosa-associated lymphoma tissue); NAP - biatko
aktywujace neutrofile (neutrophil-activating protein); NHL - chtoniak nieziarniczy (non-Hodgkin
lymphoma); OMV - zewnetrzne pecherzyki blonowe (outer membrane vesicles); PCR - reakcja
faricuchowa polimerazy (polymerase chain reaction); rRNA - rybosomowy RNA (ribosomal RNA);
rUre - rekombinowana ureaza (recombinant urease); SPF - wolne od patogenow (specific patho-
gen free); WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia (World Health Organization); VacA - toksyna

wakuolizujgca (vacuolating cytotoxin gene A).

WPROWADZENIE

Gram-ujemna, mikroaerofilna pateczka Helicobacter
pylori (H. pylori) zostata po raz pierwszy wyizolowana
przez dwéch australijskich badaczy - B. Marshalla i R.
Warrena w 1983 r. ze $luzu zotadkowego ludzi z chro-
nicznym stanem zapalnym [23]. W 2005 r. obaj uczeni
zostali uhonorowani Nagroda Nobla w dziedzinie fizjo-
logii i medycyny za wykazanie zwiazku miedzy obec-
noscia spiralnych bakterii w zotadku a zwiekszeniem
ryzyka rozwoju choroby wrzodowej zotadka i dwunast-
nicy [31]. 0d prawie 60 tysiecy lat H. pylori kolonizuje
btone $luzowa zotadka ludzi, i niemal u wszystkich oséb
zakazonych tym mikroorganizmem rozwija sie zapa-
lenie btony $luzowej zotadka, ktére moze trwaé przez
dziesieciolecia. Dzieki koewolucji z ludZzmi, bakterie
te moga przekazywaé i odbieral sygnaty z nabtonka
zotadka, doprowadzajgc do stanu dynamicznej réwno-
wagi, w ktdrej biorg udziat zaréwno czynniki bakterii,
jak i gospodarza. Jednak, dlugotrwate interakcje wywo-
tuja zmiany blony $luzowej zotadka o charakterze pato-
logicznym [30]. Obecnie pateczki H. pylori sg uznawane
za gtéwny czynnik etiologiczny wielu choréb przewodu
pokarmowego, takich jak: ostre zapalenie btony §luzo-

wej zotadka, przewlekte zanikowe zapalenie Zotadka,
metaplazja jelitowa, wrzody trawienne i inne. Bada-
nia epidemiologiczne wskazuja, ze zakazenie H. pylori
ma $cisty zwigzek z rozwojem raka zotadka. W zwiazku
z tym, w 1994 r. Miedzynarodowa Agencja Badan nad
Rakiem (International Agency for Research on Can-
cer, IARC) w porozumieniu ze Swiatowa Organizacja
Zdrowia (World Health Organization, WHO), sklasyfi-
kowata H. pylori jako czynnik rakotwdrezy 1 klasy [17].
Ponadto, badania do$wiadczalne z wykorzystaniem réz-
nych modeli zwierzecych wykazaly, ze utrzymujace sie
zakazenie H. pylori znacznie zwieksza ryzyko choroby
wrzodowej zotadka, gruczolakoraka zotadka i chto-
niaka nieziarniczego (non-Hodgkin lymphoma, NHL).
Eradykacja H. pylori istotnie zmniejsza ryzyko rozwoju
wrzodéw trawiennych lub gruczolakoraka zotadka
u zakazonych oséb bez zmian o charakterze zto$liwym,
co dostarcza dowoddw, ze ten drobnoustréj wptywa na
wczesne etapy kancerogenezy zotadka [30]. Mimo wyso-
kiego odsetka zakazonych H. pylori 0séb (ponad 50%
populacji ludzkiej), u niewielkiej czesci sa stwierdzone
objawy kliniczne. Do rozwoju choréb nowotworowych
dochodzi zaledwie u okoto 1% chorych. Jednak nalezy
podkreslié, ze H. pylori jest czynnikiem etiologicznym
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Tabela 1. Gatunki Helicobacter i ich prawdopodobny udziat w chorobach ludzi i zwierzat

Gatunki Helicobacter Nosiciele Motzliwe stany chorobowe Irédto
Zotadkowe
H. pylori cztowiek, kot, makak zapalenie Zotadka i/lub dwunastnicy, wrzody trawienne [[423]]
H. heilmanni cztowiek, pies, kot, matpa, Swinia zapalenie zotadka, wrzody trawienne [[423]]
H. bizzozeronii pies, kot, cztowiek zapalenie zofadka [2,43]
H. felis pies, kot, mysz zapalenie zofadka [19,43]
H. salomonis pies, kot nie opisano [19,43]
H. suis Swinia nie opisano [19,43]
H. mustelae fretka, norki zapalenie zotadka, wrzody [19,43]
H. nemestrinae lapunder nie opisano [43]
H. acinonyx gepard zapalenie zofadka [43]
H. rappini owca, pies poronienie [43]
H. aurati chomik nie opisano [43]
H. muridarum mysz, szczur nie opisano [43]
H. cetorum wieloryb, delfin wrzody zotadka i przetyku [14]
H. cynogastricus pies nie opisano [11]
Watrobowo-jelitowe (EHS)
H. cinaedi cztowiek, matpa, chomik zapalenie jelit, sepsa, zapalenie odbytnicy, zapalenie watroby [2,19,43]
H. fennelliae cztowiek zapalenie jelit, sepsa, zapalenie odbytnicy [2,43]
H. westmaedii cztowiek zapalenie jelit, sepsa [2]
H. rappini cztowiek, mysz martwica watroby [2,19,43]
H. canis pies, cztowiek zapalenie zofadka i jelit, zapalenie watroby [43]
H. hepaticus mysz, cztowiek zapalenie watroby, rak watroby [2,19,43]
H. bilis mysz, szczur, pies, kot zapaIenizeblir;zlc:rzza(:tf:;c),iowego? [2,19,43]
H. rodentum mysz nie opisano [43]
H. trogontum szazur nie opisano [43]
H. pullorum cztowiek, kurczak zapalenie jelita grubego, zapalenie watroby [2,19,43]
H. pametensis ptak, swinia nie opisano [43]
H. cholecystus chomik wicknienie trzustki [43]
H. mesocricetorum chomik nie opisano [43]
H. canadensis cztowiek? zapalenie jelit [2]
H. ganmani mysz, szczur nie opisano [4]

65% wszystkich nowotworéw zotadka [31]. Gléwna
przyczyna patogennosci tej bakterii jest zdolno$¢ do
wywolania przewlektego, wieloletniego stanu zapal-
nego, ktdéry jest wynikiem nadmiernego pobudzenia
odpowiedzi immunologicznej gospodarza z udziatem
wszystkich typéw komérek odpornosciowych i réznego
rodzaju cytokin. Takie nieustanne stymulowanie uktadu
odporno$ciowego, ktére zwykle pozwala na samoistne
wyeliminowanie drobnoustrojéw z organizmu, nieocze-
kiwanie prowadzi do rozwoju zmian patologicznych

w blonie $luzowej zotadka [6]. Nalezy takze podkreslié,
ze wyniki wielu badan laboratoryjnych wskazuja na
zdolnosci pateczek H. pylori do hamowania aktywnoSci
komérek odpornosciowych, a co za tym idzie ograni-
czonej ich skuteczno$ci w walce z takimi zakazeniami
[5,12,29,35]. A zatem rozwdj choroby jest zalezny nie
tylko od bakteryjnych czynnikéw wirulencji, ale réw-
niez od indywidualnych predyspozycji gospodarza oraz
czynnikéw $rodowiskowych (np. warunkéw sanitarno-
-higienicznych, diety ubogiej w witaminy) [36].
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GATUNKI HELICOBACTER

W latach dziewieédziesiatych XX w. nastgpit gwattowny
rozwéj badan nad pateczkami z rodzaju Helicobacter. Ich
rezultatem jest m.in. ciagly wzrost liczby nowo odkry-
wanych gatunkéw zaréwno u ludzi, jak i u zwierzat,
doktadne poznawanie i wyjasnianie mechanizméw pato-
gennego dziatania H. pylori na organizm ludzki, opra-
cowywanie testéw wykrywajacych to zakazenie oraz
metod diagnostycznych (inwazyjnych i nieinwazyjnych),
a takze wdrazanie badan z wykorzystaniem zwierzat.
Obecnie rodzaj Helicobacter obejmuje okoto 38 gatun-
kéw, z ktérych 29 jest oficjalnie zarejestrowanych. Sa
one wykrywane niemal w kazdym badanym zwierzeciu
- od kurczat po wieloryby (z mozliwym wykluczeniem
kozy) [14,19]. Wiedza na temat tych spiralnych bakterii
jest stale wzbogacana przez zastosowanie nowoczesnych
metod molekularnych oraz technik diagnostycznych [3].

