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2 SPISSKROTOW

Skrot

rozwiniecie angielskie

rozwiniecie polskie

BALF

bronchoalveolar lavage fluid

poptuczyny oskrzelowo-
pecherzykowe

Bl

Bifidobacterium longum ssp. longum

BMDC

bone marrow-derived dendritic cell

komorki dendrytyczne
pochodzace ze szpiku
kostnego

BMDM

bone marrow-derived macrophages

makrofagi pochodzace ze
szpiku kostnego

BSA

bovine serum albumin

surowicza albumina wolowa

CFU

colony forming unit

jednostka tworzaca kolonie

CWP

cell wall polysaccharides

polisacharydy $ciany
komorkowe;j

DC

dendritic cells

komorki dendrytyczne

DLS

dynamic light scattering

dynamiczne rozpraszanie
Swiatla

DMSO

dimethyl sulfoxide

dimetylosulfotlenek

DSS

dextran sulfate sodium

sol sodowa siarczanu
dekstranu

ELISA

Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay

test immunoenzymatyczny

ELS

electrophoretic light scattering

elektroforetyczne rozpraszanie
Swiatta

EPS

exopolysaccharides

egzopolisacharydy

GF

germ free

wolne od drobnoustrojow,
jalowe

GIcNAc

N-acetylglucosamine

N-acetyloglukozamina

Glu

glutamic acid

kwas glutaminowy

HEK 293

human embryonic kidney 293

ludzkie komorki zarodkowe
nerki 293

HDM

house dust mist

roztocza kurzu domowego

IBD

inflammatory bowel disease

wrzodziejace zapalenie jelit

IBS

irritable bowel syndrome

zespot jelita drazliwego

IL

interleukin

interleukina

ILC2

group 2 innate lymphoid cells

komorki limfoidalne typu 2

i.n.

intranasal injection

podanie donosowe

i.p.

intraperitoneal injection

podanie dootrzewnowe

kDa

kilo dalton

kilo dalton

LPS

lipopolysaccharide

lipopolisacharyd

LTA

lipoteichoic acid

kwas lipotejchojowy

LV-SEM

low voltage scanning electron microscopy

skaningowy mikroskop
elektronowy
niskonapigciowy

M

molar concentration (mol/dm?)

molarno$¢ (mol/dmd)




mM

milimolar concertation (mmol/dm3)

milimolarno$¢ (mmol/dm3)

MES 2-[N-morpholino]ethanesulfonic acid kwas 2-etanosulfonowy
. $rednia intensywno$¢
MFI Mean Fluorescence Intensity fluorescencji
MRS De Man, Rogosa and Sharpe De Man, Rogosa, Sharpe
. De Man, Rogosa and Sharpe z
0, -
MRSC De Man, Rogosa ar_1d Sharpe W|th_0,05/o L 0,05% chlorowodorkiem L-
cysteine hydrochloride .
cysteiny
MurNAc N-acetylmuramic acid kwas N-acetylomuraminowy
NMR nuclear magnetic resonance spektroskopia mag_netycznego
rezonansu jadrowego
nucleotide-binding oligomerization domain- domena oligomeryzacyjna
NOD . -
like receptors wiazaca nukleotyd
OVA ovoalbumin owoalbumina
oD optical density gestos¢ optyczna
PBS phosphate buffered saline buforowana fosforanem sol
fizjologiczna
PBMC peripheral blood mononuclear cell jednojadrzaste komérki krwi
obwodowej
PGN peptidoglycan peptydoglikan
PRRs pattern recognition receptors receptory rozpoznajace
wzorce
PS polysaccharide polisacharyd
rpm revolutions per minute obrotéw na minute
TLR toll-like receptor receptor toll-podobny
TMB 3,3',5,5"-tetramethylbenzidine 3,3,505~
tetrametylobenzydyna
TSLP thymic stromal lymphopoietin limfopoetyna zrgbu grasicy
T4SS type 1V secretion systems systemy sekrecyjne typu IV
SCFA short-chain fatty acids, krétkolaficuchowe kwasy
thuszczowe
SEM scanning electron microscope skaningowy mikroskop
elektronowy
SDS sodium dodecyl sulfate dodecylosiarczan sodu
SPF specific pathogen free wolne od Okr,eSbnyCh
patogenow
ssp. subspecies podgatunek
WAO World Allergy Organization Swiatowa Organizacja Alergii
WHO Swiatowe] Organizacji

World Health Organization

Zdrowia
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3 STRESZCZENIE

Bakterie z rodzaju Bifidobacterium nalezg do grupy mikroorganizmow okre§lanych
mianem bakterii pro-zdrowotnych dla organizmu czlowieka. Ich obecno$¢ w uktadzie
pokarmowym noworodka pozwala na prawidtowe dojrzewanie uktadu odpornosciowego. W XXI
wieku szerokie zastosowanie antybiotykoterapii oraz wysoko przetworzonej diety, zwtaszcza
w krajach wysokorozwinigtych, przyczynito si¢ do spadku ilo$¢ i réznorodnosci szczepow
bakteryjnych m.in. z rodzaju Bifidobacterium (Olm et al., 2022). Zaburzenia w skladzie
jakosciowym i ilosciowym mikroflory bakteryjnej prowadza do zwigkszonego
prawdopodobienstwa wystapienia zaburzen na tle autoimmunologicznym czy metabolicznym.
Do najczesciej obserwowanych chorob zalicza si¢ alergie, chroniczne zapalenie zatok, nieswoiste
zapalenie jelit, otyto$é i cukrzyce (Milani et al., 2017b). Wedlug Swiatowej Organizacji Alergii
(WAO) ilo$¢ osob cierpiacych z powodu choréb o podlozu alergicznym siega juz 40%
swiatowej populacji (Agache et al., 2019). Istotne jest zatem prowadzenie badan nad nowymi
metodami leczenia chordb o podtozu alergicznym. Jednym z takich podejs¢ jest prowadzenie badan
nad zwigkszeniem roznorodno$ci mikroflory, ktora stymuluje ksztaltowanie si¢ prawidtowej
odpowiedzi immunologicznej. Charakterystyka nowych szczepoéw bakteryjnych wraz z oceng ich
wlasciwosci immunomodulujacych oraz metod ich podawania umozliwi opracowanie bardziej
spersonalizowanych terapii oraz zmniejszy wystapienie skutkow ubocznych czy rozwoju

bakteriemii u 0s6b z obnizona odpornoscig.

W niniejszej pracy doktorskiej przedstawiono charakterystyke wlasciwosci
immunomodulujgcych wybranych szczepow z rodzaju Bifidobacterium przebadanych jako zywe
i termicznie inaktywowane bakterie. W celu doktadnej charakterystyki badanych szczepoéw
wykorzystano szeroki przekroj linii komorkowych oraz mysi model uczulenia na owoalbuming
(OVA). Badane szczepy charakteryzowaty sie zroznicowanym potencjatem immunomodulacyjnym
oraz stopniem pochtaniania i przekazywania migedzy komodrkami nablonkowymi, a komoérkami
dendrytycznym. Ponadto termiczna inaktywacja wptyneta na zmiang indukowanej przez te szczepy
odpowiedzi cytokinowej. Na podstawie wynikow stymulacji linii nablonkowych uktadu
oddechowego do dalszych badan wytypowano 4 szczepy Bifidobacterium: Bin 369, Bl 7952,
Bad 373 oraz Ban 218. W nastepnym etapie mysie komorki $ledziony uwrazliwione na OVA
zostaly poddane stymulacji wybranymi szczepami. Przeprowadzone eksperymenty wykazaty, ze
szczepy te, zardbwno jako zywe jak i termicznie inaktywowane bakterie, obnizaja poziom cytokin
szlaku Th2 indukowanych podaniem OVA. Szczep Bifidobacterium longum ssp. longum CCM
7952 (Bl 7952) jako jedyny z badanych szczepdéw nie indukowat produkcji IFN-y, mediatora
odpowiedzi limfocytow Thl. Brak aktywacji szlaku Thl oraz zahamowanie produkcji cytokin

szlaku Th2 wskazuje, Ze potencjalne dziatanie przeciwalergiczne Bl 7952 opiera si¢ na aktywacji
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innych mechanizméw immunomodulujacych. Wtasciwosci te zostaty sprawdzone w kolejnym
etapie, gdzie podczas uwrazliwiania na owoalbuming podawano myszom donosowo bakterie.
Donosowe podanie zywych bakterii Bl 7952 prowadzi do zmniejszenia alergicznego stanu
zapalnego zarowno na poziomie lokalnym (w phucach) jak i systemowym. Oprdécz obnizenia
poziomu cytokin szlaku Th2 dochodzi do spadku poziomu przeciwciat IgE skierowanych
przeciwko OVA. W plucach obserwowany jest spadek liczby komorek immunologicznych,
a w szczegolnosci eozynofilii. Efekt uzyskany po podaniu myszom termicznie inaktywowanego
szczepu Bl 7952 jest znacznie stabszy. Obserwuje si¢ jedynie obnizenie poziomu IL-4 oraz
zmniejszenie ilosci eozynofilii przy rownoczesnym wzroscie liczby neutrofili i makrofagow

W ptucach myszy uczulonych na OVA.

Wyniki te wskazuja, ze stan zywotno$ci bakterii ma znaczacy wptyw na ich wlasciwosci
immunomodulacyjne. Dziatanie wysoka temperaturg na bakteric moze powodowaé zmiany
strukturalne w réznego rodzaju zwigzkach wystepujacych na powierzchni komorek, takich jak
biatka, peptydoglikan, kwasy lipotejchojowe czy polisacharydy. Wskazuje to na istnienie
czasteczek efektorowych, ktore sa odpowiedzialne za obserwowane wiasciwosci. W kolejnych
etapach pracy wyizolowano oraz scharakteryzowano wtasciwosci immunomodulujgce wybranych
antygenoéw powierzchniowych Bl 7952: peptydoglikanu, kwasow tejchojowych i polisacharydow.
Zwigzki te zostaly wyizolowane, oczyszczone, a nastepnie przeprowadzono charakterystyke
wilasciwosci immunomodulacyjnych na wybranych liniach komérkowych oraz badania in vitro
z wykorzystaniem naiwnych komoérek wyizolowanych ze szpiku kostnego oraz splenocytow.
Wykazano, ze czasteczkami o najwigkszych wlasciwosciach immunomodulujgcych byly
polisacharydy komorkowe oraz te wyizolowane ze $luzu. W przypadku kwasow lipotejchojowych
(LTA) nie zaobserwowano zadnej aktywnosci, z kolei peptydoglikan (PGN) indukowat dos¢ stabg

odpowiedz immunologiczna.

Wyniki przedstawione w tej pracy stanowig podstawe¢ do dalszych badan nad
opracowaniem preparatow przeciwalergicznych zawierajacych antygeny powierzchniowe. Szczep
Bl 7952 wykorzystany jest rowniez przez doktorantke w badaniach nad opracowaniem szybkiego
testu przesiewowego do okreslenie wlasciwosci przeciwalergicznych bakterii z wykorzystaniem
ludzkich komoérek nabtonka nosa w badania finansowanych z funduszy Narodowego Centrum
Nauki w ramach Preludium 17 pt. ,,Donosowe podanie probiotykow — opracowanie modelu in vitro
alergicznego zapalenia blony S$luzowej nosa oraz ocena potencjalu zastosowania szczepdw

probiotycznych w jego zapobieganiu i leczeniu”.
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4 SUMMARY

Bacteria of the genus Bifidobacterium belong to a group of microorganisms referred to as
pro-health bacteria for the human body. Their presence in the digestive tract of a newborn ensures
proper immune system maturation. In the 21st century, the widespread use of antibiotics and
a highly-processed diet, especially in developed countries, contributed to a decrease in the number
and diversity of bacterial strains, e.g. of the genus Bifidobacterium in children (Olm et al., 2022).
Disturbances in the qualitative and quantitative composition of the bacterial microflora lead to
an increased likelihood of autoimmune or metabolic disorders. The most commonly observed
diseases include allergies, chronic sinusitis, inflammatory bowel disease, obesity, and diabetes
(Milani et al., 2017b). According to the World Allergy Organization (WAQ), the number of
people suffering from allergic diseases already reaches 40% of the world's population
(Agache et al., 2019). Itis therefore important to conduct research on new methods of treating
allergic diseases. One of the solutions is to increase the diversity of microflora that ensure proper
immune responses. The characterization of new bacterial strains together with the assessment of
their immunomodulatory properties and methods of their administration will enable
the development of more personalized therapies and reduce the occurrence of side effects
or the development of bacteremia in immunocompromised patients.

This doctoral thesis presents the characteristics of immunomodulatory properties of selected
strains of the genus Bifidobacterium tested as live and thermally inactivated bacteria. In order to
accurately characterize the tested strains, a wide range of cell lines and a mouse model of
sensitization to ovalbumin (OVA) were used. The tested strains differed in the immunomodulatory
potential and the degree of absorption and transfer between epithelial cells and dendritic cells.
In addition, thermal inactivation changed the cytokine response induced by these strains. Based on
the results of stimulation of the respiratory epithelial lines, 4 Bifidobacterium strains were selected
for further research: Bin 369, Bl 7952, Bad 373, and Ban 218. In the next step, mouse spleen cells
sensitized to OVA were stimulated with selected strains. The conducted experiments showed that
all tested strains, both live and thermally inactivated bacteria, reduce the level of Th2 pathway
cytokines induced by OVA administration. However the strain Bifidobacterium longum ssp.
longum CCM 7952 (Bl 7952) was the only one of the tested strains that did not induce
the production of IFN-y, a mediator of the Th1 lymphocyte response. Lack of activation of the Th1
pathway, and inhibition of the production of Th2 cytokines indicates that the potential anti-allergic
effect of Bl 7952 is based on the activation of other immunomodulatory mechanisms.
These properties were checked in the next stage of research using a mouse model of sensitization
to OVA. Intranasal administration of live Bl 7952 bacteria leads to a reduction of allergic
inflammation both at the local (lung) and systemic levels. Both, the level of Th2 cytokine and

specific anti-OVA IgE antibody was decreased. In the lungs, a decrease in the number of immune
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cells, in particular eosinophils, was observed. The effect obtained after administration of the
thermally inactivated Bl 7952 strain to mice is much weaker. Only a decrease in the level of IL-4
and the number of eosinophils was observed. The simultaneous increase in the number of
neutrophils and macrophages in the lungs of OVA-sensitized mice was observed.

These results indicate that the viability status of bacteria has a significant impact on their
immunomodulatory properties. The high temperature can cause structural changes in various types
of compounds present on the bacterial surface such as proteins, peptidoglycan, lipoteichoic acids,
or polysaccharides. This indicates the existence of effector molecules that are responsible for
the observed properties. In the next stages of the work, Bl 7952 surface antigens: peptidoglycan,
teichoic acids, and polysaccharides were isolated, purified, and then the immunomodulatory
properties were determined on selected cell lines and in vitro studies on naive cells isolated from
the bone marrow and splenocytes. It was shown that the molecules with the greatest
immunomodulatory properties were cellular polysaccharides and those isolated from mucus.
In the case of LTA, no activity was observed, while peptidoglycan (PGN) induced a rather weak
immune response.

The results presented in this paper are the basis for further research on the development of
antiallergic preparations containing surface antigens. The Bl 7952 strain is also used by a Ph.D.
student in research on the development of a rapid screening test to determine the anti-allergic
properties of bacteria using human nasal epithelial cells in research financed by the National
Science Center under Preludium 17 entitled: “Intranasal administration of probiotics - development
of an in vitro model of allergic rhinitis and assessment of the potential of using probiotic strains

in its prevention and treatment”.
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5 WSTEP

Ludzkie ciato zasiedlone jest przez ogromng ilo§¢ mikroorganizméw, do ktorych zaliczamy
bakterie, wirusy, grzyby i archeony. Wystepuja one m.in. na naszej skorze, w uktadzie pokarmowy,
oddechowym czy rozrodczym. Oddziatywanie mikroorganizméw na nasz organizm umozliwia
ksztattowanie si¢ naszego ukladu odpornosciowego oraz prawidlowy rozwoj tkanek i organow
(Berbers et al., 2017). Utrzymanie homeostazy w naszym organizmie jest uwarunkowane
odpowiednig rownowaga pomi¢dzy organizmami patogennymi a komensalnymi. Mikroorganizmy
odgrywaja znaczacg role w indukcji tolerancji immunologicznej, w procesie uczenia si¢ przez nasz
uktad odpornosciowy rozpoznawania szkodliwych czasteczek (Turroni et al., 2022). Kluczowym
momentem w zyciu kazdego cztowieka sa pierwsze miesiace zycia. Badania wskazuja, ze tworzaca
si¢. w tym okresie mikrobiota wpltywa na mozliwo$¢ wystgpienia chorob o podiozu
autoimmunologicznym w dalszym zyciu (Josefowicz et al., 2012; Milani et al., 2017a).
Rozpoznanie specyficznych rodzajow bakterii przez naiwne limfocyty indukuje jedna z reakc;ji,
w ktorych limfocyty T mogg zwalcza¢ bakterie (odpowiedz Thl, Th17) lub tolerowac ich obecnos¢
w organizmie (odpowiedz Trg) (Lathrop et al., 2011; Zhao and Elson, 2018). Do tej pory
szczegotowo  zidentyfikowano kilka szczepow  bakterii, ktorych obecno$¢  skutkuje
ukierunkowanym réznicowaniem si¢ limfocytow T. Jednymi z nich sa Bacteroides fragilis, ktore
indukuja u myszy germ-free (GF) znacznie wigksza liczbe limfocytéw Trg produkujacych
regulatorowa IL-10 w poréwnaniu do myszy kontrolnych (Mazmanian et al., 2008). Kolonizacja
szczepami Clostridium réwniez skutkuje réznicowaniem si¢ limfocytow w kierunku limfocytow
Treg produkujacych IL-10 (Atarashi et al., 2011), natomiast wystgpowanie w jelicie cienkim myszy
szczepow Candidatus, okreslanych rowniez jako segmentowe bakterie nitkowate, zwigksza ilos¢
przeciwciat IgA oraz prowadzi do réznicowania si¢ limfocytow w kierunku Th17 (Atarashi et al.,
2015). Z kolei obecnos¢ S. aureus produkujacych endotoksyny w uktadzie oddechowym skutkuje
zwigkszong ilo$cig przeciwciat IgE oraz limfocytéw Th2 (Hollams et al., 2010). Szczepy z gatunku
Klebsiella prowadzg do réznicowania si¢ limfocytow w kierunku Thl (Atarashi et al., 2017),
a pojawienie si¢ w organizmie pasozytow indukuje aktywacje limfocytow szlaku Th2 (Ma et al.,
2019).

Zachwianie rownowagi pomiedzy mikroorganizmami w organizmie okres$lane jest mianem
dysbiozy mikrobioty. W zalezno$ci od miejsca jej wystapienia okre$la si¢ ja jako dysbioze jelitowa,
pochwowa czy uktadu oddechowego. Dysbioza charakteryzowac¢ si¢ moze nadmiernym rozrostem
jednego badz wielu gatunkow mikroorganizmow, eradykacja niektorych gatunkow lub
pojawieniem si¢ gatunkow niepozgdanych dla danego ekosystemu (Martinez et al., 2021).
W konsekwencji zmiany te prowadza do zachwiania komunikacji pomiedzy mikroorganizmami,

a ukladem immunologicznym, co prowadzi¢ moze do patologicznych zmian w organizmie.
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Do chor6éb immunologicznych zwigzanych z dysbioza naleza nieswoiste zapalenie jelit (IBD),
zespot jelita drazliwego (IBS), reumatoidalne zapalenie stawow, cukrzyca typu 1 (Belizario and
Faintuch, 2018), czy réznego rodzaju choroby o podtozu alergicznym (Bunyavanich and Berin,
2019).

Alarmujgca jest zwlaszcza rosngca liczba osob wykazujgcych oznaki alergii. Szacuje sie, ze
w panstwach rozwinigtych czy rozwijajacych si¢ liczba ta moze sigga¢ 40% populacji (Agache et
al., 2019). Alergia jest patologiczng odpowiedzig uktadu odpornosciowego na potencjalnie
nieszkodliwe czasteczki przyjmowane z pozywieniem, obecne w powietrzu lub po prostu
w otoczeniu, z ktorymi nasz organizm moze mie¢ kontakt. Reakcja alergiczna prowadzi do
aktywacji takich komorek immunologicznych jak komorki tuczne, bazofile i limfocyty T. Istnieje
kilka mechanizmoéw jakie reakcja alergiczna moze uruchamia¢ w zaleznosci od przeciwcial jakie
s podczas niej wytwarzane. W przypadku reakcji zaleznej od przeciwciat IgE obserwuje si¢ wzrost
cytokin szlaku limfocytow Th2 takich jak IL-4, IL-51i IL-13.

Istnieje kilka teorii wskazujacych jak dochodzi do rozwoju reakcji alergicznej. Czynniki
genetyczne moga predysponowa¢ do jej wystapienia ale nie sg one konieczne. Badania wskazuja,
ze jedng z gléwnych przyczyn wystapienia alergii jest dysbioza mikrobiologiczna. Moze ona
dotyczy¢ bakterii probiotycznych, ktére sa wrazliwe na obecno$¢ antybiotykow. Bakteriami
probiotycznymi zgodnie z definicja Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) okresla si¢ zywe
mikroorganizmy, ktore podane w odpowiedniej ilosci wywotuja efekt zdrowotny (FAO/WHO,
2001). Naleza do nich szczepy m. in. Bifidobacterium oraz Lactobacillus (Patangia et al., 2022).
Brak lub spadek liczby tych szczepow umozliwia wzrost innym bakteriom nalezacym do gromad
Firmicutes i Bacteroidetes. Prawidlowa mikroflore mozna przywréci¢ poprzez przyjmowanie
przebadanych szczepdéw probiotycznych w postaci lekéw, suplementow, czy w pozywieniu (np.
nabiatu zawierajacego odpowiednie kultury bakteryjne). W leczeniu niektorych schorzen, takich
jak przewlekle zapalenie jelit spowodowane Clostridioides difficile zalecany jest transfer
mikroflory jelitowej tzw. przeszczep katu (Khoruts, 2018).

Bakterie z rodzaju Lactobacillus nazywane sa rowniez bakteriami kwasu mlekowego i naleza
do grupy fakultatywnych anaerobéw. Stosowane sa W preparatach mlecznych jak i suplementach
diety (Gorska et al., 2009). Z Kkolei szczepy Bifidobacterium sa bezwzglednymi anaerobami
i znacznie trudniej hodowac je w warunkach przemystowych oraz przechowywac, tak by pacjent
mogt przyjac je jako zywe szczepy bakteryjne (Dylus et al., 2013). Jednak nowe badania wskazuja,
ze niektore inaktywowane szczepy probiotyczne lub ich antygeny rowniez wykazuja wlasciwosci
immunomodulacyjne identyczne lub zblizone dziataniem jakie obserwuje sie po podaniu zywych
bakterii (de Almada et al., 2016a). Inaktywowane bakterie lub elementy $ciany komorkowej
bakterii wraz z koncowymi produktami ich metabolizmu takimi jak krétkotancuchowe nasycone
kwasy tluszczowe (SCFA) nazywane sg postbiotykami. Proces inaktywacji bakterii zachodzi

najczesciej poprzez obrobke w wysokiej temperaturze, jednak mozna do tego celu wykorzystaé
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rowniez promienie ultrafioletowe (UV), sonikacje¢ czy dzialanie zwigzkami chemicznymi.
Stosowanie postbiotykow eliminuje problemy technologiczne zwigzane z przygotowaniem zywych
bakterii, jak rowniez umozliwia podanie doktadnie okre$lonej dawki preparatu (Aguilar-Toala et
al., 2018).

Badania przedstawione w mniejszej pracy doktorskiej skupiaja si¢ na poréwnaniu wtasciwosci
immunomodulujacych wybranych szczepoéw Bifidobacterium oraz okresleniu czy ich inaktywacja
wysoka temperaturg prowadzi do zmian ich wilasciwosci biologicznych, w tym dziatania
przeciwalergicznego. Wykazano, ze szczep Bifidobacterium longum ssp. longum CCM 7952
hamuje odpowiedz szlaku Th2 w mysim modelu uczulenia na OVA. Potraktowanie bakterii wysoka
temperaturg spowodowato zanik niektorych wiasciwosci. Wyizolowano i 0czyszczono antygeny
powierzchniowe tj. peptydoglikan, kwasy lipotejchojowe i polisacharydy i okreslono ich
wilasciwosci immunomodulujgce z wykorzystaniem komorek linii nabtonkowych, dendrytycznych

i splenocytow.

5.1 KLINICZNY OBJAWY REAKCJI ALERGICZNEJ]

Alergia stanowi nieprawidlows, patologiczng odpowiedz uktadu odpornosciowego,

a etiologia choroby nie jest do kofica poznana. W medycynie pojecie alergii jest bardzo szerokie
i powigzywane z terminami takimi jak nietolerancja, atopia, czy astma. Nietolerancje pokarmowe
zwigzane sa przede wszystkim z wystepowaniem specyficznych przeciwcial IgG lub brakiem
kluczowego enzymu, jak w przypadku nietolerancji laktozy (Lomer, 2015). Zaburzeniem
odpowiedzi immunologicznej wynikajacym z genetycznych predyspozycji jest z kolei atopia.
Po zetknigciu si¢ z alergenem dochodzi do nadreaktywnos$ci komorek tucznych, a co za tym idzie,
wzrostu poziomu cytokin prozapalnych i przeciwcial IgE (Justiz Vaillant et al., 2023). Astma
z kolei jest chorobg zapalenia droég oddechowych, w ktorej dochodzi do skurczu oskrzeli,
pojawienia si¢ $wiszczacego oddechu, duszno$ci i kaszlu. Jesli reakcja ta zostaje wywotana
alergenem okresla si¢ to jako astma alergiczna. Aktywowane zostaja wtedy limfocyty Th2 oraz
uwolnione przeciwciata IgE (Boonpiyathad et al., 2019). Definicje wszystkich wymienionych
wyzej pojec sa do siebie zblizone i dlatego tez czgsto zdaza sig, ze ciezko okresli¢, ktory rodzaj
choroby wystepuje u pacjenta. Ponadtol ze wzgledu na mechanizm jaki jest uruchamiany w reakcji
alergicznej alergi¢ dzielimy na:

a) Alergi¢ niezalezna od przeciwcial IgE, ktorej diagnostyka jest utrudniona ze wzgledu na
op6zniong reakcje (nawet po kilku dniach) immunologiczng dajaca niespecyficzne objawy.
Ponadto obserwuje si¢ wystepowanie przeciwciat IgG i IgM (typ II tzw. cytotoksyczny),
tworzenie kompleksow immunologicznych miedzy alergenem, a przeciwciatami IgG (typ I1I)

lub aktywacje swoistych limfocytow T (typu IV) (Yuetal., 2016). Wykazano, ze w przypadku
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rozwoju alergii niezaleznej od IgE czesto dochodzi do calkowitego ustapienia objawow do

3 roku zycia (Savage et al., 2016).

b) Alergi¢ zalezng od przeciwciat IgE, w ktorej to udziat biorg przeciwciata IgE, a okres od
kontaktu z alergenem do wystgpienia reakcji immunologicznej jest prawie natychmiastowy
(Yu et al., 2016). Z badan nad alergig pokarmowsg wynika, ze obecnos¢ wysokiego poziomu
przeciwciat IgE prowadzi do rozwoju przewlektej alergii. Ponadto powigzano ten rodzaj
alergii z wystepowaniem u dorostych alergicznego zapalenia btony §luzowej nosa (Savage et
al., 2016).

Wyro6znia si¢ cztery podstawowe rodzaje reakcji alergicznej w zalezno$ci od rodzaju
alergenu oraz miejsca kontaktu (Rycina 1):

1. Alergia wziewna, ktora zapoczatkowywana jest przez alergen znajdujacy si¢ w powietrzu.
Jej pierwszymi objawami sg katar, $wigd, napady Kichania lub kaszlu bez wystgpienia
goragczki. Alergeny tej grupy dzieli si¢ na: alergeny catoroczne takie jak roztocza kurzu
domowego (HDM), i sezonowe takie jak pytki roslin. Ponadto u pacjentow uczulonych na
pyki drzew czesto dochodzi do wystapienia reakcji krzyzowej skutkujacej wystgpieniem
rdéznego rodzaju alergii pokarmowych. Dochodzi wtedy do reakcji na zwigzki posiadajgce
homologiczng budowe jak alergeny wywotujacego alergic wziewng. W przypadku
uczulenia na pytek brzozy moga to by¢ jablka, gruszki, pomidory czy orzechy laskowe
i wloskie (pod. red. Pawliczak, 2013).