Ze wzgledu na cechy morfologiczne, wladciwo$ci bio-
chemiczne oraz miejsce bytowania, pateczki Helicobacter
spp. podzielono na dwie grupy: drobnoustroje zotad-
kowe (zasiedlajace poczatkowy, gérny odcinek przewodu
pokarmowego) oraz drobnoustroje watrobowo-jeli-
towe (Enterohepatic Helicobacter Species, EHS) (tab. 1).
Przezycie pateczek Helicobacter nalezacych do pierw-
szej grupy jest mozliwe dzieki wytwarzanej przez nie
ureazie, ktéra neutralizuje kwasne $rodowisko zotadka
(proces hydrolizy mocznika do dwutlenku wegla i amo-
niaku). Zotgdek ludzi jest najczesciej kolonizowany przez
H. pylori, ale takze przez H. heilmanni, H. felis i H. mustellae.
Bakterie watrobowo-jelitowe nalezace do drugiej grupy
zostaly wykryte po raz pierwszy u laboratoryjnych gry-
zoni. Wykazano, iz moga one kolonizowa¢ dolny odcinek
przewodu pokarmowego, czyli jelito biodrowe, okrez-
nice i prostnice oraz watrobe (drogi zétciowe) wielu
gatunkéw zwierzat, a w sprzyjajacych warunkach moga
doprowadzi¢ do stanu zapalnego tych narzadéw i wywo-
ta¢ zmiany chorobowe. Nie kolonizuja §luzéwki zotadka,
mimo, ze maja wiele wspdlnych cech morfologicznych
i fizjologicznych z gatunkami zotadkowymi [2,3].

Drobnoustroje nalezace do rodzaju Helicobacter maja
duze wymagania odzywcze. Do wzrostu potrzebuja
podtéz wzbogaconych krwia lub surowica, warunkéw
mikroaerofilnych (5% O,, 10% CO,, 85% N,), temperatury
w zakresie 36-42°C oraz 3-14-dniowej inkubacji. Hodowla
wiekszosci gatunkéw jest bardzo trudna, a w niektérych
przypadkach wrecz niemozliwa. Ponadto ich zdolno$¢é
do wzrostu jest zalezna od wymagan gatunkowych, co
oznacza, ze na ich wzrost moze wptywaé np. obecnosé
antybiotykéw (cefsulodyny, kwasu nalidyksynowego,
trimetoprimu, wankomycyny) lub innych czynnikéw
gatunkowo-swoistych [10]. Gatunki Helicobacter réznig
sie miedzy sobg m.in. zdolno$cig wytwarzania ureazy.
Bakterie, takie jak np. H. pylori, H. heilmannii, H. felis sa
ureazo-dodatnie, natomiast inne, np. H. canis, H. pullo-
rum, H. fennelliae nie wytwarzajg tego enzymu. Wyizolo-
wany z prébek katu pséw H. canis nie wytwarza réwniez
katalazy [19]. Obecnie na szybka identyfikacje gatun-

kéw Helicobacter, bez koniecznosci prowadzenia czaso-
chtonnej i wymagajacej hodowli, pozwalaja nowoczesne
metody biologii molekularnej z zastosowaniem sekwen-
cjonowania podjednostki 165 rRNA i reakcji taticucho-
wej polimerazy (polymerase chain reaction - PCR) [3].
Zwiekszajaca sie liczba izolowanych gatunkéw Helicobac-
ter wymaga dalszych badan, pozwalajacych ocenié ich
role w patogenezie choréb u ludzi i zwierzat [10].

MobELE IWIERZECE

Choroba wrzodowa wywotywana przez H. pylori jest
powaznym schorzeniem, ktére w ciggu ostatnich dziesie-
cioleci stato sie przedmiotem badan naukowcéw z catego
$wiata. Najcze$ciej do zakazenia dochodzi we wezesnym
dziecifistwie droga ustno-ustng, katlowo-pokarmowg
bad? ustno-zotadkows, a gtéwnie z powodu braku odpo-
wiedniej higieny (zwtaszcza mycia rak) [36]. Istotnym
problemem jest ponadto wzrastajacy stopieti opornosci
H. pylori na antybiotyki, wchodzace w sktad schematu
eradykcyjnego. Wykazano, iz schematy leczenia tzw.
drugiego i trzeciego rzutu sa nieskuteczne prawie u 20%
przypadkéw. Te obserwacje motywuja do podejmowa-
nia licznych badar majacych na celu poznanie niejasnej
etiologii tej choroby i wielu jej powiklan, a takze badan
oceniajacych mozliwos$¢ zastosowania innowacyjnych
schematéw eradykcji z uzyciem alternatywnych che-
mioterapeutykéw czy antybiotykéw hamujacych rozwéj
zakazenia H. pylori [18].

W zwigzku z ograniczong mozliwo$cig wykonywania
badan in vivo wérdd pacjentéw, sa w tym celu wykorzy-
stywane zwierzeta laboratoryjne. Wybér odpowiedniego
modelu zwierzecego jest podyktowany zalozeniami hipo-
tezy badawczej, wyposazeniem potrzebnym do przepro-
wadzenia do$wiadczeni, a takze zywotnoscia zwierzat
i materialem pozyskiwanym do badan. Przydatnosé
laboratoryjnego modelu zwierzecego powinna by¢ oce-
niana w taki sposéb, aby jak najlepiej scharakteryzowaé
poszczeglne etapy zakazenia. Zastosowanie potencjal-
nego modelu zwierzecego powinno by¢ ocenione z jed-
nej strony na podstawie jego podatnosci na zakazenie
i mozliwos$ci wywotania objawéw chorobowych, a z dru-
giej podobietistwa przebiegu i konsekwencji zakazenia do
obserwowanych u ludzi [32]. Olbrzymig zaletg prowadze-
nia do$wiadczen na zwierzetach jest dostepno$é badanych
osobnikéw, a takze mozliwo$é przeprowadzenia inwazyj-
nych testéw czy pobierania rozlegtego materiatu tkan-
kowego. Dokonujac wyboru najbardziej odpowiedniego
modelu i gatunku zwierzat do§wiadczalnych, powinny byé
brane pod uwage: znaczne réznice miedzygatunkowe oraz
inne czynniki, takie jak: wiek, pte¢, dieta, hodowla, stan
hormonalny i odpornosciowy. Ponadto nalezy pamieta¢,
ze wyniki uzyskane w do$§wiadczeniach na zwierzetach
moga sie rézni¢ od wynikéw u ludzi, dlatego wyciggniete
whioski nalezy ostroznie przenosi¢ z badan przedklinicz-
nych na badania kliniczne [24].

Opracowanie modeli zwierzecych jest waznym aspek-
tem badania naturalnej historii patogenezy Helicobacter
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pylori. Zmiany wywotywane przez H. pylori u wybranego
zwierzecia powinny by¢ zawsze doktadnie zbadane. Ich
podobieristwo do zmian obserwowanych u ludzi moze
wskazaé czy uzycie tego modelu przyczyni sie do zro-
zumienia réznych mechanizméw chorobotwérczych
zaangazowanych w rozwdéj ludzkiej choroby wywotanej
przez H. pylori. Istnieje wiec potrzeba opracowania kilku
modeli zwierzecych, aby potwierdzié teze o roli pateczek
z rodzaju Helicobacter w réznych aspektach tego zakaze-
nia u cztowieka [28].

Idealny model zwierzecy odzwierciedlajgcy zakazenie
H. pylori powinien: imitowal charakterystyczne objawy
ludzkiej choroby, by¢ powszechnie dostepny dla bada-
czy, tatwy i tani w przeprowadzeniu badari (np. endo-
skopii, terapii) oraz nie opiera¢ sie na wykorzystaniu
gatunkéw zagrozonych. Ponadto zwierze powinno mieé
nawyki zywieniowe oraz cechy fizjologiczne przewodu
pokarmowego podobne do ludzkich. Do tego typu badan
zaleca sie wykorzystywanie zwierzat konwencjonalnych
utrzymywanych w warunkach cze$ciowej izolacji (semi
barrier condition), wolnych od zoonoz, niepoddanych
mutacji, podatnych na kolonizacje przez ludzkie izolaty,
anie tylko przez szczepy pochodzenia zwierzecego. Nie-
mniej jednak najwazniejszym wyzwaniem dla idealnego
modelu zwierzecego do badan przebiegu zakazer H.
pylori jest uzyskanie wysokiego stopnia kolonizacji tymi
bakteriami oraz udokumentowanie istniejacego zakaze-
nia za pomoca réznorodnych technik [28].

Niektdérzy autorzy wskazuja na zasadnicze réznice
miedzy przewleklym (ustabilizowanym) zakaze-
niem a wczesng (ostra) faza, ktéra rozwija sie u oséb
zaraz po procesie kolonizacji btony $§luzowej zotadka
przez pateczki H. pylori. Przebieg ostrego zakazenia
u ludzi jest szczegdlnie trudny do przeanalizowania,
poniewaz eksperymentalne zakazenie ludzi jest nie-
etyczne oraz wczesne stadium zakazenia jest trudne
do rozpoznania ze wzgledu na brak swoistych badan
diagnostycznych. Podkre$la to szczegdlng potrzebe
opracowania zwierzecych modeli do prze$ledzenia
zakazenia H. pylori [7].

Nie istnieje idealny model zwierzecy, ktéry wiernie imi-
towatby rozwdéj choroby u cztowieka. Obecnie stosowane
modele pozwalajg na ocene konkretnego stadium zaka-
zenia. Aby wiarygodnie i sprawnie oceni¢ efekty nowo
wprowadzanych terapii, opracowano wiele modeli zwie-
rzecych imitujgcych procesy patologiczne u cztowieka.
Do tych celéw zastosowano nastepujace zwierzeta labo-
ratoryjne: §winie gnotobiotyczne (zakazone tylko zna-
nymi, okre$lonymi drobnoustrojami), ssaki z rodzaju
naczelnych, koty, psy oraz rézne gatunki gryzoni
(szczury, myszy, myszoskoczki mongolskie i §winki mor-
skie). 0d niedawna do prze$ledzenia zakazenia Helico-
bacter sa wykorzystywane réwniez transgeniczne myszy
i myszy knock-out. Kazdy z powyzszych modeli ma swoje
wady i zalety, jednak wybédr ktéregokolwiek z nich jest
podyktowany tym, w jakim stopniu dany model pozwala
na realizacje zamierzonych celéw do$wiadczalnych [26].

SWINIE GNOTOBIOTYCZNE

Modelem zwierzecym zastosowanym po raz pierwszy
w badaniach nad zakazeniem H. pylori byly prosieta gno-
tobiotyczne, dzieki ktérym wykazano, iz cytotoksyna,
powiazana z wyspa patogennosci (CagA), ureaza oraz
rzeski sa niezbednymi czynnikami wirulencji pierwszej
fazy ostrego zakazenia [43]. Udowodniono, ze zotadek
$witi jest zasiedlany przez kilka gatunkéw Helicobacter
(zakazenie mieszane), jednak budowa ich blony §luzo-
wej zotgdka rézni sie znaczaco od ludzkiej. Mimo barier
ochronnych drég rodnych, urodzone prosieta moga by¢
zakazone przez H. pylori. Zwierzeta catkowicie wolne od
wszystkich wykrywalnych mikroorganizméw (germ-free)
mozna uzyska¢ w wyniku cesarskiego ciecia, a nastep-
nie przez prowadzenie hodowli w specjalnych izolato-
rach. Stan zapalny wywolany u prosiat ,,germ-free” rézni
sie od zapalenia zotadka u dorostych ludzi, przybierajg-
cego charakter przewlektego aktywnego zapalenia, cha-
rakteryzujacego sie obecnoscig nacieku komérkowego,
w ktérego sktad wchodza nie tylko komérki jednojadrza-
ste, ale takze neutrofile. Komérki te sg odpowiedzialne
w duzej mierze za uszkodzenie btony $luzowej i wystepo-
wanie objawdw klinicznych zapalenia zotagdka. Natomiast
u zakazonych prosigt wystepuje zazwyczaj niewielka
liczba granulocytéw obojetnochtonnych (mimo, ze lim-
focyty czy komérki plazmatyczne sg obecne w osoczu
- podobnie jak u ludzi). W tym kontekscie, prosieta zaka-
zone H. pylori moga by¢ dobrym odniesieniem do zakaze-
nia wystepujgcego u dzieci, u ktérych réwniez obserwuje
sie niewiele neutrofiléw. Pomimo braku lub niewiel-
kiej liczby granulocytéw obojetnochtonnych u zakazo-
nych prosiat odnotowano zaréwno rozlegle, jak i drobne
wrzody trawienne, co zwieksza wiarygodno$¢ zastosowa-
nia tego modelu. W jednej z prac wykazano, ze zastosowa-
nie doustnej szczepionki przeciwko H. pylori (bez dodatku
adiuwantu) lub immunizacji pozajelitowej u prosiat zaka-
zonych H. pylori doprowadzito do nieznacznej redukcji
miana bakteryjnego przy jednoczesnym wzroscie nacieku
zapalnego, w tym neutrofiléw. Pomimo, Ze prosieta zaka-
zone H. pylori stanowia do$¢ dobry model odwzorowujacy
zakazenie u ludzi, to jednak nie sg powszechnie stoso-
wane w badaniach laboratoryjnych nad skutecznoscia
szczepionek. Wynika to prawdopodobnie ze wzgledu na
koszty i konieczno$¢ stosowania specjalnego wyposaze-
nia [26,37].

Psy

Przewlekte zapalenie blony $luzowej zotadka u pséw
wystepuje dosy¢ czesto. Do tej pory w zotagdku tych zwie-
rzat zidentyfikowano nastepujace gatunki Helicobacter: H.
canis, H. cynogastricus, H. felis, H. heilmanni, H. bizzozeronii,
H. salomonis, H. rappini, H. bilis [11,27]. Stosunkowo nie-
wiele badari na temat zakazenia H. pylori zostato przepro-
wadzonych u pséw. Wykazano, ze u gnotobiotycznych
pséw, cztery tygodnie po zakazeniu H. pylori, docho-
dzito do rozwoju przewlektego zapalenia zotadka i wzro-
stu pH soku zotadkowego [27]. U szczeniat rasy Beagle,
zakazonych doustnie szczepem H. pylori pochodzenia
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mysiego i monitorowanych przez 24 tygodnie, w ostrej
fazie zakazenia wystepowaly wymioty i biegunka, ktére
ustepowaly samoistnie. Dochodzito réwniez do wzmozo-
nej ekspresji IL-8 w komdrkach nabtonkowych zotadka.
Faza przewlekta charakteryzowala sie zmianami w bto-
nie §luzowej zotgdka, powierzchniowymi nadzerkami,
a w blaszce wlasciwej byty widoczne nacieki leukocy-
téw wielojadrzastych, ktére w ciggu kilku nastepnych
tygodni tworzyly mate agregaty oraz grudki chtonne,
otoczone granulocytami obojetnochtonnymi. Uwaza
sie, ze makroskopowe grudki, powstate gtéwnie w czesci
antrum zotadka, sa prekursorami chtoniaka typu MALT.
Model ten doktadnie odzwierciedla zakazenie wystepu-
jace uludzi [33]. Jego wada jest obecno$é gatunkéw Heli-
cobacter, nalezacych do naturalnej mikroflory [43].