2. Alergia pokarmowa, ktéra objawia si¢ wystepowaniem wymiotéw lub biegunki po
spozyciu alergenu. Pojawia si¢ rowniez bol brzucha, opuchlizna i zmiany skorne.
W niektoérych przypadkach dochodzi rowniez do niespecyficznych reakcji organizmu
takich jak swedzenie, kichanie czy problemy 2z oddychaniem. Do najbardziej
powszechnych alergenow nalezg tutaj mleko krowie, kurze jajka, ryby, gluten czy orzechy
(Wrzyszcz and Mazur, 1997). Czesciej jest diagnozowana u dzieci niz u dorostych.

3. Alergia kontaktowa, ktora wystepuje gdy dochodzi do reakcji alergenu na powierzchni
komoérek nabtonka skory. Skutkuje wystapieniem pieczenia, pojawieniem si¢ silnego
zaczerwienienia, peknie¢ lub egzemy w miejscu kontaktu. Do srodkéw uczulajgcych nalezg
lateks, kosmetyki, metale i barwniki (Mowad et al., 2016).

4. Alergia na jad owadow, objawia si¢ miejscowym wystepowaniem obrzgku lub reakcja
ogolnoustrojowa prowadzaca do wstrzasu anafilaktycznego (Burzynska and Piasecka-
Kwiatkowska, 2021).
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Zestawienie alergenow wywotujgcych
reakcje alergiczng u pacjentow

M pytki i trawy M leki M roztocza kurzu siersc

M produkty spozywcze M jad owadow H lateks H pozostate

Rycina 1 Zestawienie zwigzkéw wywolujgcych odpowied; immunologiczng organizmu u pacjentow
chorych na alergig. Dane uzyskane na podstawie ankiety przeprowadzonej wsrod obywateli USA, zebranej
w 2021 przez J. Elfein (https://www.statista.com/statistics/1243167/common-allergies-us/)

5.1.1 Mechanizm reakcji alergicznej

U podstaw immunopatogenezy reakcji alergicznej leza zaburzenia homestazy mig¢dzy
limfocytami Th2 i Th1. W normalnych, fizjologicznych warunkach, szlak Th2 ten jest uruchamiany
w odpowiedzi na obecno$¢ pasozytow i ma na celu zablokowanie ich wniknigcia przez komorki
nablonka do organizmu. W procesie tym udzial biorg limfocyty pomocnicze typu 2, eozynofile,
komorki tuczne i bazofile. Przeciwciata IgE wigza si¢ z antygenami na powierzchni pasozytow,
naprowadzajac eozynofile, ktore to po zwigzaniu do fragmentow przeciwciat IgE indukujg reakcje
cytotoksyczng (Allen and Sutherland, 2014).

W przypadku alergii, kontakt alergenu z organizmem zapoczatkowuje szereg jednoczesnych
i nastepujacych po sobie reakcji (Rycina 2). Alergen moze dosta¢ si¢ do organizmu poprzez
przeniknigcie przez uszkodzong wczesniej barier¢ lub poprzez czynne uszkodzenie nabtonka.
Przyktadem ostatniego moze by¢ alergen HDM, ktory dzigki swoim wiasciwosciom
proteolitycznym uszkadza btone w miejscu kontaktu (Soh et al., 2023). Nastepnie komorki
nabtonkowe rozpoczynaja uwalnianie alarmin tj. 1L-33, IL-25 (opisywanej rowniez jako IL-17E),
limfopoetyny zrebu grasicy (TSLP) oraz innych cytokin pro-zapalnych. Czasteczki te sa

stymulatorami stanu zapalnego, jednak petnig r6zng role. Przyktadowo, IL-25 produkowana jest
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w bardzo wysokim stgzeniu U myszy uwrazliwionych na alergen, zwigkszajac naptyw eozynofilii
i aktywacje komorek dendrytycznych (DC). U ludzi IL-25 zwigksza rownie ilos¢ populacji
plazmacytoidalnych DC. Z kolei IL-33 indukuje zwigkszenie wytwarzania cytokin i chemokin
szlaku Th2 przez komérki immunologiczne. Ponadto na zaawansowanym etapie reakcji alergicznej
cytokina ta aktywuje bazofile i komorki tuczne, ktore sg zrodtem IL-4 i IL-13 (Gordon et al., 2016;
Motomura et al., 2014). TSLP uwaza si¢ za gtowny regulator odpowiedzi immunologicznej Th2,
a u ludzi jest rowniez zwigzany z naptywem neutrofili i szlakiem Th17 (Ji and Li, 2023). Alarminy
IL-25, IL-33, TSLP aktywuja dojrzewanie i namnazanie komorek limfoidalnych typu 2 (ILC2)
rezydujacych w okolicznych tkankach (Toki et al., 2020). ILC2 sg nowo scharakteryzowang grupa
komorek, ktore fenotypowo i funkcjonalnie odpowiadajg limfocytom Th2, jednak nie produkuja
cytokin w odpowiedzi na antygen oraz nie ulegaja pozytywnej selekcji. Cytokiny i mediatory
lipidowe produkowane przez komorki nabtonka aktywujac ILC2, co prowadzi do produkcji przez
te komorki duzych ilosci IL-4, IL-5 oraz IL-13 (Klose and Artis, 2016; Rawlins et al., 2009).
Powoduje to aktywacj¢ i podziat eozynofilii, a takze ich naptyw do miejsca zapalenia razem
z alternatywnie aktywowanymi makrofagami. Uwolnienie IL-13 powoduje dojrzewanie i migracjg
DC do weztow chtonnych (Eberl et al., 2015). Cytokina ta zwigksza réwniez produkcje $luzu
w komorkach kubkowych znajdujacych si¢ w nabtonkach uktadu oddechowego i pokarmowego.
Zwigkszona produkcja $luzu prowadzi do rozerwania biatek Scistych potaczen miedzy komorkami
tworzgcymi nabtonek oraz indukuje $ciezke alternatywnego aktywowania makrofagow (Liang et
al., 2012; Sugita et al., 2018). Dziatanie synergistyczne 1L-4 oraz IL-13 wptywa na kurczliwos¢
migsni gladkich drog oddechowych (Ji and Li, 2023). Z kolei IL-5 zwigksza rekrutacj¢ eozynofilii
do miejsca uszkodzenia nabtonka, a IL-4 stymuluje wytwotrzenie przeciwcial IgE i 1gG1 przez
limfocyty B (Cohn et al., 1997).

Dojrzate DC w weztach chlonnych prezentuja antygeny limfocytom pomocniczym
folikularnym T (Ths), ktore nastepnie biorg udziat w réznicowaniu naiwnych limfocytow T do
limfocytow Th2. Z kolei zréoznicowane limfocyty Th2 produkujg IL-4, IL-5i IL-13, ktére aktywuja
kolejne naiwne limfocyty (Guo et al., 2015b). Ponadto DC i limfocyty Tis aktywuja limfocyty B
obecne w miejscu zapalenia, jak i w wezlach chlonnych, stymulujac tym samym wytworzenie
przeciwciat IgE, ktére z kolei aktywuja bazofile.

Komorki tuczne, eozynofile i bazofile produkujg granule oraz reaktywne formy tlenu (Ji and
Li, 2023). W granulach znajdujg si¢ histamina oraz mediatory lipidowe, ktore zapoczatkowuja
natychmiastowg reakcj¢ immunologiczng. Histamina poglebia reakcj¢ poprzez blokowanie
roznicowania limfocytow Th1, przy jednoczesnej stymulacji limfocytow Th2 (Pucillo et al., 2018).
W zaleznosci od miejsca reakcji dochodzi do wycieku naczyniowego, skurczu oskrzeli czy §wigdu

(Espinosa-Riquer et al., 2020).
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Rycina 2 Graficzne przestawienie reakcji alergicznej zachodzgcej w miejscu kontaktu 7 alergenem
oraz W wezlach chlonnych (Biorender.com)

5.1.2 Metody leczenia alergii

Obecnie immunoterapia jest jedynym sposobem leczenia alergii. Wszystkie pozostate
metody hamowania reakcji alergicznej niweluja tylko jej objawy. Chorzy w pierwszej kolejnosci
starajg si¢ wyeliminowa¢ przyczyne reakcji alergicznej. Przy brak mozliwo$ci unikania kontaktu
z alergenenem sg oni zmuszeni stosowac leki przeciwalergiczne lub zdecydowac¢ si¢ na rozpoczecie
immunoterapii. Przyjmowanie lekéw przeciwalergicznych hamuje okreslony etap reakcji
immunologicznej zachodzacej w wyniku kontaktu z alergenem. Najcze$ciej stosowane sg leki
przeciwhistaminowe blokujace receptory H1, znajdujace si¢ migdzy innymi na powierzchni
komorek immunologicznych i endotelialnych, uniemozliwiajac produkcje tego mediatora stanu
zapalnego (Pucillo et al., 2018). Pacjenci przyjmowa¢ moga rowniez kortykosteroidy (okreslane
powszechnie jako sterydy), ktore sg syntetycznymi pochodnymi hormonéw kory nadnerczy.
Charakteryzuja si¢ szerokim spektrum dziatania: hamujg ekspresje gendéw biatek zapalnych,
zapobiegaja uwalnianiu si¢ mediatorow stanu zapalnego oraz redukujg ilo§¢ komorek
immunologicznych w miejscu zapalenia (Barnes, 2001). Od niedawna wykorzystuje si¢ leki
zawierajace monoklonalne przeciwciata, ktore blokuja receptory takich cytokin czy przeciwciat jak
IL-33, IL-5, IL-4 czy IQE uniemozliwiajac aktywacje komérek immunologicznych (Chen et al.,
2021). W przypadku gwattownej odpowiedzi immunologicznej po kontakcie z alergenem, gdy

u pacjenta pojawia si¢ szok anafilaktyczny wykorzystuje si¢ zastrzyki z adrenaling. Dochodzi wtedy
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do prawie natychmiastowego zahamowania reakcji, rozkurczu oskrzeli, zaniku pokrzywki czy
obrzgku (Yu et al., 2016).

Obecnie jedyng metodg leczenia alergii jest swoista immunoterapia. Jej zastosowanie
mozliwe jest dzigki dokladnemu poznaniu mechanizmu dziatania limfocytow T w odpowiedzi
immunologicznej. Nadal nie wiadomo doktadnie dlaczego u niektorych pacjentéw daje ona trwalte
efekty odczulajace, a u niektorych tylko okresowe. Jednym z wyjasnien moze by¢ zréoznicowany
poziom limfocytéw Treg Scharakteryzowanych jako CD4*CD25*Foxp3*CD127™¢"w, W przypadku
pacjentow z niskim poziomem limfocytow Treg pod wplywem terapii dochodzi do wzrostu ich
poziomu i dzigki temu lepszej odpowiedzi na terapi¢ niz w przypadku pacjentow, u ktorych przed
terapig zaobserowano wyzszy poziom limfocytow Treg (Gajdanowicz et al., 2020). Sam proces tzw.
odczulania trwa wiele miesiecy, a nawet lat i polega na podawaniu pacjentowi w odstgpach
czasowych alergenu zaczynajac od niewielkiej dawki i zwigkszajac ja do poziomu, ktory nie
wzbudza niepozadanej odpowiedzi immunologicznej, a pozwala na indukcje¢ tolerancji. Podczas
dhugotrwatej stymulacji komoérek immunologicznych niskimi dawkami dochodzi do spadku
poziomu limfocytéw Th2 i wzrostu liczby limfocytéw Thl. Dzieje si¢ to w wyniku aktywacji szlaku
prowadzacego do produkcji limfocytow Treg i immunosupresorowych cytokin 1L-10 i TGF-p,
ktorych ilo§¢ w trakcie trwania terapii rosnie. Glownym mechanizmem na jakim opiera si¢ terapia
jest wywotanie odpowiedzi opdznionej i zwigzanej z nig wzrostem poziomu przeciwciat I1gG4,
determinowanym przez obecnos¢ IL-10. Przeciwciata te z kolei wptywaja na zmniejszenie poziomu
przeciwciat IgE specyficznych wzgledem alergenu oraz zahamowujg aktywacje komorek tucznych

i bazofili (Alvaro-Lozano et al., 2020; Yu et al., 2016).

5.2 R0OZwOJ UKLADU IMMUNOLOGICZNEGO A MIKROBIOM

W przypadku reakcji alergicznej uktad odpornosciowy reaguje na substancje obcg tzw.
alergen - czasteczke, ktora nie stanowi zagrozenia dla organizmu cztowieka. Po kontakcie
z alergenem organizm uruchamia szereg reakcji immunologicznych prowadzacych do wywotania
stanu zapalnego. Brak doktadnie zdefiniowanych przyczyn takiej reakcji, wskazuje, ze wystapienie
choréb o podlozu alergicznym jest sumg wielu sktadowych, dlatego tez opisanie doktadnych
mechanizméw aktywujacych caly szlak odpowiedzi immunologicznej jest wcigz przedmiotem
badan i nie wszystkie jego aspekty sa szczegétowo poznane (Hong et al., 2020).