Wykorzystujac psy rasy Beagle, réwniez sprawdzano
skuteczno$é i bezpieczeristwo szczepionki ztozonej
z trzech rekombinowanych antygendw H. pylori (CagA,
VacA i NAP) potgczonych z Al(OH),, podawanej domie-
$niowo. Nie zaobserwowano zadnych dziatar niepoza-
danych oraz wykazano powstawanie przeciwciat klasy
1gG dla kazdego z trzech antygendw. Skuteczno$é mie-
siecznego programu szczepien okazala sie lepsza niz
tygodniowa, zaréwno do eradykcji pateczek H. pylori, jak
i redukcji zapalenia btony §luzowej zotadka. Wyniki tych
badan wskazujg nie tylko na mozliwo$¢ stosowania poza-
jelitowych szczepien przeciwko H. pylori, ale réwniez na
prowadzenie dalszych badan w kierunku optymalizacji
programu szczepieni, co mogloby poprawié skutecznosé
i immunogenno$¢ szczepionki [34]. Go$ciniak i wsp.,
opierajac sie na wynikach badan, dotyczacych wyste-
powania przeciwcial anty-H. pylori w surowicach oséb
zakazonych tymi bakteriami, wykazali czestsze wyste-
powanie swoistych przeciwciat klasy IgG w grupie pséw
z objawami dyspeptycznymi i zmianami w obrebie btony
$luzowej zotgdka niz w grupie kontrolnej. Blizsze pozna-
nie zwigzku pomiedzy zakazeniem H. pylori a zapaleniem
zotadka u pséw jest trudne ze wzgledu na konieczno$é
zastosowania metod inwazyjnych (gastroskopii) [11].

Koty

W zotadkach kotéw zidentyfikowano obecnos$é H. felis,
H. pametensis, H. heilmannii, H. bizzozeronii. Ponadto udo-
kumentowano, ze koty moga by¢ naturalnie zakazone
przez H. pylori, co prowadzi do zapalenia btony $luzo-
wej zotadka. Pateczki H. pylori, wyizolowane z badanych
kotdw, sa znacznie mniejsze (0,5 x 1,5-3 um) niz pozo-
statych gatunkéw, zakrzywione lub w ksztalcie litery S,
przez co sg tatwe do rozpoznania w preparatach mikro-
skopowych [27]. U zakazonych kotéw rozwineto sie
pecherzykowe zapalenie §luzéwki zotadka z matg do
$redniej liczby eozynofiléw i umiarkowang infiltracja
neutrofiléw. Istnieja przypuszczenia, ze domowe koty
moga by¢ rezerwuarem pateczek H. pylori. Najprawdopo-
dobniej drogg zakazenia jest transmisja z cztowieka na
te zwierzeta, a nie odwrotnie. W badaniach nad szcze-
pionka przeciwko H. pylori wykazano 20-krotne zmniej-
szenie gesto$ci tych bakterii u zwierzat otrzymujacych

preparat szczepionkowy. Wymagane sg dalsze badania,
aby oceni¢ odpowiedz immunologiczna na zakazenie H.
pylori u kotéw [26]. Dlugoterminowe naturalne zakaze-
nie H. pylori u kotédw stanowi odpowiedni model bada-
nia patogenezy takich zakazen ze wzgledu na znaczna
reaktywno$¢ komdrek odpornosciowych i zmiany btony
$luzowej w odpowiedzi na uszkodzenia nabtonka wsku-
tek przewleklego zakazenia [43]. Podobnie jak u pséw,
powszechne wystepowanie spiralnych bakterii w prze-
wodzie pokarmowym kotéw ogranicza uzyteczno$¢ tego
modelu i wymaga dodatkowych kosztéw obejmujacych
m.in. hodowle kotéw wolnych od patogenéw (specific
pathogen free, SPF) [26].

Myszy

Najcze$ciej uzywanym modelem zwierzecym do badan
przedklinicznych jest mysz ze wzgledu na duza dostep-
nos¢ swoistych odczynnikéw. Model ten ma wiele zalet,
m.in.: nieskomplikowana i tania hodowla, duza liczba
mtodych w miocie, dostepno$é zwierzat, a przede
wszystkim wysoki procent podobiefistwa mysiego
genomu z ludzkim [1]. Ponadto, wykorzystanie okre-
$lonych szczepdw myszy poddanych modyfikacjom
genetycznym (myszy transgeniczne, myszy knock-out)
pozwala na zbadanie roli poszczegblnych genéw gospo-
darza w interakcjach z H. pylori. Jednak najwieksza wada
tego modelu jest niski stopieri zapalenia blony $luzo-
wej zotadka, a jak wiadomo nasilenie reakcji zapalnej
odgrywa gtéwna role w rozwoju raka zotgdka. Wobec
tego, nastepstwo zakazenia H. pylori w postaci nowo-
tworu zotgdka jest trudne do oceny w modelu mysim, co
wplywa na jego niekorzy$¢ [39].

Pod koniec lat 80. XX w. wiele o$rodkéw badawczych
prébowato opracowaé mysi model zakazenia H. pylori.
W 1991 r. Karita i wsp. wykorzystali do badat nagie
myszy (nude mouse), uzyskane w wyniku mutacji gene-
tycznej prowadzacej do uszkodzenia lub braku grasicy,
czego efektem jest utrata odpornosci, ze wzgledu na
brak lub znaczne zmniejszenie liczby limfocytéw T. Naj-
bardziej widocznym skutkiem tej mutacji jest takze brak
owtosienia - cecha bardzo cenna w badaniach nad pro-
cesami nowotworzenia. U tych zwierzat wizualna ocena
obecnoéci zmian rakowych jest znacznie tatwiejsza.
Karita i wsp., wykorzystujac powyzszy model, wykazali,
ze myszy moga by¢ efektywnie zakazone przez H. pylori,
natomiast w przypadku myszy immunokompetentnych,
przy zastosowaniu identycznych warunkdéw, pojawia sie
jedynie przej$ciowe zakazenie. Pomimo, ze nagie myszy
nie nadajg sie do badania odpowiedzi immunologiczne;
gospodarza, wynik ten utorowat droge dla innych bada-
czy, ktdérzy coraz czeiciej donosza o mozliwoséci zakaze-
nia H. pylori immunokompetentnych gryzoni [26].

Uzyskanie modeli zwierzecych imitujacych choroby
cztowieka opiera sie na dwéch technikach: transgene-
zie i ,nokaucie” genowym. Pierwsza metoda polega
na wprowadzeniu wielu kopii genu (zazwyczaj obcego
gatunku) do komérek gospodarza, z zastosowaniem
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mikroiniekcji lub odpowiednich wektoréw. W ten spo-
séb powstajg organizmy, ktére maja trwale wbudowany
gen (geny) i wytwarzaja obcogatunkowe biatka. Nato-
miast metoda ,,nokautu” polega na usunieciu okre$lonej
sekwencji genu, co jest réwnoznaczne z brakiem syntezy
biatka kodowanego przez wyciety gen [1]. Wykorzystu-
jac genetycznie modyfikowane myszy, mozna zbadaé
wptyw braku danego biatka na nasilenie adhezji pate-
czek H. pylori do komdrek nabtonkowych myszy. Jed-
nym z receptoréw dla adhezyn H. pylori sa reszty fukozy
obecne w powierzchniowych polisacharydach ludzkich
komérek nablonkowych zotgdka. Za pomocg opraco-
wanego modelu myszy transgenicznych, charakteryzu-
jacych sie wystepowaniem reszt fukozy uwidoczniono
rozwéj proceséw patologicznych podczas zakazenia
H. pylori w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych [26].
Z wykorzystaniem myszy transgenicznych przeprowa-
dzono réwniez badania dotyczgce roli biatka CagA H.
pylori. Skomplikowane przemiany szlakéw metabolicz-
nych indukowane przez to biatko, dostarczane przez IV
system sekrecji do komérek gospodarza, moga odgrywaé
wazng role w procesie nowotworzenia. Do§wiadczenia
przeprowadzono na myszach transgenicznych wytwa-
rzajacych dwa rodzaje biatka CagA: typ dziki lub biatko
nieulegajace fosforylacji. Wykazano, iz dzika postaé
biatka CagA przyczynia sie do zmiany fenotypu tkanek
nabtonkowych, co prowadzi do nowotwordéw zotadka,
jelita cienkiego i uktadu odpornosciowego. Nie zaobser-
wowano natomiast powyzszych zmian u myszy, ktére
wytwarzaty nieufosforylowane biatko CagA. Za pomoca
modeli mysich udokumentowano, ze biatko CagA jest
onkoproteing, jak réwniez potwierdzono wazng funk-
cje procesu fosforylacji w powstawaniu zmian fenotypo-
wych komérek nabtonkowych [20].

Uzycie szczepu myszy C57BL/6 pozwolito udokumento-
wad, ze po doustnym podaniu zawiesiny H. pylori, bak-
terie te przedostajg sie do watroby, czego rezultatem
sa wieloogniskowe zmiany zapalne w tym narzadzie.
Przeprowadzone w ostatnim czasie badania na mode-
lach mysich i szczurzych wskazuja, ze pateczki H. pylori
sa niezaleznym czynnikiem etiologicznym marskosci
watroby [36].

Poczgtkowym zatozeniem badan nad szczepionkg prze-
ciwko pateczkom Helicobacter byt udziat przeciwciat
klasy IgA w zapobieganiu lub wyciszeniu tego zakaze-
nia. Chociaz wiele modeli zwierzecych (fretki, koty, ssaki
naczelne) byto wykorzystanych w badaniach nad szcze-
pionkami, dopiero zastosowanie réznego typu myszy
knock-out pozwolito na wyjasnienie prawdopodobnych
mechanizméw odpornosciowych indukowanych przez
szczepionke. Wykorzystujac myszy knock-out niewy-
twarzajace przeciwciat klasy IgA stwierdzono, ze pro-
tekcyjne dziatanie doustnej szczepionki nie wymaga ich
obecno$ci. Natomiast na powierzchni btony §luzowej
wykryto kompensacyjne poziomy przeciwciat klasy IgM.
Co wiecej, Nedrud i wsp. wykorzystujac do badat myszy
z niedoborem limfocytéw B (szczep WMT) wykazali, ze
dzialanie ochronne przeciwko H. pylori nadal wystepuje

pomimo catkowitego braku przeciwciat. Dalsze do§wiad-
czenia wskazaly na role limfocytéw T CD4+ oraz cytokin
(IL-4, TFN-y) w mechanizmach protekcji. Mimo, ze nie
opisano w jaki sposéb komérki T posredniczg w odpor-
nosci na zakazenie H. pylori, to wykazano znaczenie
powstajacych dzieki inzynierii genetycznej zwierzat do
opracowania szczepionki przeciwko H. pylori [26].

Albinotyczny szczep wsobny myszy - BALB/c okazat sie
pomocny w ocenie skuteczno$ci nowej profilaktycznej
i terapeutycznej szczepionki epitopowej CTB-UA prze-
ciwko H. pylori. Guo i wsp. skonstruowali wspomniana
szczepionke na bazie adiuwantu w postaci podjednostki B
toksyny cholery (CTB) oraz epitopu (UreA , , .), bedacego
podjednostka A ureazy H. pylori. Badania przeprowadzone
na myszach daty zadowalajace wyniki. Wytwarzanie
swoistych przeciwciat IgG, IgA oraz wydzielniczych sigA
jest pozadang reakcjg immunologiczng w odpowiedzi na
szczepionki przeciwko H. pylori. Dlatego warto prowa-
dzi¢ dalsze badania nad ocena skutecznosci szczepionki,
w kontekscie innych adiuwantéw oraz réznych drég
podawania z uzyciem nowych modeli zwierzecych [13].

Szczury

W pierwszych badaniach na szczurach, zwierzetom wol-
nym od wszystkich wykrywalnych mikroorganizméw
(germ free) podawano doustnie zawiesine H. felis, co po
2-8 tygodniach wywotato stosunkowo tagodne zapalenie
zotadka. Szczepy H. pylori cagA(+)/vacA(+) oraz cagA(-)/
vacA(-) indukowaly jedynie tagodne badZ umiarkowane
zapalenie, natomiast nawet po roku od zakazenia nie
obserwowano atrofii btony $luzowej zotadka [43].

Ross i wsp. stwierdzili, Ze wywotanie zakazenia H. pylori
wymaga uprzedniego uszkodzenia btony §luzowej
zotgdka. Badacze uzyli do tego celu kwasu octowego.
Wykazali, ze podanie zwierzetom zawiesiny H. pylori
opéznia gojenie sie wrzodéw powstatych na skutek dzia-
tania kwasu octowego. W innych badaniach wykazano,
ze owe op4znienie gojenia sie wrzoddw jest wywotane
zwiekszonym wytwarzaniem mediatoréw stanu zapal-
nego oraz redukcjg mikrokrazenia zotadkowego w cze-
$ci brzegowej wrzodu, wywotanego dziataniem kwasu
octowego. Kwiecieri i wsp., aby uszkodzi¢ btone §luzowa
zotadka szczura i umozliwié jej zakazenie przez H. pylori,
wykorzystali dziatanie 30-minutowej ischemii (niedo-
krwienie miejscowe) z nastepujgcej po niej 60-minuto-
wej reperfuzji (przywrdcenie krazenia). W ten sposéb
wykazali, Ze po zastosowaniu takich zabiegéw, szczury
moga by¢ skutecznie zakazane zaréwno przez szczepy
H. pylori cagA(+)/vacA(+), jak i H. pylori cagA(-)/vacA(-).
Wyzszy stopien zakazenia odnotowano w przypadku
podania szczepu H. pylori cagA(+)/vacA(+). Na podsta-
wie szybkiego testu ureazowego potwierdzono obec-
no$¢ pateczek H. pylori w nabtonku juz po 3 godzinach.
W badaniach histopatologicznych wykazano, ze mie-
dzy pierwszym a trzecim dniem zachodzita transforma-
cja powierzchniowych nadzerek we wrzody trawienne,
majgce wyrazne brzegi i siegajace az do blaszki mie-
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$niowej §luzéwki. Zaobserwowano réwniez wzrost ste-
zenia cytokin: IL-1p oraz TNF-a, ktére odgrywaja wazna
role w przebiegu zapalenia zotadka wywotanego przez
H. pylori. Interleukina 1f istotnie obnizata wydzielanie
kwasu solnego. Po podaniu zawiesiny H. pylori efekt ten
byt znacznie przedtuzony (do 15 dni). Uwaza sie, Ze zja-
wisko to moze utatwié rozprzestrzenianie sie pateczek
H. pylori, podobnie jak sie to dzieje u ludzi, u ktérych
zaraz po zakazeniu wystepuje ostre zapalenie §luzéwki
zotadka. Zastosowanie modelu tworzenia uszkodzen
typu ,ischemia-reperfuzja” potwierdza, ze podczas
zakazenia H. pylori wzrasta wytwarzanie gastryny, kté-
remu towarzyszy spadek wydzielania somatostatyny
przez komérki D. Przyczyng takich zmian moze by¢
wzrost stezenia IL-1f (silny stymulator wydzielania
gastryny), a takze amoniaku, ktéry uszkadzajac komérki
oktadzinowe btony $luzowej zotadka powoduje zmniej-
szenie wydzielania kwasu zotadkowego, na co odpowie-
dzig jest wzrost stezenia gastryny. Ponadto zakazenie
H. pylori zmniejsza lokalne wydzielanie somatostatyny,
wzmagajac wytwarzanie gastryny przez komérki G
i w konsekwencji powstanie hipergastrynemii. N-mety-
lohistamina uwalniana przez bakterie réwniez dziata
pobudzajaco na komdrki G [21].

Kwiecieti i wsp. podjeli prébe eradykcji pateczek H. pylori,
wykorzystujac szczury poddane ischemii/reperfuzji.
Tygodniowe podawanie klasycznej terapii tréjlekowe;j
przeciwko H. pylori z zastosowaniem: klarytromycyny,
omeprazolu i tynidazolu, w petni niwelowato opéznienie
gojenia sie wrzoddw, co zostato potwierdzone ujemnymi
wynikami szybkiego testu ureazowego. Opracowany
model szczura moze by¢ wykorzystany do sprawdzenia
skutecznosci nowych metod eradykcji H. pylori. Umoz-
liwia réwniez obserwowanie w jaki sposéb pateczki H.
pylori wptywaja na zmiany parametréw czynno$ciowych
zotadka (wydzielanie kwasu solnego, gastryny, pepsyny,
przeptyw krwi) [21].