Najpowszechniejszymi hipotezami wyjasniajacymi wystgpowanie zjawiska alergii sa
hipoteza tzw. ,,starych przyjaciol” i hipoteza ,,bioréznorodnosci” wskazujace na zaleznos¢ miedzy
mikrobiomem, a zdrowiem czlowicka (Haahtela et al., 2013; Strachan, 1989). Postulujg one, Ze
zmiana stylu zycia doprowadzita do ograniczenia ilo$ci mikroorganizméw w organizmie
cztowieka. Osoby najczesciej diagnozowane jako alergicy zamieszkuja kraje wysoko rozwinigte

i rozwijajace si¢. Styl zycia prowadzony w tych krajach czgsto okreslany jest jako wysoko
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higieniczny, stresujacy i opierajacy si¢ na wysoko przetworzonej zywnosci (Berbers et al., 2017).
Mikroorganizmy, ktore ewoluowaty przez tysiace lat jako integralna cz¢s$¢ organizmu ludzkiego,
nie byly w stanie przystosowac si¢ do tak szybkich zmian jakie zaszly w naszym sposobie zycia
w przeciagu ostatnich lat (Turroni et al., 2022). Brak odpowiedniej flory uniemozliwia prawidtowe
dojrzewanie centralnego uktadu nerwowego oraz odpornosciowego (Rook et al., 2017), co
w konsekwencji skutkuje nieprawidlowym funkcjonowaniem tkanek i organow, i prowadzi do
rozwoju nieprawidtowych reakcji organizmu na rdéznego rodzaju patogeny, czy zwiazki chemiczne.
Jeszcze do niedawna uwazano, ze worek owodniowy jest sterylnym $rodowiskiem, a do
pierwszego kontaktu dziecka z bakteriami dochodzi dopiero podczas porodu, w drogach rodnych
matki. W przypadku cesarskiego cigcia tymi mikroorgamizmami sg bakterie znajdujace si¢ na
skorze i sprzecie medycznym (Perez-Muiioz et al., 2017). Wyniki meta-analizy badan skupiajacych
si¢ nad identyfikacja bakterii w worku owodniowym podwazaja jednak te zatozenia i wskazuja, ze
tozysko moga kolonizowac szczepy Lactobacillus, Ureaplasma, Fusobacterium, Staphylococcus,
Prevotella i Streptococcus. Oprocz nich zidentyfikowano bakterie takie jak Propionibacterium,
Pseudomonas i Escherichia, jednakze, uwaza si¢, ze moga one by¢ zanieczyszczeniem, gdyz ich
obecno$¢ zidentyfikowano rowniez w probkach kontrolnych zawierajacych wode o wysokim
stopniu czystosci (Zakis et al., 2022). Pomimo braku pewnos$ci co do momentu, w ktorym dochodzi
do pierwszego kontaktu organizmu z bakteriami, naukowcy sg zgodni, ze zapoczatkowuje on szereg
reakcji prowadzacych do ksztaltowania ukladu odpornosciowego gospodarza a takze do
prawidlowego dojrzewania pozostatych uktadow, narzadow czy tkanek (Milani et al., 2017a).
Nowe badania wskazuja, ze to nie sposdb narodzin zwicksza prawdopodobienstwo
wystapienia alergii, a mniejsza ilo$¢ dzieci w rodzinie, brak kontaktu ze zwierzetami, nadmierna
higiena, przyjmowanie antybiotykow i zanieczyszczenie Srodowiska naturalnego (Currell et al.,
2022). Badania wskazuja, ze najwazniejszym okresem dla ksztaltowania si¢ m.in. uktadu
odpornosciowego jest okres od narodzin do 3 miesigca zycia. Interakcje zachodzace w tym okresie
aktywuja receptory rozpoznajace wzorce (PRR), a nastepnie uwolnienie cytokin i peptydow anty-
mikrobiologicznych. One z kolei moduluja odpowiedZz organizmu oraz mechanizmy aktywacji
w zalezno$ci od substancji z jaka organizm si¢ zetknie w dalszym zyciu. Umozliwia to uktadowi
odporno$ciowemu podziat mikroorganizméw na komensalne, patogeny, czy bakterie probiotyczne
(Berbers et al., 2017). Ksztattowanie uktadu odpornosciowego oraz mikrobiomu jelitowego konczy
si¢ mniej wiecej w okresie przejscia dziecka z pokarmu ptynnego na staty, czyli okoto 2 - 3 roku
(Yatsunenko et al., 2012). W badaniach prowadzonych na myszach wykazano, ze bakterie
kolonizujace mtody organizm sg w stanie zréznicowaé populacje limfocytow B. Limfocyty te
nastepnie produkujg naturalne przeciwciata (nalezace do klasy IgA, IgG i IgM) skierowane
przeciwko znacznej liczbie glikanow bakteryjnych (Bello-Gil et al., 2019). Potwierdzaja to badania
z wykorzystaniem antybiotykoéw podawanym mtodym myszom, gdzie oprocz dysbiozy jelitowej

obserwuje sie spadek liczby IgA* limfocytow B oraz samego poziomu przeciwciat IgA (Borbet et
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al., 2023). Przeciwciata te w pozniejszym etapie zycia myszy rozpoznajg bakterie zamieszkujace
uktad pokarmowy, jednak mechanizm ich dziatania nadal nie jest doktadnie poznany. Intersujacym
spostrzezeniem jest to, ze bakterie nalezace do tej samej rodziny taksonomicznej i zasiedlajace ten
sam organizm indukujg powstanie jednego specyficznego przeciwciata IgA, IgG lub IgM, a nie
wielu (Bello-Gil et al., 2019).

Najlepszym modelem badan nad wptywem mikrobioty na organizm gospodarza sg myszy
germ-free (GF). Myszy te nie posiadaja zadnej mikroflory i aby je uzyska¢ wykorzystuje si¢
intensywna antybiotykoterapi¢ lub metode cesarskiego cigcia, by mtode urodzity si¢ w sterylnych
warunkach (Al-Asmakh and Zadjali, 2015). Dzi¢ki badaniom poréwnawczym migdzy myszami
konwencjonalnymi, a myszami GF tatwo obserwowa¢ wptyw mikroorganizmow na ksztaltowanie
si¢. m.in. uktadu nerwowego, pokarmowego czy oddechowego (Kennedy et al., 2018).
Wykorzystanie myszy GF umozliwia ponadto badania nad pojedynczymi szczepami
mikroorganizmoéw lub mikrobiomem konkretnie zdefiniowanej grupy osob, np. badanie wplywu
mikrobiomu os6b otylych. Juz w latach 70 obserwacje myszy GF wykazaly, ze to dzigki
czasteczkom bakteryjnym dochodzi do réznicowania i dojrzewania kgpek Peyera i enterocytow
w sluzowece jelita (Pollard and Sharon, 1970). Struktury limfoidalne u myszy GF nie dojrzewaja,
co skutkuje wickszg wrazliwoscig tych myszy na patogenne mikroorganizmy (Zhang et al., 2016b).
Dochodzi réwniez do zmian struktur poszczegélnych czesci jelit, gdyz w wyniku braku
mikroorganizméw nie dochodzi do prawidtowego rozwoju $luzéwki i kosmkow jelitowych
(Rycina 3). Utrudnia to przyswajanie niezb¢dnych dla organizmu substancji i mineratow (Gabay
et al., 2020).

Rycina 3 Uktad pokarmowy myszy germ-free i konwencjonalnej. (A)Mysz hodowana w warunkach germ-
free na znacznie mniejszqg wqtrobe oraz ilos¢ tluszczu, ponadto znacznie powigkszone jelito slepe (B) mysz
hodowana w warunkach kontrolnych na normalng wielkosé wqtroby i poziom tuszczu.
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Oprocz widocznych zmian fizjologicznych dochodzi réowniez do zmian na poziomie
populacji komorek (Kennedy et al., 2018). Myszy GF maja wyraznie zredukowang liczbg oraz
dojrzato$¢ komorek mieloidalnych, ponadto monocyty maja uposledzone mozliwosci migracji
w organizmie (Emal et al., 2017; Khosravi et al., 2014). Nie zaobserowano zmian ilosciowych
populacji komoérek dendrytycznych, jednak ich funkcje i dojrzewanie sa znacznie zmienione
w poréwnaniu do myszy konwencjonalnych (Ganal et al., 2012). Brak aktywacji szlaku receptora
TLR2 przez mikroorganizmy powoduje z kolei zmniejszenie populacji limfocytow Tr U myszy GF.
Skutkuje to obnizeniem poziomu przeciwciat IgA o wysokim powinowactwie do mikroflory
sluzéwkowej (Kubinak et al., 2015). Ponadto nie obserwuje si¢ obecnosci zadnych naturalnych
przeciwciat, ktore wystepuja W myszach konwencjonalnych (Hapfelmeier et al., 2010).

Brak mikroflory powoduje, Zze wywotanie reakcji alergicznej u myszy GF indukuje
znacznie silniejsza odpowiedz immunologicznag niz u myszy konwencjonalnych czy myszy
wolnych od specyficznych patogenow (SPF). Zwlaszcza poziom przeciwcial IgE w surowicy krwi
jest znacznie wyzszy u myszy GF. Ponadto obserwuje si¢ rowniez znaczace roéznice w poziomach
pozostalych przeciwcial (IgA, IgGl 1 IgG2) pomiedzy myszami GF, a myszami
konwencjonalnymi/SPF. Wyniki wskazuja, ze podczas reakcji alegicznej naiwne limfocyty B
znajdujace si¢ w Sluzowce jelitowej myszy GF moga by¢ odpowiedzialne za produkcje przeciwciat
IgE (Cahenzli et al., 2013). Wysoki poziom IgE w jelicie cienkim u myszy GF w poréwnaniu do
myszy SPF zostal zaobserwowany rowniez przez Jimenez-Saiz i wspolp. (Jiménez-Saiz et al.,
2020). Ich wyniki wskazuja, ze taka sytuacja obserwowana jest zarowno u myszy GF szczepow
Balb/c i C57BI/6. Badania Stefka i wspotp. rowniez wskazuja, ze myszy GF uwrazliwione na
orzechy arachidowe wykazujg wysoki poziom cytokin i przeciwciat charakterystycznych dla szlaku
Th2 w poréwnaniu do myszy konwencjonalnych/SPF. Ponadto zidentyfikowali mikroorganizmy
nalezace do grupy Clostridia, ktore moga mie¢ ochronny wptyw i ostabiac reakcje alegiczng (Stefka
et al., 2014). W innych badaniach wykazano, ze brak szczepoéw z rodzaju Staphylococcus wptywa
na wigkszg wrazliwo$¢ komorek uktadu odpornosciowego myszy GF. U myszy tych oberwany jest
rowniez znacznie wyzszy poziom wilasciwosci proteolitycznych w komorkach tucznych btony
$luzowej w poroéwnaniu do myszy konwencjonalnych (Rodriguez et al., 2011). Brak mikroflory
prowadzi do spadku liczby jak rowniez braku dojrzewania komoérek tucznych (Schwarzer et al.,
2019). Badania na modelach mysich wskazujg, ze obecno$¢ zréoznicowanej mikrobioty, a nie
konkretnych  szczepéw  reguluje prawidlowe dziatanie szlaku limfocytéw  Th2.
Najprawdopodobniej reakcja polega na obecnosci duzej ilosci antygenéw powierzchniowych jak
i zwigzkow produkowanych przez bakterie, ktore wptywaja na indukcje limfocytow Treq (FOXp3™),
ktore z kolei regulujg limfocyty Th2 (Atarashi et al., 2011; Zhao and Elson, 2018).

Obecne w pozywieniu zwigzki i mikroorganizmy trafiajg do jelit, gdzie stykaja sic
z komorkami nabtonkowymi, ktorych podstawowg rola jest zapewnienie bariery migdzy

srodowiskiem zewngtrznym, a wewnetrznym. Komorki te uniemozliwiajg przedostanie sig¢
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patogendw, toksyn i antygenow do wnetrza organizmu. Ponadto w warstwie tej znajdujg si¢
komorki produkujace $luz (Johansson et al., 2013). Glikoproteiny w nim obecne umozliwiajg
wychwytywanie i zamykanie bakterii, wirusow czy grzybow umozliwiajac ich usunie¢cie jeszcze za
nim dotrg do powierzchni nabtonka. Zmniejsza to ilo§¢ antygenoéw rozpoznawanych przez komorki
uktadu odpornosciowego, a tym samym ogranicza ich immunogennos¢. W warstwie sluzowkowej
dochodzi rowniez do produkcji przeciwciat IgA, dziatajacych jako jedna z pierwszych linii ochrony
przeciwbakteryjnej wigzac si¢ z obcymi antygenami obecnymi w $wietle przewodu jelita. Obecnos¢
tych przeciwciat skierowanych przeciw mikrobiocie obserwuje si¢ u zdrowych myszy i ludzi.
Ponadto okresla si¢ je jako krzyzowo specyficzne, poniewaz wiaza si¢ do bakterii posiadajacych
zblizone struktury antygenowe na powierzchni komorki, co wskazuje to, ze moga one regulowac
sktad mikroflory (Pabst, 2012).

W badaniach na myszach, u ktorych zaraz po narodzinach rozpoczgto antybiotykoterapie
zaobserwowano zmiany w skladzie mikroflory jelitowej, ktore utrzymywaly si¢ nawet do
2 miesiecy po zakonczeniu terapii. Myszy te poddane ekspozycji na roztocza kurzu domowego
(HDM) wykazywaty objawy reakcji alergicznej. Zaskakujace byto, ze starsze myszy GF, ktoérym
podano kat myszy z grup po antybiotykoterapii nie wyksztalcity zadnej alergii po kontakcie z HDM,
jednak u ich potomstwa obserwowano wystgpienie reakcji alergicznej (Borbet et al., 2022).

5.2.1 Stosowanie bakterii w leczeniu alergii

Kolonizacja organizmu czlowieka mikroorganizmami umozliwia ksztaltowanie
odpowiednich mechanizméw immunologicznych, a jej zachwianie moze prowadzi¢ do powaznych
problemow zdrowotnych (Berbers et al., 2017). Wiadomo, ze znacznie wigksza ilo$¢ bakterii
Enterobacteriaceae w porownaniu do Bacteroidaceae w okresie niemowlgcym zostata powigzana
z rozwojem alergii pokarmowej w pierwszym roku zycia (Azad et al., 2015). Z kolei wzrost ilosci
szczepow 2z rodziny Streptococcaceae i Lachnospiraceae przy réwnoczesnym spadku
Leuconostocaceae jest powiazany z alergig na biatka jajka kurzego (Fazlollahi et al., 2018).
Z drugiej strony, wskazano, ze obecnos¢ bakterii z gatunkow Clostridium i segmentowych bakterii
nitkowatych (ang. segmented filamentous bacteria, SFB) indukuje szlak limfocytéw Th17
i produkcje przeciwciat IgA tagodzac alergiczny stan zapalny (Bonnegarde-bernard et al., 2014).
Szczepy B. longum IM55 i Lactobacillus plantarum IM76, wyizolowane z katu zdrowych ludzi,
redukujg poziom przeciwcial IgE oraz poziom cytokin IL-4 i IL-5 w modelu alergicznego niezytu
nosa wywotanego OVA u myszy (Kim et al.,, 2019). Podobnie podanie B. breve M-16V
i fruktooligosacharydow hamuje alergiczny stan zapalny w plucach myszy wywotanych OVA
(Sagar et al., 2014).