Mvsz0sK0CzZKI MONGOLSKIE

Hirayama i wsp. w 1996 r. wywotali przewlekte zakazenie
H. pylori u myszoskoczkéw mongolskich (suwakéw mon-
golskich), ktére od tego czasu sa wykorzystywane jako
model w badaniach nad etiopatogeneza zakazenia H.
pylori [25]. Wérdd ograniczeri zastosowania tego modelu
wymienia sie: stabg znajomos$¢ cech genetycznych, fizjo-
logii zotgdka, mikroflory przewodu pokarmowego, matg
dostepnos¢ odczynnikéw immunologicznych, jak réw-
niez mozliwo$¢ naturalnego zakazenia takich zwierzat
bakteriami z rodzaju Helicobacter. Jednak ze wzgledu
na niewielkie rozmiary zwierzecia, dobra podatno$¢ na
doswiadczalne zakazenia H. pylori, szybko pojawiajace sie
zapalenie zotadka i rozwdj odpowiedzi immunologicz-
nej oraz dtugotrwatg kolonizacje spiralnymi pateczkami,
myszoskoczki sa uznawane przez wielu badaczy za naj-
lepszy model w badaniach nad takim zakazeniem. Udo-
wodniono, ze po 26 tygodniach od zakazenia H. pylori,
rozwija sie u tych zwierzat metaplazja jelitowa, nato-
miast po 62 tygodniach - gruczolakorak zotadka [41,44].

Biatka szoku cieplnego o masie czasteczkowej 60 kDa
(heat shock proteins, HSP60) oraz antygeny Lewis (Le) H.
pylori przyczyniaja sie do wytwarzania autoprzeciwcial.
Nakagawa i wsp. u myszoskoczkéw zakazanych H. pylori
zbadali w jaki sposdb patogen ten przyczynia sie do roz-
woju odpowiedzi autoimmunologicznej. Zbadano rela-
cje miedzy zmianami histopatologicznymi w zotadku,
a mianem przeciwciat skierowanych przeciwko antyge-
nom Lewis i HSP60. Po dwdch miesigcach od zakazenia
zwierzgt miano przeciwcial przeciwko powierzchnio-
wym antygenom lub sonikatom uzyskanych z pateczek
H. pylori znacznie wzrosto. Stawiana jest hipoteza, ze
zanikowe zapalenie blony §luzowej zotadka jest zwigzane
z wytwarzaniem autoprzeciwciatl. Uwaza sie ponadto,
ze biatka HSP60 sg zaangazowane w indukcje zapale-
nia i po$redniczg w procesach autoimmunologicznych
oraz wytwarzaniu IL-6, ktéra pobudza procesy zapalne.
Antygeny LeX i LeY, bedace sktadnikami lipopolisacha-
rydu H. pylori, wykazuja podobiefistwo strukturalne do
antygendw obecnych na erytrocytach i komérkach okta-
dzinowych gospodarza, co stwarza mozliwo$¢ interak-
cji przeciwciat indukowanych przez biatka bakteryjne
z antygenami gospodarza [25].

Model myszoskoczka mongolskiego jest pomocny w bada-
niu czynnikéw predysponujgcych do rozwoju procesu
kancerogenezy podczas zakazenia H. pylori. Wykazano, iz
jest on jedynym modelem zakazenia H. pylori, w ktérym
metaplazja jelitowa jest najbardziej zblizona do zmian
wywotanych przez te drobnoustroje u cztowieka. Inne
zmiany towarzyszace zakazeniu H. pylori, tj. dysplazja
i guz dobrze zréznicowany, obserwowane w tym modelu,
czynia go jeszcze bardziej interesujagcym z punktu widze-
nia badari nad rozwojem raka zotadka [15].

SWINKI MORSKIE

W ostatnich latach powszechnie stosowanym mode-
lem eksperymentalnym imitujacym zakazenie H. pylori
u ludzi jest model $winki morskiej (Cavia porcellus). Jest to
atrakcyjne zwierze laboratoryjne z powodu niewielkich
rozmiaréw oraz tatwej hodowli. Zotadek $winki morskiej
przypomina pod wzgledem anatomicznym i fizjologicz-
nym zotadek cztowieka, i prawdopodobnie jest to jedyne
z matych zwierzat do$§wiadczalnych, ktérych zotadek jest
catkowicie pokryty przez nabtonek gruczotowy, a sktad
gruczotéw zotadkowych jest zblizony do ludzkich [41].
Po zakazeniu H. pylori szybko rozwija sie stan zapalny
btony $luzowej zotadka, mozliwy do potwierdzenia
badaniami histologicznymi [16]. W pionierskich bada-
niach Marshalla i wsp. wykazano, ze podanie zawiesiny
zywych pateczek H. pylori ochotnikom juz po 10 dniach
indukowato fagodne zapalenie btony $luzowej zotadka.
U $winek morskich obserwowano takze podobny pocza-
tek przebiegu reakcji zapalnej [40]. Komérki nabtonkowe
zotadka $winek morskich wykazujg poza tym ekspresje
homologu ludzkiej cytokiny prozapalnej IL-8, aktywuja-
cej neutrofile [22]. Zakazenie H. pylori u $winek morskich
moze prowadzi¢ do ostrego zapalenia zotadka typu B
(sprzyjajacemu chorobie nowotworowej) [42]. Wazne
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jest, ze nie odnotowano naturalnego zakazenia $winek
morskich paleczkami z rodzaju Helicobacter [41].

W3réd ssakéw jedynie naczelne i $winki morskie wyma-
gaja diety bogatej w witamine C. Wynika to z braku
wytwarzania oksydazy L-gulonolaktonowej, enzymu
zaangazowanego w synteze kwasu askorbinowego z glu-
kozy. W zwigzku z tym codziennie trzeba im dostarczaé
tej waznej witaminy o dziataniu antyoksydacyjnym.
U $winek morskich, podobnie jak u ludzi, stezenie wita-
miny C jest okoto pieciokrotnie wyzsze w soku zotad-
kowym niz w osoczu. Stezenie witaminy C w soku
zotadkowym wzrasta po jej dozylnym podaniu ochotni-
kom zdrowym w odréznieniu do oséb z zapaleniem blony
$luzowej zotadka. A zatem wydzielanie kwasu askorbino-
wego wydaje sie ostabione u oséb zakazonych H. pylori.
Male stezenie witaminy C moze zwiekszaé ryzyko roz-
woju raka zotadka. Correa i wsp. wysuneli hipoteze, ze
kwas askorbinowy moze dziata¢ jako przeciwutleniacz
i tzw. zmiatacz wolnych rodnikéw, a tym samym chro-
nié¢ przed powstawaniem rakotwérczych nitrozoamin
i uszkodzeniem DNA przez reaktywne formy tlenu [38].

Shomer i wsp. udokumentowali, Ze btona §luzowa zotgdka
$winek morskich moze podlega¢ kolonizacji przez pateczki
H. pylori. Po 4 tygodniach od zakazenia, badacze wyka-
zali znaczace zapalenie btony $luzowej zotadka okolicy
przedodZwiernikowej (antrum) oraz trwata kolonizacje
utrzymujaca sie przez co najmniej 15 tygodni. W blonie
$luzowej ponadto stwierdzono naciek zapalny utworzony
z mieszanej populacji limfocytéw, makrofagéw i komdrek
wielojadrzastych, z duza liczba eozynofiléw, co jest wyni-
kiem chemotaktycznego dziatania IL-8 (tak jak u ludzi)
[38]. Inni badacze sprowokowali ostre przewlekle zapa-
lenie czeéci antralnej zotadka w odpowiedzi na zakaze-
nie H. pylori, ktére utrzymywato sie przez 5 miesiecy. Aby
mdc ocenié potencjat swinki morskiej jako modelu raka
zotadka, konieczne jest wywolanie przewlektego zakaze-
nia trwajacego przez rok lub dtuzej [41].

W czasie zakazenia H. pylori moze dochodzi¢ do znacz-
nej koncentracji antygenéw tego drobnoustroju w kale.
Duze wydzielania kwaséw trawiennych w przewodzie
pokarmowym $winek morskich moze sie przyczyni¢ do
rozktadu DNA i antygenéw bakterii, co uniemozliwia
wykrywanie H. pylori w kale. Dodatkowo potwierdzono
powyzsze wyjadnienie tym, ze po 24 h od podania zwie-
rzetom duzej dawki H. pylori nie wykryto komponen-
téw tych bakterii w kale. Immunoenzymatyczne testy
katowe wykrywajace antygeny H. pylori (np. biatko CagA)
oraz technika semi-nested PCR sa przydatne do wykry-
wania tych bakterii w kale myszy [41].