Wigkszos¢ bakterii dociera do organizmu wraz z pokarmem, dlatego tez preparaty

probiotyczne poczatkowo rowniez byly przygotowywane tak by mozna byto je przyja¢ w formie
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doustnej. Badania naukowe z kilku ostatnich lat opisuja nowy trend, w ktorym to probiotyki
podawane sg donosowo. Pordéwnanie efektywno$ci podawania szczepu L. paracasei NCC2461
w formie doustnej i donosowej myszom uwrazliwionym na OVA wykazato, ze podanie donosowe
znacznie bardziej zmniejsza poziom cytokin szlaku Th2 oraz zwigksza poziom limfocytow Treg
w phucach (Pellaton et al., 2012b). W badaniach na myszach uwrazliwionych na pytek brzozy
wykazano, ze podanie donosowe zywych szczepéw Lactobacillus rhamnosus GG redukowato
alergiczny stan zapalny poprzez obnizenie poziomu cytokin IL-13 i IL-5 oraz spadek eozynofilii
w plynie oskrzelowo-pecherzykowym (Spacova et al., 2019). Badania na tkankach pobranych od
pacjentdw chorujacych na przewlekte zapalenie btony §luzowej nosa i zatok oraz zdrowych oséb
wykazalo, Ze stosowanie preparatu zawierajacego L. casei AMBR2 poprawia funkcjonowanie
btony s§luzowej poprzez odtworzenie struktur biatek S$cistych polaczen. Ponadto podanie tego
szczepu myszom, u ktorych wywotano zapalenie blony nosowej poprzez donosowe podanie 1L-4,
odwraca spadek integralnosci btony oraz wplywa na ekspresje zoludyny-1 i okludyny (Martens et
al., 2021). Podsumowujac, badania wskazuja, ze preparaty probiotyczne podawane donosowo mogg
wplywaé pozytywnie na alergiczny stan zapalny w przestrzeniach przynosowych poprzez
zroznicowane dziatania takie jak okresowa kolonizacje 1 oddzialywania na Kkomorki
immunologiczne oraz na przepuszczalno$¢ bariery nabtonkowej. Jednym z atutdow podawania
bakterii donosowo wydaje si¢ by¢ ominigcie zotadka i niskiego pH, jakie w nim panuje (Pellaton
et al., 2012a). Ponadto podanie donosowe skutkuje podaniem preparatu w bezposrednie miejsce
stanu zapalnego, umozliwiajac szybsze i silniejsze dziatanie. Umozliwia tez podanie znacznie

mnigjszej ilosci bakterii niz w przypadku doustnej formy podania.

5.3 CHARAKTERYSTYKA BAKTERII Z RODZAJU BIFIDOBACTERIUM

Bakterie z rodzaju Bifidobacterium nalezg do rodziny Bifidobacteriaceae, rzedu
Bifidobacteriales i gromady Actinobacteria (Mattarelli and Biavati, 2018). Ich klasyfikacja zostata
oparta na podstawie badan sekwencji 16S RNA. Charakteryzuja si¢ wystegpowaniem duzej ilosci
(powyzej 47% reszt catego genomu) reszt guanidynowo-cytozynowych (Ventura et al., 2004).
Sa to pateczki nalezace do bakterii Gram-dodatnich, ktorych ksztatt komorki okreslany jest mianem
bifid, czyli rozgatezionym lub w ksztalcie litery Y. Wykazuja one wysoki poziom pleomorfizmu
w warunkach wzrostu, co oznacza, ze jednoczesnie w hodowli moga wystgpowacé komorki
w ksztalcie pateczki, bifid czy maczug (Bergey et al., 2012; Dhanashree et al., 2017). Bakterie te
nie tworza przetrwalnikow, sg nieruchliwe i nie produkujg katalazy. Bifidobacterium naleza do
bakterii beztlenowych lub mikroaerofilnych (Bergey et al., 2012).

Podstawowa metodg identyfikacji Bifidobacterium jest hodowla bakterii na selektywnych
podtozach mikrobiologicznych takich jak podtoze De Man, Rogosa i Sharpe (MRS), czy Wilkins-
Chalgren. Pozywki te sa zwykle dodatkowo modyfikowane poprzez suplementacje
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weglowodanami takimi jak laktoza, czy galaktoza oraz antybiotykami (np. neomycyna,
kanamycyna, mupirocyna) lub aminokwasami (np. L-cysteina-HCI, chlorek litu) (Lugli et al., 2019;
Novakova et al., 2016). Szczepy Bifidobacterium sprawdza si¢ na obecnos¢ unikalnego enzymu
fosfoketolazy fruktozo-6-fosforanowej (Modesto et al., 2021). Jest on kluczowym enzymem reakcji
rozktadu heksoz do erytrozo-4-fosforanu, ktorego koncowym produktem sg SCFA takie jak octan
i mleczan (Pokusaeva et al., 2011). Reakcje ta okresla si¢ mianem ,,Bifidobacterium shunt” i jest
ona charakterystyczna dla tych bakterii (Alessandri et al., 2021; Mattarelli and Biavati, 2018;
Scardovi and Trovatelli, 1965).

Bifidobacterium po raz pierwszy zostaly wyizolowane z katu niemowlat karmionych
mlekiem matki w 1899 roku przez pediatr¢ Henriego Tisseira i nazwane Bacillus bifidus (Tissier,
1899, 1900). Pézniej nazwe t¢ zmieniono na Bacteroides bifidus, a od 1934 roku klasyfikowano je
jako Lactobacillus bifidus (Weiss and Rettger, 1938). Obecnie bifidobakterie klasyfikowane sg jako
odrgbny rodzaj obejmujacy 94 taksony z 82 gatunkami i 12 podgatunkami (Rycina 4) (Duranti et
al., 2021; Modesto et al., 2019). Obecnosc¢ tych bakterii zaobserwowano w uktadzie pokarmowym
wielu ssakow, ptakow, ryb i owadow (Kopeény et al., 2010; Praet et al., 2015), jak rowniez
w ludzkiej krwi (Hoyles et al., 2002), $ciekach (Biavati et al., 1982), czy sfermentowanym mleku
(Watanabe et al., 2009). Genetycznymi markerami wykorzystywanymi do identyfikacji
bifidobakterii sg geny clpC, dnaB, dnaG, dnaJl, purF, i rpoC (Cooper and Feil, 2004; Stackebrandt
et al., 2002). Ponadto zidentyfikowano rowniez 261 klasterow gendw ortologicznych,
wystepujacych we wszystkich opisanych do tej pory szczepach i okreslono je jako tzw.
bifidobakteryjny rdzen genomowy (Lugli et al., 2019). Dzigki stworzeniu takiej biblioteki bakterie
z rodzaju Bifidobacterium podzielono na 10 klastrow: B. adolescentis, B. asteroides, B. bifidum,
B. bombi, B. boum, B. longum, B. pseudolongum, B. pullorum, B. psychraerophilum i B. tissieri
(Alessandri et al., 2021). Z czego do najbardziej rozpowszechnionych w przyrodzie nalezg
B. adolescentis, B. bifidum, B. longum i B. pseudolongum (Milani et al., 2017b). W organizmie
dorostego cztowieka najczesciej identyfikowanymi szczepami sg B. bifidum, B. breve i B. longum
(Duranti et al., 2017), a w okresie niemowlecym B. breve, B. bifidum, B. longum i B. adolescentis
(Turroni et al., 2012). Tlo$¢ poznanych i scharakteryzowanych szczepow Bifidobacterium z roku na
rok wzrasta, gdyz nowe techniki utatwiajg ich identyfikacj¢ bez koniecznosci ich hodowli (Duranti
et al., 2019; Modesto et al., 2019, 2021).
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rodzina Bifidobacteriaceae

grupa B. adolescentis grupa B. bifidum grupa B. bombi | grupa B. longum grupa B. psychraerophylum
B. aquikefir
B. adolescentis B. hapali B. tibiigranuli B. longum ssp. infantis B “‘mﬂams
N N R B. psychraephium
B. ruminantium B. aerophilum B. subtile B. longum ssp. longum
catenulat 53)
fa;im-m;:i’::;‘; b 7 B. ramosum B. mongoliense B. longum ssp. suis
B catenulatum s5p. 2 B B. aemiliamm B breve grupa B. pullorum grupa B. tissieri
Dlavatii B liortam s
catermulatum n pu P ol
’ _ B. bombi B. myosotis pullorum B. margollesii
B pseudocatenulatum B. scardovii B. bohemicim B. callirichidarum B pullorum 32| g comtar
B moukalabense B. samirii B. commune B_ scaligerum galimarum simiarum
B. dentium B. bifidum B. olonucense B pullorum 3sp. B .
B leontopitheci | B. feisineum saeculare catulorim
B. goeldii B. cebidarum
3’7 B sagl ni B. saimiriisciurei
B. imperatoris
grupa B. asteroides B reuteri_
"B commeforme ] grupa B. boum B. oedipodis
% 5 B. eulemuris B. tissieri
indicum apri B. rouserii
B. astroides P . . : .
_ B. therophtlum B_callitrichos nie zakwalifikowane do zadnej grupy
B. actinocolonijforme G B. platyrrhinorum B. advesanii
B. xylocopae B porconm B. steilenboshense B. vespertilionis
B parmae B. moraviense
B. thermacidophilum B aesculapit 1 B_mintmum
B. erythrocebi B. tsurumiense
B. boum B. angulatum Scandovia inopinata
B. merycicum
B. panos

Rycina 4 Zestawienie scharakteryzowanych szczepow Bifidobacterium opisanych w literaturze
(Alessandri et al., 2021)

5.4 ROLA BIFIDOBACTERIUM W ROZWOJU UKEADU ODPORNOSCIOWEGO
CZL.OWIEKA

Bifidobacterium w organizmie cztowieka wystepuja przede wszystkim w jelicie grubym,
gdzie ich ilo$¢ moze sigga¢ 10° -10'° CFU/g zawartosci jelita. 11o$¢ tych bakterii w jelitach dzieci
karmionych mlekiem matki i urodzonych naturalnie moze stanowi¢ nawet do 91% catej mikroflory
(Saturio et al., 2021; Turroni et al., 2012). Wspomniany wczesniej ,,Bifidobacterium shunt”
umozliwia szczepom Bifidobacterium rozktad fruktooligosacharydow w siarze mleka matki oraz
mucyn produkowanych w jelitach niemowlat (Arboleya et al., 2018; Sela et al., 2008; Suzuki and
Ley, 2020). Jednym z charakterystycznych dla niemowlat szczepéw jest B. longum ssp. infantis,
ktory w swoim genomie zawiera az cztery hydrolazy glikozylowe niezbedne do rozktadu
oligosacharydow (Zabel et al., 2020). Co ciekawe obok niego izolowany jest szczep B. bifidum,
ktory rozktada znacznie bardziej ztoZzone czasteczki oligosacharydow niz B. longum ssp. infantis
(Katoh et al., 2020). Taka ko-egzystencja uniemozliwia innym bakterig zasiedlenie niszy z powodu
braku dostepnego zrodta wegla (Garrido et al., 2015). Ponadto przekazywanie mi¢dzy rdéznymi
szczepami sktadnikow odzywczych (ang. cross-feeding) umozliwia powstawanie zlozonych
spotecznosci szczepow Bifidobacterium oraz innych dobroczynnych bakterii. Organizm niemowlat

nie posiada odpowiednich enzymow takich jak B-glukozydazy, o-fukozydazy czy

31



B-N-heksozoaminidazy, by roztozy¢ ztozone oligosacharydy znajdujace si¢ w mleku matki (Suzuki
and Ley, 2020). Sg one natomiast produkowane przez szczepy Bifidobacterium, ktore rozktadajac
oligosacharydy dostarczaja sktadnikéw odzywczych niemowlgtom (Alessandri et al., 2021;
Goodrich et al., 2017).

Ponadto przystosowanie si¢ bifidobakterii do kolonizacji ludzkiego organizmu obejmuje
produkcj¢ szeregu bialek i enzymow umozliwiajacych im ochrong przed tlenem, wolnymi
rodnikami i kwasami zotciowymi (Brioukhanov and Netrusov, 2004; Ruiz et al., 2012b) takich jak
reduktaza wodoronadtlenku alkilu produkowana przez B. longum NCC2705 (Ruiz et al., 2012a),
czy peroksydaza tioredoksynowa i oksydaza NADH wystepujaca np. u B. animalis ssp. lactis (Zuo
et al., 2014). Szereg transporterow btonowych kodowanych w genomie bifidobakterii chroni je
przed niskim pH zotadku. Co wigcej dostosowuja one rowniez sktad lipidowy swojej blony
komorkowej, modyfikujg struktury peptydoglikanu w zaleznosci od warunkéw zewngtrznych
takich jak zmiany pH, stres osmotyczny czy oksydacyjny (Matsumoto et al., 2004; Wei et al., 2019).
Podobne mechanizmy ochronne zostaja uruchamiane przy kontakcie bakterii z kwasami
z6tciowymi (Ruiz et al.; Xu et al.,, 2019), gdzie dochodzi do wytwarzania specyficznych
egzopolisacharydow, biatek czy zewnatrzkomorkowego DNA (Kelly et al., 2020).

W czasie rozwoju cztowieka, mikroflora jelit staje si¢ bardziej zréznicowana co skutkuje
spadkiem ilosci Bifidobacterium (miedzy innymi B. longum, B. bifidum, B. breve i B. longum ssp.
infantis) do okoto 3-7% catej mikroflory przy réwnoczesnym wzro$cie ilosci mikroorganizméw
z innych gromad takich jak Firmicutes i Bacteroidetes (Arboleya et al., 2016; Milani et al., 2017a).
U o0s6b starszych dochodzi do prawie catkowitego zaniku szczepow Bifidobacterium, co moze by¢
przyczyna wystepowania chorob o podtozu autoimmunologicznym i gastrycznym takich jak
zaburzenia perystaltyki jelit, zapalenia czy raka zotadka (Devi et al., 2021; Sun et al., 2019).
Charakterystycznymi szczepami wystepujacymi u o0sob starszych sa B. adolescentis,

B. catenulatum i B. longum ssp. longum (Claesson et al., 2011).

5.5 PROBIOTYCZNE WLASCIWOSCI SZCZEPOW BIFIDOBACTERIUM

Szczepy Bifidobacterium promuja powstawanie fizjologicznej i immunologicznej
homeostazy jelitowej oraz moduluja rozwéj btony sluzowej i produkcje Sluzu. Brak lub eradykacja
Bifidobacterium u noworodkéw zostata powigzana z wystgpieniem otyto$ci, astmy, alergii badz
innych choréb o podtozu autoimmunologicznym w po6zniejszym okresie zycia (Alm et al., 2008;
Marra et al., 2006; Nogacka et al., 2018). Obnizong ilo$¢ szczepow Bifidobacterium i Lactobacillus
zidentyfikowano u 0s6b z zespotem jelita drazliwego (IBS) (Liu et al., 2017; Priya et al., 2022),
oraz u chorych na wrzodziejace zapalenie okreznicy (Duranti et al., 2016). Badania wskazuja na
korelacj¢ wysokiej ilosci tych bakterii z mniejszg czestotliwo$cia wystepowania zapalenia jelit

i zoladka, atopowego zapalenia skory i alergii u niemowlat (Fujimura et al., 2016; O’Mahony et al.,
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2005; Zanotti et al., 2015). Regularne przyjmowanie wybranych szczepow Bifidobacterium moze
ztagodzi¢ lub wyeliminowaé objawy bakteryjnej dysbiozy uktadu pokarmowego (Ventura et al.,
2012).

W badaniach in vitro prowadzonych na ludzkich komorkach dendrytycznych pochodzacych
z monocytow wykazano, ze niektore zywe gatunki Bifidobacterium (B. longum, B. breve, B. bifidum
i B. animalis ssp. lactis) sa w stanie stymulowa¢ komoérki dendrytyczne do dojrzewania i produkcji
cytokin takich jak IL-12, IL-10, TNF-a i IL-1B (Loépez et al., 2010). Badania na komorkach
jednojadrzastych krwi obwodowej (PBMC) wykazaty, ze szczepy B. bifidum (IF 10/10, A8 i L22)
sg stabymi induktorami szlaku Thl, jednak indukcja szlak Th17 (Lopez et al., 2010). Ponadto
w zalezno$ci od badanego szczepu obserwuje si¢ zroznicowane wlasciwosci immunomodulujace
regulujace poziomy cytokin tj. IL-10, TNF-a, IFN-y i IL-2 (Medina et al., 2007). Badania nad
wlasciwosciami B. longum KABPBO042 z wykorzystaniem komorek nabtonkowych Caco-2
wykazaty, ze bardzo efektywnie przylegaja one do komodrek nabtonka (okoto 70% komorek
bakteryjnych) indukujac rownoczes$nie produkcje duzej ilosci biatek Scistych potaczen takich jak
okludyna-1, klaudyna 1 czy transporterow serotoninowych (Asto et al., 2022).

Badania na myszach z autofagia wywotang podaniem lipopolisacharydu (LPS) E. coli
O111:B4, ktorym nastgpnie podano wybrane szczepy bifidobakterii wskazuja, ze bakterie
zmniejszaja stan zapalny oraz chronig zdrowe komorki nabtonka jelitowego (Han et al., 2016).
Podawanie myszom ekstraktu z nasion brokutu i B. longum CCF1206 prowadzito do produkcji
przez te bakterie aktywnych zwigzkéw sulforanowych, ktore wpltywaja na zmniejszenie Stanu
zapalnego w modelu zapalenia jelita wywotanego podaniem soli sodowej siarczanu dekstranu
(DSS) (Wu et al., 2023). Nowe badania wskazuja, ze szczepy takie jak B. adolescentis PRL2019
i B. adolescentis HD17T2H (Duranti et al., 2020) maja réwniez znaczacy wptyw na rozwoj uktadu
nerwowego poprzez produkcje neurotransmiterow tj. GABA, serotoniny, czy acetylocholiny
(Duranti et al., 2020; Luck et al., 2020; Rutsch et al., 2020), co z kolei wptywa na zmniejszenie
wystepowania stanow lekowych (Pinto-Sanchez et al., 2017). W kale i mézgu myszy
skolonizowanych szczepami Bifidobacterium dentum zaobserowano podwyzszony poziom
niezbednego do prawidtowego funkcjonowania ogranizmu aminokwasu - tyrozyny (Luck et al.,
2021).

Badania dotyczace niemowlat wskazuja, ze podawanie im szczepow takich jak B. longum
ssp. infantis EVCO001, skutkuje zmiang polaryzacji limfocytow T z Th2 do Thl oraz wyzsza
produkcja SCFA w poréwnaniu z grupa kontrolng. Obecnos¢ bifidobakterii u dzieci zwigksza ilos¢
nieklasycznych monocytéw (okreslanych czesto jako przeciwzapalne), limfocytow FOXP3* Treg
oraz cytokin IL-27, IL-10, IL-1RA oraz IL-6 (Henrick et al., 2021). Z kolei podawanie
3-miesiecznym dzieciom B. breve skutkuje zmniejszeniem ryzyka wystgpienia egzemy
w pdzniejszym okresie (Ismail et al., 2016). Ze wzgledu na wiasciwosci pro-zdrowotne wybrane

szczepy Bifidobacterium sa powszechnie wykorzystywane jako suplementy diety (Aloisio et al.,
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2018; Quagliariello et al., 2016). Szczep B. lactis B94 (Maflor®), stosowany jest u dzieci w terapii
przeciwko infekcji Helicobacter pylori. Obniza on ryzyko zasiedlenia organizmu przez bakterie
chorobotworcze oraz ogranicza lub catkowicie eliminuje skutki uboczne terapii tj. bol, wymioty
czy biegunka (Sirvan et al., 2017). Korzystny efekt B. lactis B94 (Maflor®) zaobserwowano
rowniez w leczeniu infekcji gastroenterologicznych wywotanych przez rotawirusy (Erdogan et al.,
2012). Bifidobacterium breve wyizolowany ze stolcow dzieci w wieku od 3 dni do 5 lat wykazuje
dziatanie przeciwdrobnoustrojowe przeciwko enterepatogennym szczepom Klebsiella i Salmonella
sp. (Delcaru et al., 2016). W pierwszym roku zycia duzo dzieci cierpi na funkcjonalne zaburzenia
zotadkowo-jelitowe, ktorych objawy mozna u$mierzy¢ stosujac preparat zawierajacy B. longum
KABBP042 i Pediococcus pentosaceus KABP041 (Asto et al., 2022). Zaobserwowano rowniez, ze
obecno$¢ szczepow Bifidobacterium i Lactobacillus znacznie zmniejsza objawy wystepujace przy
zakazeniu Plasmodium sp. wywotujacego u ludzi malari¢ (Ippolito et al., 2018). Szczepy te chronia
przed infekcjami innymi pasozytami takimi jak Cryptosporidium parvum, czy Strongyloides
venezuelensis (Leung et al., 2018). Badania prowadzone na starszych pacjentach (w wieku 69 - 80
lat) wykazaly, ze podanie niektorych szczepoéw bifidobakterii indukuje u nich produkcje
dziatajacych przeciwwirusowo IFN-a (Arunachalam et al., 2000) i IFN-y oraz cytokin IL-2, IL-5
i IL-10 (Spaiser et al., 2015).

Wigkszos¢ mechanizmow  dzialania szczepow  probiotycznych — Bifidobacterium
i Lactobacillus oparte jest o aktywacje receptoru TLR2. Receptor ten dziata tylko w kompleksie
z dwoma innymi receptorami TLR1 lub TLR6. Dimerowi TLR2/TLR1 przypisuje si¢ glownie
wiasciwosci pro-zapalne, ktore zwigzane sa z produkcja cytokin takich jak IL-12 i IL-17. Z kolei
dimer TLR2/TLR6 moze posiada¢ wlasciwosci regulatorowe indukujac produkcije IL-10 (Ren et
al., 2016). W pracy Paveljsek i wspotp. mozna znalez¢ informacje, ze gtownym receptorem
aktywowanym przez szczep Bifidobacterium animalis ssp. animalis IM386 jest receptor
TLR2/TLR6, ktory uruchamia kaskade sygnatowa NF-KB w sposéb zalezny od stezenia. Ponadto
wykazali, ze receptor TLR10 moze réwniez by¢ aktywowany przez szczepy bifidobakterii na
zasadzie sprzg¢zenia zwrotnego. Rownoczesna aktywacja receptora TLR10, TLR2 i TLR6 przy
stosunku receptorow w komorce 1:1:1 hamuje aktywnos$¢ kaskady NF-KB o 80% (Paveljsek et al.,
2021). Co ciekawe do tej pory zidentyfikowano tylko kilka ligandow receptora TLR10
znajdujacych sie w wirusach lub patogennych bakteriach (Sartorius et al., 2021).

5.6 ROZNICE MIEDZY PROBIOTYKAMI A POSTBIOTYKAMI

Probiotyki, czyli ,zywe mikroorganizmy”, ktorych regularne przyjmowanie ma
dobroczynny wptyw na zdrowie cztowieka znane sg ludziom od dawna w postaci kiszonek
i jogurtow. Nasza $wiadomos¢ dotyczaca ich niebagatelnej roli dla naszego organizmu wzrosta

znaczgco W ostatnich latach. Liczba publikacji skupiajacych sie na badaniu wilasciwosci oraz
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mozliwosciach wykorzystania probiotykow przekracza rocznie ponad 500 pozycji (Day et al.,
2019).

Do tej pory opisano szereg whasciwosci pro-zdrowotnych jakie przyjmowanie szczepOw
nalezacych do bakterii z rodzaju Lactobacillus, E. coli Nissle, Bifidobacterium czy Saccharomyces
ma na organizm czlowieka (George Kerry et al., 2018). Nalezy tutaj wspomnie¢, ze specyficzne
wlasciwo$ci pro-zdrowotne sg zalezne od szczepu, a nie rodzaju bakterii (Lopez et al., 2010).
Szczep aby mogt zosta¢ zakwalifikowany jako probiotyczny powinien spetniaé szereg kryteriow
takich jak: I) by¢ doktadnie zidentyfikowany i opisany; II) przej$¢ przez badania sprawdzajace jego
bezpieczenstwo dla organizmu, a mechanizm dziatania powinien zosta¢ opisany; III) przejsé
pozytywnie proby na modelach zwierzecych; IV) przejs¢ badania na grupach ludzi i wykazywacé
swoje wtasciwos$ci w pordwnaniu z grupa placebo; V) by¢ oporny na warunki jakie stosowane sa
podczas procesow technologicznych; VI) wykazywaé przezywalno§¢ podczas transportu przez
przewod pokarmowy; VII) powinien by¢ nieszkodliwy dla cztowieka oraz nie wykazywac cech
antybiotykopornosci (Hill et al., 2014). Wiele szczepow Bifidobacterium pomimo spetnienia
wigkszosci tych wymagan nie sa bakteriami, ktore mozna w latwy sposob zaadoptowac do
technologicznych procesow produkcji probiotykéw, poniewaz sg bezwzglednymi beztlenowcami.
Wzrastajg przez to koszty produkcyjne, a ponadto trudno oceni¢ ile bakterii przezyje do momentu
konsumpcji przez czlowieka. Sprawia to, ze bifidobakterie sa mniej atrakcyjne przy
opracowywaniu preparatow probiotycznych (Salminen et al., 2021). Nalezy rowniez zwrdcic
uwage na niebezpieczenstwa jakie moga by¢ zwigzane z przyjmowaniem preparatOw
zawierajgcych zywe bakterie. Szczegolnie wazne jest to przy podawaniu tych preparatéw osobom
z ostabionym lub niewyksztatlconym uktadem odporno$ciowym (Esaiassen et al., 2017; Lee and
Kim, 2022; Weber et al., 2015). W literaturze znajduja si¢ prace opisujgce wystgpienie sepsy po
podaniu preparatu probiotycznego zawierajacego szczepy Bifidobacterium u dziecka z ostrg
biataczkg limfoblastyczng (Avcin et al., 2015) czy bakteriemii u wezesniakow (Bertelli et al., 2015).
Ponadto badania na niektorych szczepach bifidobakterii wykazaty, ze moga one wykazywaé
opornos¢ na antybiotyki (Xu et al., 2018). W szczepie B. longum KABP042 za pomocg analizy
in silico wykryto geny opornos$ci na erytromycyne i klindamycyne (Asto et al., 2022), a geny
opornosci na tetracyking znaleziono w szczepach B. animalis ssp. lactis (BB-12, Bi-07, Bi-04,
HNO019) (Rozman et al., 2020).

Obecnie wiadomo, ze aby uzyskac efekt pro-zdrowotny bakterie nie musza by¢ podawane
w postaci zywych mikroorganizméw. W 2021 roku The International Scientific Association for
Probiotics and Prebiotics (ISAPP) wprowadzita termin postbiotyk dla okre§lenia produktow
zawierajgcych inaktywowane bakterie probiotyczne i/lub ich cze$ci/produkty przemiany materii,
ktore maja korzystne whasciwosci zdrowotne. Synonimami tego stowa w literaturze sg parabiotyk,
parapsychobiotyk, "ghost” probiotyk, probiotyki tyndalizowane czy lizaty bakteryjne (Salminen et

al., 2021). Do momentu opublikowania pracy w 2021 roku terminem postbiotyk czgsto okreslane
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byty tylko rozpuszczalne czasteczki/frakcje wyizolowane lub produkowane przez zywe bakterie.
Z Kolei termin parabiotyk opisywatl inaktywowane lub niezdolne do podziatu bakterie, ktorych
$ciana komorkowa nie zostata naruszona (Aguilar-Toala et al., 2021; Cuevas-Gonzalez et al., 2020).