Poziom ochrony immunologicznej przeciwko zakaze-
niu H. pylori moze by¢ rézny miedzy gatunkami ssakdw,
pomimo zastosowania podobnych antygenéw i adiuwan-
téw. Nalezy sadzié, ze zrozumienie miedzygatunkowych
réznic w odpowiedzi na immunizacje bedzie pomocne
w opracowaniu skutecznych preparatéw szczepionko-
wych. Keenan i wsp. szczepili donosowo myszy i §winki

morskie z uzyciem rekombinowanej lipoproteiny 20 lub
zewnetrznych pecherzykéw btonowych H. pylori (outer
membrane vesicles, OMV). Jako adiuwantu uzyli toksyne
cholery (cholera toxin, CT). Jednak szczepionka z uzy-
ciem OMYV i CT chronita jedynie myszy, a nie $winki mor-
skie [16]. Szczepione myszy wytwarzaly przeciwciata
klasy IgG1, natomiast $winki morskie - IgG2. Obserwacje
te wskazuja, ze uktad immunologiczny obydwu gryzoni
inaczej reaguje na CT lub jest to zwigzane z droga poda-
wania szczepionki. Durrani i wsp. donosza, ze doustne
szczepienia sonikatami H. pylori oraz CT pobudzaja
0g6lng i miejscowg odpowiedz immunologiczng $winek
morskich. Sktad preparatu szczepionkowego jest réwnie
wazny jak wybdr drogi podawania do opracowania sku-
tecznej szczepionki przeciwko H. pylori [9].

Swinki morskie i chomiki sg powszechnie stosowane do
badan przewleklych zakazen bakteryjnych, uwzglednia-
jac Mycobacterium tuberculosis, Treponema pallidum, Bor-
relia burgdorferi. Jednak podatno$¢ na reakcje zapalna,
w tym aktywacje dopetniacza, czyni $winke morska ide-
alnym zwierzeciem w opracowaniu modelu zakazenia
H. pylori [42].

SSAKI Z RODZAJU NACZELNYCH

Duzy wktad w poznanie zwigzku miedzy zakazeniami
H. pylori a chorobami zotadka moze wnie$¢ opracowanie
modeli badawczych, z wykorzystaniem ssakéw naczel-
nych. Anatomia i fizjologia tych zwierzat jest najbar-
dziej zblizona do cech ludzi. Nawyki zywieniowe oraz
budowa zotadka réwniez sg bardzo podobne. Dluga
zywotno$¢ tych zwierzat ($rednio 10-20 lat) pozwala
na dtugotrwalg obserwacje zmian chorobowych, wyko-
nywanie endoskopii, powtarzanie badar histopatolo-
gicznych zotadka za pomoca biopsji czy ostatecznie na
resekcje zotadka. Powyzsze cechy sprawiaja, iz zwierzeta
naczelne sa szczegdlnie interesujgce, zwlaszcza w bada-
niach nad czynnikami bakteryjnymi czy podatnoscia
gospodarza na zakazenie, ktére wptywaja na kolonizacje
lub powstanie i progresje choroby zotadka. Zwierzeta,
u ktérych powiodla sie eksperymentalna transmisja
pateczek H. pylori to szympansy (Pan troglodytes), a takze
gatunki matp z rodziny makakowatych: makak jawajski
(Macaca fascicularis), makak japoriski (M. fuscata) i makak
rezus (M. mulatta) [17].

Kodama i wsp. opracowali model makaka japoriskiego,
u ktérego dlugotrwate zakazenie H. pylori wywotato zani-
kowe zapalenie zotadka oraz mutacje w genie p53. Do
doswiadczenia wykorzystano cztery szczepy kliniczne H.
pylori, wyizolowane od pacjentéw z wrzodami zotadka lub
dwunastnicy. Zwierzeta przed podaniem zawiesiny bak-
teryjnej H. pylori (10° CFU/ml) otrzymaty doustnie ampi-
cyline w celu uprzedniej eradykgcji spiralnych bakterii
innych niz H. pylori. Tydziefi po inokulacji, u wszystkich
zakazonych zwierzat pojawito sie ostre zapalenie blony
$luzowej zotadka z towarzyszacymi obrzekami i znacz-
nym zaczerwienieniem. Te wyniki sa zgodne ze zmia-
nami obserwowanymi u ludzi zakazonych H. pylori.
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Zakazenie objetych do$§wiadczeniem matp byto rozpo-
znawane i zarazem potwierdzane przez: hodowle, szybki
test ureazowy, badania histologiczne oraz podwyzszony
poziom swoistych przeciwciat IgG skierowanych prze-
ciwko H. pylori w osoczu. W obrzeknietej blaszce wiasci-
wej nabtonka zotadka zaobserwowano znaczna infiltracje
monocytéw i leukocytéw wielojadrzastych, co jest cha-
rakterystyczne dla wczesnej fazy zakazenia. Po szeSciu
miesigcach od zakazenia, wysoko$¢ odzwiernika znacznie
sie obnizyta u zwierzat zakazonych w poréwnaniu z kon-
trolnymi. W ciggu piecioletniej obserwacji odnotowano
natomiast stopniowe postepowanie zmian zanikowych
w nablonku zotadka. Te wszystkie procesy wskazuja, ze
duzg role w zanikowym zapaleniu zotadka u badanych
makakéw japoriskich odgrywa H. pylori. Ponadto w zalez-
nosci od czasu trwania zakazenia zaobserwowano, ze
wraz ze wzrostem atrofii blony §luzowej zotadka wzra-
stata liczba mutacji punktowych w genie p53. Nalezy pod-
kre$li¢, Ze zmiany genetyczne w genie p53 bardzo rzadko
wystepuja u matp niezakazonych H. pylori. Model makaka
japonskiego moze okazal sie pomocny w wyjasnieniu
potencjalnych mechanizméw wykorzystywanych przez
pateczki H. pylori w przebiegu zdarzeri prowadzacych do
raka zotagdka. Pozwala réwniez prze$ledzi¢ zalezno$¢ mie-
dzy dlugotrwatym zakazeniem H. pylori a stopniowymi
zmianami blony §luzowej zotadka [17].

Sposréd wielu badanych gatunkéw naczelnych, najbar-
dziej obiecujace w $ledzeniu przebiegu zakazen H. pylori
wydajg sie makaki rezus (M. mulatta) ze wzgledu na ich
ogblnoswiatowa dostepno$é, umiarkowane rozmiary,
a takze duzy zestaw odczynnikéw do badat immunolo-
gicznych oraz podstawowa wiedze zdobyta przez wiele
lat badan. Ponad potowa makakéw rezus ulega natu-
ralnemu zakazeniu przez pateczki H. pylori. Czestos$é
takich zakazeti jest podobna do wystepujacych u ludzi,
szczegblnie w krajach rozwijajacych sie. Nalezy réw-
niez zauwazy¢, ze u makakdéw rezus zakazonych H. pylori
dochodzi do atrofii, powstawania mikroskopijnych nad-
zerek, a takze utraty $luzu, rozwoju wrzodéw trawien-
nych i raka zotadka, co przypomina objawy i nastepstwa
ludzkiej choroby wrzodowej. Te objawy dowodza,
ze makaki rezus moga sie okazal szczegdlnie wazne
w badaniach fizjologii zotadka i reakcji odporno$cio-
wych powstajacych w odpowiedzi na zakazenie H. pylori.
Badania prowadzone przez Dubois i wsp. wykazaly, ze
malpy réznig sie podatnoscig na zakazenie przez rézne
szczepy H. pylori, gdyz bakterie maja odmienne cechy,
petnigce role w procesie kolonizacji poszczegdélnych
gospodarzy. Z tego wzgledu niektére zakazenia moga
by¢ bardzo krétkotrwate. Przypuszcza sie, ze olbrzymia
réznorodnos$é szczepdw H. pylori odzwierciedla zrézni-
cowanie genetyczne gospodarzy, a przez to ich podat-
no$¢ na zakazenie. A zatem szczepienie rezuséw, dobrze
scharakteryzowanych pod wzgledem genetycznym, oraz
analiza poziomu DNA odzyskanych szczepdw, powinny
wnie$é nowe spojrzenie na mechanizmy, wskutek kté-
rych H. pylori wywotuje choroby zotagdka i dostosowuje
sie do okreslonego gospodarza podczas trwania przewle-
ktego zakazenia [7].

Trwale zakazenie H. pylori mozna wywota¢ u makakéw
rezus przez podanie takich bakterii, wyizolowanych
od ludzi. Klasyczna potrdjna terapia (dwa razy dzien-
nie: metronidazol, amoksycylina i salicylan bizmutu)
tylko w 60% jest skuteczna. Leczenie oparte na poda-
waniu omeprazolu i klarytromycyny daje lepsze dzia-
tanie protekcyjne. Mimo, ze wykorzystanie tych matp
jest ograniczone ze wzgledu na konieczno$é specjali-
stycznej opieki, udziat makakéw rezus w opracowa-
niu szczepionki przeciwko H. pylori wydaje sie istotny.
W zwiazku z tym, ze model rezusa naturalnie nabywa
zakazenie H. pylori zostal wybrany przez Dubois i wsp.
do oceny bezpieczeristwa i skuteczno$ci szczepionki,
zawierajacej rekombinowang ureaze (rUre) w polacze-
niu z termolabilng enterotoksyng (LT) Escherichia coli
jako adiuwantem. Naukowcy wykazali, ze szczepionka
ta chroni przed zakazeniem H. pylori. Zastosowany
adiuwant ponadto okazat sie skuteczniejszy i mniej tok-
syczny u ssakéw niz toksyna cholery (CT). Po podaniu
szczepionki rozwineta sie silna odpowiedZ humoralna
(przeciwciata IgG). Nie odnotowano réwniez zadnych
dzialaf niepozadanych (biegunka, wymioty, spadek
wagi ciata). Uzyskane wyniki pozwalaja sugerowad, ze
podobna immunoprofilaktyka bedzie mogta by¢ stoso-
wana u ludzi [8].

PopsumowaNie

Modele zwierzece zakazenia H. pylori od wielu lat
dostarczajag nowych informacji na temat mechani-
zméw regulacji odpowiedzi immunologicznej, sa réw-
niez pomocne w opracowaniu nowych metod leczenia,
a takze umozliwiajg przewidywanie niekorzystnych
skutkéw ich dziatania. Jednak, mimo wielu podobietistw
miedzy wywotanymi zmianami patologicznymi, nalezy
pamietad o istotnych réznicach w budowie i funkcji
uktadu immunologicznego u zwierzat i u ludzi. Ide-
alny model zwierzecy odtwarzajacy ludzka chorobe
nie zostat dotychczas opracowany. Kazdy z przedsta-
wionych modeli zwierzecych ma swoje wady i zalety,
awybdr modelu zwierzecego zalezy od celéw doswiad-
czenia (tab. 2).

Okreslenie petnego wptywu czynnikéw zaleznych od
gospodarza na rozwdj raka zotadka wywotanego przez
H. pylori wymaga uzycia modeli zwierzecych, ktére
wciaz dostarczaja cennych informacji na temat czynni-
kéw bakteryjnych i Srodowiskowych zaangazowanych
w kancerogeneze zotadka. Dotychczasowe osiggniecia
zwiazane z odkryciem nowych gatunkéw Helicobacter
podkreslaja potrzebe kontynuacji intensywnych badan
nad ta grupa bakterii. Badania nad zwigzkiem H. pylori
z przewleklym zapaleniem zZotadka u zwierzat moga
dostarczy¢ nowych informacji na temat roli tych bak-
terii w patogenezie raka zotadka, chtoniakéw zotadka,
choroby zotadka i dwunastnicy. Nalezy uwzglednié, ze
szczepionki, ktére u zwierzat prowadzity do zahamowa-
nia rozwoju lub nawet wyleczenia choroby wrzodowej,
u ludzi mogg pozostawal bez wptywu, a nawet pogarszaé
przebieg choroby.
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Tabela 2. Modele zwierzece imitujace zakazenie H. pylori u ludzi

Model

Zmiany odzwierciedlajace chorobe

zwierzecy Lalety Wady wrzodowg cztowieka
pomocne w badaniu czynnikow wirulencji  Zotadek zasiedlany przez kilka gatunkow Helicobacter
Swinie podobne do opisanych u ludzi: staba aktywacja neutrofilow .
wrzody zofadka

fizjologia zotadka
miejsca kolonizacji zotadka

gnotobiotyczne

duze koszty zwigzane z uzyciem specjalnego sprzetu
do uzyskania $wir gnotobiotycznych

wzmozona ekspresja IL-8

liczne zakazenia naturalne wywotane przez kilka

przewlekte zapalenie btony Sluzowej
zofadka

Psy duza liczba neutrofiléw koniecznoé%itti:l;owvgrﬁ:”rr(\oeﬁzgfr:waz inveh grudki chfonne w czesci astralnej
Iy zotadka — prekursor MALT
liczne zakazenia naturalne wywotane przez kilka
Kot dtugoterminowe zakazenie H. pylori (koty jako gatunkéw Helicobacter przewlekte zapalenie btony Sluzowej
y rezerwuar bakterii) dodatkowe koszty zwigzane zofadka
zhodowla kotéw wolnych od patogendw (SPF)
duza dostepnos¢ odczynnikow
nieskomplikowana, tania hodowla
duza liczba mtodych w miocie bardzo niski stopieri kolonizagji btony Sluzowej jedynie przejsciowe zapalenie btony
duze podobieristwo genomu z ludzkim zofadka $luzowej zotadka
Myszy - - . ] . .
modyfikacje genetyczne (transgeneza, nastepstwo zakazenia H. pylori wieloogniskowe zmiany zapalne
metoda knock-out) umozliwiaja zbadanie w postaci nowotworu Zotadka jest trudne do oceny  w watrobie (szczep myszy (57BL/6)
poszczegdlnych aspektéw zakazenia oraz
opracowanie szczepionek
mozliwos¢ obserwacji wptywu bakterii na
parametry czynnosciowe zotadka za pomoca bardzo niski stopieri kolonizagji btony $luzowej tagodne/umiarkowane zapalenie
Szczury ) L . . .
modelu tworzenia uszkodzen (ischemii/ zotadka zotadka
reperfuzji)
dobra podatnosé na doswiadczalne zakazenie staba z.najomosc genetyki, fizjologii zofadka, przewlekh’a aktywr\f_‘ zapalenie btony
. . mikroflory przewodu pokarmowego $luzowej zofadka
Myszoskoczki H.pylor mata dostepnos¢ odczynnikéw metaplazja jelitowa
mongolskie szybkie zapalenie btony $luzowej zotadka & y plazja)

dtugotrwata kolonizadji H. pylori

mozliwos¢ naturalnego zakazenia bakteriami
zrodzaju Helicobacter

gruczolakorak zotadka
odpowied? autoimmunologiczna

niewielkie rozmiary
fatwa hodowla
anatomia i fizjologia zotadka podobna do
ludzkiego
zotadek catkowicie pokryty nabtonkiem
gruczotowym
podatnos$¢ na doswiadczalne zakazenie
H. pylori

Swinki morskie szybko rozwija sie stan zapalny, w tym

aktywacja dopetniacza, po zakazeniu H. pylori

ekspresja homologu IL-8 przez komdrki

nabtonkowe zotadka
dtugotrwata kolonizacja H. pylori
(5-miesieczna)

brak naturalnego zakazenia bakteriami
z rodzaju Helicobacter
wymdg diety bogatej

w witamine C (tak jak u ludzi)

mata dostepnos¢ odczynnikéw
wysoki poziom trawienia przewodu pokarmowego
utrudnia mozliwo$¢ badania antygendw H. pylori
w odchodach

przewlekte aktywne zapalenie btony
$luzowej zofadka
w antrum zofadka
ostre zapalenie zotadka typu
B (prowadzace do zmian
nowotworowych)

anatomia i fizjologia Zotadka najbardziej
podobna do ludzkiego
nawyki zywieniowe podobne do ludzkich
dtuga zywotnos¢ (obserwacja zmian
zapalnych, wykonywanie endoskopii,
powtarzanie badan)
umiarkowane rozmiary
duzy zestaw odczynnikéw do badarn

Ssaki naczelne

ograniczenia ze wzgledu na specjalistyczn opieke

ostre zapalenie btony sluzowej zotadka
z towarzyszacymi obrzekami
wrzody trawienne
atrofia btony $luzowej zotadka
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