Do podstawowych technik inaktywacji bakterii naleza wysoka temperatura, cis$nienie,
sonikacja, dziatanie ultrafioletem, napromieniowanie czy wykorzystanie zwiagzkow chemicznych
takich jak formaldehyd czy lizozym. Ich zastosowanie uszkadza podstawowe struktury komorki
takie jak biatka (np. denaturacja), lipidy, cukry czy DNA. Moze prowadzi¢ do przerwania ciaglosci
btony komoérkowej (de Almada et al., 2016b), zahamowania proceséw podziatu lub catkowitego
usmiercenia bakterii. Badajac wlasciwosci inaktywowanych bakterii nalezy pamieta¢ by tak
zoptymalizowa¢ metodg inaktywacji, aby nie doszto do zniszczenia $ciany komorkowej bakterii.
Taddese i wspolp. w swoich badaniach opisali szereg technik i protokotow wykorzystywanych do
otrzymywania inaktywowanych bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych. Termiczna
inaktywacja okazata si¢ jedng z najlepszych technik do uzyskania postbiotykow. Srodki takie jak
etanol, wodorotlenek sodu, czy formalina uszkadzaja podstawowe elementy struktur zewngtrznych
sciany komorkowej, a czasem prowadzg nawet do utraty jej cigglosci (Taddese et al., 2018).
Réwnoczesnie nalezy mie¢ na uwadze, ze wybrana metoda musi doprowadzi¢ do calkowitej
inaktywacji, czyli uSmiercenia komodrki badz wprowadzenia ja w stan trwale wegetatywny.
W kolejnej pracy Taddese i wspotp. wykazali, ze przy wyborze techniki nalezy doktadnie
rozpatrzy¢ dalsze etapy badan do jakich postuzg inaktywowane bakterie oraz staranie dobrac
warunki procesu wzgledem badanego szczepu (Taddese et al., 2021). Wykorzystanie Srodkoéw
chemicznych czgsto wigze si¢ ze zmianami strukturalnymi w biatkach lub uwolnieniem ich ze
Sciany/btony komorkowej (Otzen et al., 2007). Z kolei pod wyptywem sonikacji ultradzwickowe;j
w pozywce bakteryjnej dochodzi do powstawania pecherzykow, ktore w kontakcie z powierzchnig
bakterii tworza regiony o bardzo wysokiej temperaturze i wysokim ci$nieniu, skutkujac
usmierceniem komorki poprzez miejscowe inaktywacje struktur zewnetrznych (Piyasena et al.,
2003). Bioragc pod uwage, ze gtdéwnym celem badan nad postbiotykami jest ich wykorzystanie
w preparatach przeznaczonych dla ludzi, termiczna inaktywacja wydaje si¢ najlepsza metoda do
inaktywacji bakterii. Ponadto wykorzystanie termicznie inaktywowanych bifidobakterii powinno
poméc w rozwigzaniu cze$ci probleméw technologicznych napotykanych przy produkcji
preparatow zawierajacych te szczepy, a takze wyeliminowaé ryzyko wystapienia bakteriemii.
Potrzeba jednak wigkszej ilosci badan by mozna to byto jednoznacznie zweryfikowa¢ czy takie
inaktywowane szczepy nadal posiadaja korzystny dla organizmu efekt (Morniroli et al., 2021;
Szajewska et al., 2022).

Termicznie inaktywowany szczep B. longum CEST-7347 redukuje poziom cytokin pro-
zapalnych w komorkach nabtonka jelitowego HT-29 (Martorell et al., 2021), a stymulacja
10° CFU/ml termicznie inaktywowanych szczepow B. bifidum MG731, L. reuteri MG5346,

L. rhamnosus MG316 i L. rhamnosus MG5200 indukuje apoptoze W ludzkich liniach nowotworéw
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uktadu pokarmowego. Wyniki te potwierdzono in vivo w humanizowanych myszach, ktoérym
wszczepiono komorki raka gruczolakowatego zotadka MKN1 (Kim et al., 2022). Badania majace
na celu oceng efektywnosci B. bifidum BGN4 w leczeniu zapalenia jelit i choroby Lesniowskiego-
Croha wykazaty, ze mniejszy spadek wagi ciata u myszy Balb/c zaobserwowano po podaniu
termicznie inaktywowanych (HT) lub traktowanych lizozymem (LYS) bifidobakterii niz zywych
bakterii. Ponadto myszy z grupy LYS charakteryzowaly si¢ znacznie lepsza szczelnoscia btony
jelitowej (Lee et al., 2022). Badania nad termicznie zabitymi B. bifidum B1628 w modelu zapalenia
jelit u myszy wykazaly, ze szczep ten zmniejsza obszar zapalenia oraz ilo$¢ cytokin pro-zapalnych,
wplywa rowniez na zwigkszenie liczby bakterii z grupy Lactobacillus (Feng et al., 2022). Nie
zawsze jednak inaktywowane bakterie wykazuja te same wlasciwosci immunomodulujace co zywe
bakterie, ponadto czasem moze doj$¢ do ich catkowitej utraty (Santos et al., 2021). W przypadku
szczepu B. longum ssp. lungum 51A wykazano, ze hamuje on odpowiedz alergiczng przeciw
owoalbuminie poprzez zredukowanie poziomu cytokin szlaku Th2 i przeciwciat IgE oraz indukcje
IL-10. Podanie termicznie inaktywowanego szczepu nie powoduje jednak zadnych zmian
w poziomach przeciwcial IgE i wydzielniczych IgA (sIgA) w poréwnaniu do myszy, ktorym
podano tylko OVA (Santos et al., 2021). W przypadku szczepu L. plantarum WCFS1 po termicznej
inaktywacji dochodzi do znacznego zmniejszenia zdolnosci rozpoznawania ligandoéw
powierzchniowych tego szczepu przez receptor TLR2 (PaveljSek et al., 2021).

Wspdlczesnie obserwowany jest rowniez intensywny rozwdj badan nad wilasciwosciami
czagsteczek efektorowych bakterii, ktore moga by¢ odpowiedzialne za korzystny efekt obserwowany
dla catej komoérki bakteryjnej. Badania skupiajg si¢ na ekstraktach komorkowych, antygenach
powierzchniowych lub produktach metabolizmu bakterii (Gérska et al., 2016; Ruas-Madiedo et al.,
2006; Speciale et al., 2019). Lee i wspotp. wykazali, ze stymulacja linii makrofagéw RAW264.7
przez cate komorki, ekstrakt komoérkowy bez Sciany komorkowej, oczyszczong sciang komérkowa
i pozywke pohodowlang z B. bifidum BGN4 wywoluje bardzo zréznicowang odpowiedz
immunologiczng. Zywe komorki indukuja wyzsza produkcje TNF-a, a ekstrakt komorkowy
podwyzsza poziom IL-6 W poréwnaniu do pozostatych grup (Lee et al., 2002). A w kolejnej pracy
wykazano, ze enzymatycznie zlizowane komorki B. bifidum BGN4 zmniejszaja poziom pro-
zapalnych cytokin takich jak IL-1p, IL-6, IL-8 i TNF-o produkowanych przez komorki RAW 264.7
stymulowane LPS (Lee et al., 2021). Do podobnych wynikow doszli Kim i Ji, ktory wykazali ze
ekstrakt komorkowy z B. bifidum BGN4 zwieksza wilasciwosci fagocytarne makrofagow
w porownaniu do makrofagéw stymulowanych catymi bakteriami (Kim and Ji, 2006). Komponenty
Sciany komoérkowej szczepoéw B. longum ATCC 15707 i BIF53 uzyskane w wyniku sonikacji
hodowli komérkowej indukowaty znacznie wyzszy poziom IFN-y i IL-2 w komoérkach PBMC niz
w przypadku stymulacji zywymi bakteriami (Medina et al., 2007). Badania in vitro na liniach

nowotworowych takich jak HT-29 i Caco-2 wykazaty, ze zwigzki produkowane przez niektore
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szczepy B. adolescentis moga mie¢ apoptotyczne wiasciwosci i hamowaé proliferacje komorek

(Faghfoori et al., 2021).

5.7 ANTYGENY POWIERZCHNIOWE BIFIDOBACTERIUM

W literaturze znajduje si¢ szereg prac skupiajacych si¢ na charakterystyce antygendéw
powierzchniowych wybranych szczepow Bifidobacterium takich jak egzopolisacharydy,
polisacharydy $ciany komorkowej, kwasy lipotejchojowe, glikolipidy, peptydoglikan i biatka

powierzchniowe wraz z opisem ich wlasciwosci immunomodulujacych (Rycina 5).
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Rycina 5 Schemat sciany komérkowej szczepow Bifidobacterium wraz 7 antygenami powierzchniowymi
obecnymi na jej powierzchni (Pyclik et al., 2020)

57.1 Peptydoglikan

Sciana komorkowa bakterii Gram-dodatnich sktada sie przede wszystkim
z peptydoglikanu. W zaleznosci od szczepu Bifidobacterium stanowi on 30-70% wszystkich
sktadnikow  $ciany  komodrkowej.  Podstawowymi  sktadowymi  peptydoglikanu  s3
N-acetyloglukozamina (GIcNAC) i kwas N-acetylomuraminowy (MurNAc) potaczone wigzaniami
S-1,4-0-glikozydowymi, ktore tworzg dtugi tancuch polisacharydowy (Schumann, 2011).
Polisacharyd ten usieciowany jest peptydowymi fancuchami tworzacymi tréjwymiarowa i sztywna
strukture. Oprocz typowych aminokwasow wystepujacych w biatkach znajduja sie w nim tez inne
aminokwasy takie jak L-ornityna (Veerkamp, 1971). Bakterie Gram-dodatnie charakteryzuja
dwoma typami struktur peptydoglikanu oznaczonymi jako A i B (Rycina 6) (Schumann, 2011),
jednak do tej pory w szczepach Bifidobacterium zidentyfikowano wytacznie typ A peptydoglikanu,
ktory co ciekawe czesto wystepuje rowniez U bakterii patogennych (Mattarelli and Sgorbati, 2018).
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Rycina 6 Dwa typy budowy peptydoglikanu scharakteryzowane w bakteriach. Zaricuch peptydowy ztozony
Jjest z podjednostek (zaczynajqc od wigzania z MurNAc) L-Ala — D-Glu —L-Lys/L-Orn-D-Ala-(D-Ala)
(Schleifer and Kandler, 1972).

Peptydoglikan A charakteryzuje si¢ wystgpowaniem wigzania miedzy grupg karbonylowa
D-alaniny w pozycji 4, a wolng grupa aminowg aminokwasu bedacego w pozycji 3 diaminokwasu,
(Schleifer and Kandler, 1972). W grupie A wyrdznia si¢ 4 podtypy: Al, A2, A3 i A4. Pierwszy
z nich cechuje si¢ wystepowaniem bezposredniego wigzania pomiedzy tancuchami peptydowymi.
Podtyp A2 powstaje, gdy w tancuchu peptydowym wystepuja rozgatezienia. Obecno$é mostku
ztozonego z dwoch do siedmiu reszt karboksylowych L-aminokwasow, glicyny lub obu tych
czasteczek okreslane jest jako podtyp A3. Ostatni podtyp wyr6znia si¢ obecno$cia aminokwasow
zawierajacych dwie reszty karboksylowe. Co wigcej rozroznia si¢ formy a, B i vy, ktore opisuja
aminokwasy bezposrednio biorace udzial w tworzeniu tancucha. W przypadku formy o,
aminokwasem tym jest lizyna, w formie 3 to L-ornityna (L-Orn), a y to kwas diaminopimelinowy
(Schleifer and Kandler, 1972; Schumann, 2011).

Tabela 1 Typy tancuchow peptydowych lgczgcych jednostki polisacharydowe w peptydoglikanie
zidentyfikowane w szczepach Bifidobacterium (Mattarelli and Biavati, 2018)

GATUNEK TYP POLACZENIA TYPY LANCUCHOW
PEPTYDOWYCH

B. astereoides, Ala L-Lys, Gly (podstawia grupe
B. breve, B. reuteri, B. saguini a karbonylowg D-Glu)
B. catenulatum, B. magnum, B. A3a L-Lys/L-Orn-L-Ala-L-Ala-L-Ser
pseudocatenulatum, B. hapali
B. animalis ssp. animalis, L-Lys/L-Orn-L-Ser-(L-Ala)-L-Ala-
B. animalis ssp. lactis, L-Ala
B. choerinum, B. cuniculi,
B. ruminantium
B. anugulatum, Ada L-Lys-D-Asp
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B. coryneforme, B. gallinarum,
B. indicum, B. mangoliense,

B. pullorum,

B. stellenboschense,

B. callitrichos

B. adolescentis, B. dentium, L-Lys/L-Orn-D-Asp
B. merycicum, B. saeculare,
B. stellenboschense,

B. callitrichos

B. pseudolongum ssp. A3pB L-Orn/L-Lys-L-Ala-L-Ala (-L-Ala)

pseudolongum,

B. pseudolongum ssp.

globosum

B. longum ssp. longum, L-Orn-L-Ser-L-Ala-L-Thr-L-Ala
B. longum ssp. infantis,

B. longum ssp. suis,

B. longum ssp. suillum,

B. lemurum

B. ramosum L-Orn-L-Ser-L-Ala

B. bifidum, B. myosotis A4pB L-Orn-D-Ser-D-Asp

B. avesanii L-Orn-(L-Lys)-D-Ser-D-Glu

Glowna i najwazniejsza funkcja peptydoglikanu jest tworzenie/zapewnienie mechanicznej
ostony chronigcej bakterie przed zmianami ci$nienia osmotycznego oOraz zmianami pH
w $rodowisku zewnetrznym (Vollmer et al., 2008). Peptydoglikan u ssakéw rozpoznawany jest
przez receptory wewnatrzkomorkowe NOD1, NOD2 (NOD nucleotide-binding oligomerization
domain proteins - domena oligomeryzacji wigzaca nukleotyd) i inflamasom NLRP3 zawierajacy
domene pirynowg z rodziny NLR (Moreira and Zamboni, 2012; Wolf and Underhill, 2018a).
Receptory NOD rozpoznajg tylko fragmenty peptydoglikanu, ktore zostaty roztozone przez rézne
enzymy znajdujace si¢ w cytozolu komoérki. Dipeptyd kwasu D-glutaminowego i kwasu mezo-
diaminopimelinowego (mDAP, obecny przede wszystkim u bakterii Gram-ujemnych)
rozpoznawany jest przez receptor NODJ. Di- tri- badz tetrapeptyd zawierajacy przynajmniej kwas
N-acetylomuraminowy (MurNAc) aktywuje NOD2 (Irazoki et al., 2019). Z kolei aktywacja
inflamasomu zapoczatkowana jest najprawdopodobniej przez wigzanie si¢ zhydrolizowanych
monomeréw cukrowych N-acetyloglukozaminy ze znajdujaca sie w cytozolu heksokinazg (Wolf et

al., 2016). Peptydoglikan rozpoznawany jest rowniez przez bialka rozpoznajace peptydoglikan
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(PGRPs, peptidoglycan recognition proteins) (Dziarski and Gupta, 2006). U ssakow obecnie
scharakteryzowano cztery biatka nalezace do tej rodziny PGRP opisane jako PGLYRP-1/2/3/4,
ktore zidentyfikowano na powierzchni makrofagdéw, neutrofili, eozynofili, komérek watroby czy
nablonka. Biatka PGRP rozpoznajg zar6wno peptydoglikan bakterii Gram-dodatnich jak i Gram-
ujemnych (Wheeler et al., 2014). Oprécz wihasciwosci bakteriobdjczych i bakteriostatycznych,
niektore biatka z tej rodziny wykazuja dodatkowe funkcje. Biatko PGLYRP2 wykazuje aktywnos¢
amidazy N-acetylomuramylo-L-alaninowej, ktéra hydrolizuje wigzanie migdzy MurNAc,
a L-alaning (Dziarski and Gupta, 2006). W badaniach modelu zapalenia jelit wywotanego DSS
wykazano, ze obecno$¢ tej rodziny biatek reguluje zréznicowanie mikroflory jelitowej. Ponadto
w badaniach tych wykorzystano mysie modele, w ktorych badano delecje poszczegolnych biatek
PGLYRP-1/2/3/4. Wyniki wykazaly, ze myszy z delecja PGLYRP 3-/- wykazywaty najwigkszy
stan zapalny. U wszystkich myszy z delecjami wykazano znaczy spadek masy ciata oraz
podwyzszony poziom cytokin pro-zapalnych (Saha et al., 2010). Pierwsze prace dotyczace
rozpoznawania peptydoglikanu wskazywaly, ze bakteryjny peptydoglikan moze by¢ rozpoznawany
rowniez przez receptor TLR2 (Schwandner et al., 1999; Takeuchi et al., 1999). Kolejne prace
jednak podwazaty te wyniki wskazujac, ze aktywacja tego receptora spowodowana byta gtownie
wystgpowaniem pozostalosci innych antygenéw powierzchniowych takich jak kwasy
lipotejchojowe, czy polisacharydy (Travassos et al., 2004). Niemniej jednak, kolejne prace
ponownie wskazywaly, ze w przypadku peptydoglikanu bakterii Gram-ujemnych, ktory zawiera
kwas meso-diaminopimelinowy receptor TLR2 jest rowniez odpowiedzialny za rozpoznanie tej
czasteczki (Asong et al., 2009).

Do tej pory niewiele badan skupia si¢ na wlasciwosciach immunomodulujgcych
peptydoglikanu. Peptydoglikan wyizolowany z Bifidobacterium indukcje cytokiny TNF-a, IL-6
i produkcje azotynow w linii RAW 264.7 (Wang et al., 2001; Zhu et al., 2011). Co wigcej
peptydoglikan wyizolowany z B. breve, B. adolescentis i B. longum hamuje proliferacj¢ linii
nowotworowych takich jak HT-1376, SNUC2A i DLD-1 (Kim et al., 2002). Zahamowanie, a nawet
regresj¢ guzow zaobserwowano u myszy z wiokniakomigsakiem Meth-A po podaniu zawiesiny
inaktywowanych termicznie bakterii B. longum ssp. infantis i zawiesiny zawierajacej fragmenty
Sciany komorkowej tych bakterii (Sekine et al., 1985). Podanie myszom peptydoglikanu
z B. bifidum powoduje z kolei apoptoz¢ komorek raka jelita grubego (Li-sheng et al., 1999).
W swojej pracy Yoshida i wspotp. zasugerowali, ze peptydoglikan B. breve indukuje réznicowanie
si¢ naiwnych limfocytow T w kierunku odpowiedzi Thl i dojrzewanie komorek dendrytycznych

u pacjentéw chorych na atopowe zapalenie skory (Yoshida et al., 2010).
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5.7.2 Kwasy lipotejchojowe

Kwasy tejchojowe to ujemnie natadowane polimery wystepujace u wigkszosci bakterii
Gram-dodatnich. Zazwyczaj sktadaja si¢ one z 30-40 podjednostek zawierajacych fosforan glice-
rolu (Gro-P), fosforan rybitolu (Rbo-P) lub fosforan mannnitolu, monosacharydy takie jak glukoza,
galaktoza i ramnoza oraz aminokwasy np. D-alaning (Poxton, 2015). Rozrdéznia si¢ dwa rodzaje
zwigzkoéw nalezacych do tej grupy: 1) kwasy tejchojowe, ktore sa zwigzane kowalencyjnie ze
Sciang i 2) kwasy lipotejchojowe, ktore sg luzno zakotwiczone w blonie (Fischer, 1994).
W przypadku bakterii, u ktorych ilos¢ zasad cytozynowo-guanidynowych przekracza 50%, kwasy
lipotejchojowe zastgpowane sa przez lipoglikany (Greenberg et al., 1996). Czasteczki te sa
liniowymi badz rozgalezionymi polisacharydami zawierajagcymi ugrupowania hydrofilowe, ktére
posiadajg tadunek ujemny poniewaz sg podstawione fosforanem monoglicerolu. W przypadku
Bifidobacterium kwasy tejchojowe sg jednymi z najmniej poznanych struktur powierzchniowych.
Analiza DNA wykazala, ze bakterie zawieraja geny niezbgdne do wytworzenia kwasow
tejchojowych oraz lipotejchojowych np. tymidylilotransferaz¢  glukozo-1-fosforanowa
(BBPR_0078), UDP-N-acetyloglukozaming-N-acetylomuramylo-(pentapeptyd)pirofosforylo-
undekaprenolo-N-acetyloglukozaming MurG (BBPR _0556), fosfoglukomutaz¢ (BBPR _1512)
i transferaze fosfoglicerolowa (BBPR_1314) (Colagiorgi et al., 2015). Wyniki badan nad tymi
genami wykazaly, ze sa one odmiennie ekspresjonowane w zaleznosci od warunkoéw
srodowiskowych co oznacza, ze tadunek obecny na $cianie komérkowej moze si¢ znaczgco rdézni¢
pomigdzy szczepami hodowanymi w warunkach in vitro a tymi, ktore beda np. rezydowac
w jelitach gospodarza (Colagiorgi et al., 2015).

Do tej pory opisano kilka struktur LTA wyizolowanych z Bifidobacterium. Do bardziej
interesujacych nalezg struktury B. bifidum (YIT 4007 i YIT 4013), B. breve (YIT 4010 YIT 4014)
oraz B. longum YIT 4007, ktore roznig si¢ od siebie iloscig grup glukozowych i galaktozowych
(Iwasaki et al., 1990). Z kolei w szczepie B. longum BIM B-476-D zidentyfikowano az dwa rodzaje
kwasow tejchojowych (Tabela 2) (Valueva et al., 2013).

Badania wykazaty, ze LTA bifidobakterii umozliwia im wigzanie si¢ do komoérek nabtonka
jelitowego poprzez ich czgs¢ lipidowa (Op Den Camp et al., 1985). Obecnie niewiele wiadomo
odnos$nie wtasciwosci immunomodulujacych kwasow tejchojowych poza tym, ze rozpoznawane sa
one przez heterodimer TLR2/TLR6 (Nilsen et al., 2008). Tylko dwie prace pochodzace z tego
samego laboratorium wykazaty, ze podawanie LTA bifidobakterii w potaczeniu z 5-fluorouracylem
hamuje wzrost komorek watrobiaka-22 poprzez regulacje ilosci komoérek limfocytow Treg (GUO et
al., 2015a; Xie et al., 2012). Zespot Balaguer z kolei wykazat, ze LTA z B. animalis ssp. lactis
BPL1 podawany C. elegance powoduje spadek masy ciata u tych organizméw poprzez aktywacje
szlaku IGF-1 (Balaguer et al., 2022).
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Tabela 2 Wybrane struktury kwaséw lipotejchojowych zidentyfikowane na powierzchni sciany
komorkowej Bifidobacterium

bifidum YIT
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. GIcNAC, L- Alanina, P[1-6]- wigzanie fosforanowe potaczone z atomem wegla czgsteczki,

5.7.3

Glikolipidy i fosfolipidy

Czasteczki polarne tj. glikolipidy i fosfolipidy sg obecne na powierzchni bakterii i stanowia

bardzo zroznicowang grupa zwiazkow. W ich strukturze mozna wyr6zni¢ dwie cze$ci: grupe

lipidowa zwigzang z glicerolem lub sfingozyng oraz grupe, ktéra moze zwiera¢ czasteczki fosforu

lub cukru (Sohlenkamp and Geiger, 2016). Do tej pory niewiele zwiazkow lipidowych

Bifidobacterium zostato opisanych w literaturze. Veerkamp i wspolp. wykazali, ze w $cianie

B. bifidum var pennsylvanicus dominuja pochodne mono- di- i trigalaktozylodiglicerydow

(Veerkamp, 1972). W swojej pracy Novik i wspolp. na podstawie analizy ekstraktow lipidow
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szczepow B. longum B 379M, B. bifidum 791 i B. adolescentis 94BIM, wykazali, ze sktad lipidowy
jest odmienny i charakterystyczny dla poszczegdlnych gatunkow bakterii (Novik et al., 2005,
2006).

Timmer i wspotp. wykazali, ze makrofagi wyizolowane ze szpiku kostnego i zr6znicowane
do pro-zapalnych makrofagow M1 poprzez stymulacje LPS przy réwnoczesnym podaniu
1-B-D-galaktofuranozylo-3-gliceroplazmalomonoglicerydem pochodzacym z B. longum ssp.
infantis ATCC 15702, produkowaty znacznie mniejsze ilosci tlenku azotu niz komorki z grupy
kontrolnej (Timmer et al., 2014). Uznaje si¢, ze polarne lipidy szczepéw Bifidobacterium sa
rozpoznawanie przez receptory TLR2/TLR1 i TLR2/TLR6 (Akira et al., 2006; Ji-Hyun et al.,
2015).

5.7.4 Polisacharydy

Polisacharydy stanowia najlepiej poznang grupe antygenow powierzchniowych bakterii
z rodzaju Bifidobacterium. Wyr6znia si¢ dwie zasadnicze grupy: zewngtrzkomorkowe
polisacharydy (EPS), ktére wydzielane sg do srodowiska lub luzno zwigzane z powierzchnia Sciany
komorkowej, i polisacharydy $ciany komorkowej (CWP), ktore sg kowalencyjnie zakotwiczone
w peptydoglikanie (Deng et al., 2000). Ponadto pod wzgledem chemicznym moga one naleze¢ do
homo- (zbudowane z jednego rodzaju monosacharydu) lub hetero-polisacharydow (zbudowane
z kilku rodzajow monosacharydow). Heteropolisacharydy (nalezace do EPS jak i CWP)
Bifidobacterium sktadaja si¢ najczeSciej z trzech podstawowych podjednostek cukrowych:
D-glukozy, D-galaktozy i L-ramnozy (Salazar et al., 2009). Do rzadziej wystepujacych cukrow
w strukturach polisacharydowych naleza 6-deoksy-L-taloza, kwas galakturonowy (Altmann et al.,
2016), D-mannoza i L-arabinoza (Shang et al., 2013). Masy czasteczkowe polisacharydéw wahaja
sie w zakresie 10%-10° Da, a ich sktad r6zni si¢ miedzy poszczegdlnymi szczepami (Ruas-Madiedo
and de los Reyes-Gavilan, 2005). Polisacharydy chronia bakterie przed rozpoznaniem przez
komorki uktadu odpornosciowego, a tym samym umozliwiaja wytworzenie tolerancji na
Bifidobacterium. Posredniczg one rowniez, podobnie jak LTA w procesie przylegania bakterii do
komorek nabtonka (Fanning et al., 2012). Badania nad EPS i CWP wskazuja, ze struktura
chemiczna i ilo$ci w jakich sg produkowane sg uzaleznione od warunkow srodowiska w jakich
rosng bakterie. Gwarantuje to bakteriom znacznie wigksze prawdopodobienstwo przetrwania
w zroznicowanym pod wzgledem warunkow uktadzie pokarmowym (Kelly et al., 2020).
Najlepszym sposobem na rozpoznanie szczepdéw produkujgcych EPS jest hodowla bakterii na
ptytce MRSC-agar, na ktérej mozna zaobserwowac¢ gladki i btyszczacy wyglad kolonii oraz fakt,
ze podczas posiewu $luz ciagnie si¢ za ezg bakteriologiczng (De Vuyst and Degeest, 1999; Ruas-
Madiedo and de los Reyes-Gavilan, 2005). Zaobserowano, ze B. longum ATCC 15707 produkuje
znacznie wigksze ilosci EPS, gdy bakterie byty hodowane w pozywce zawierajacej pepton/ekstrakt

drozdzowy 0 pH=5,0, niz gdy byly hodowane w pozywce zawierajacej odluszczone mleko.

44



Ponadto doszto rowniez do zmiany proporcji cukrow tworzacych tancuch EPS w zalezno$ci od
rodzaju dostgpnego zrodta wegla w srodowisku (Abbad Andaloussi et al., 1995). Tworzenie
ochronnej polisacharydowej otoczki na zewnatrz komorki pozwala bakteriom na przezycie
w niskim/wysokim pH, niskim/wysokim stezeniu soli czy w obecnosci enzymow trawiennych
(Kelly et al., 2020). Badania z wykorzystaniem mutantéw bakteryjnych nie produkujacych
polisacharydéw i porownanie ich z dzikimi szczepami wskazujg, ze obecno$¢ wysoko
czasteczkowych tancuchéw moze uniemozliwia¢ wigzanie si¢ bakterii do komorek gospodarza
(Lee et al., 2016). Badania z wykorzystaniem B. longum 105-A i jego mutantem nie produkujacym
CWP wykazaty, ze dziki szczep charakteryzuje si¢ wyzsza tolerancja na zmiany pH i obecnos¢ soli
z6kciowych, podczas gdy mutant nie byt w stanie przezy¢ w pH 6,5-3,5. Ponadto zaobserwowano
zmiany w przyleganiu bakterii do komorek nabtonka CaCo-2 i makrofagbw RAW 264.7.
Co ciekawe, dziki szczep nie wigzat si¢ do komorek ani nie byt przez nie wchtaniany, mutant bez
CWP z kolei wigzat si¢ z CaCo-2 i ulegt fagocytozie (Ashida et al., 2018).

Podstawowymi technikami wykorzystywanymi do okreslenia struktur polisacharydéw sa
spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR), spektrometria mas oraz metody
chemiczne takie jak analiza cukrowa, analiza metylacyjna i analiza konfiguracji absolutnej
z wykorzystaniem chromatografii gazowo-cieczowej sprzezonej z spektrometriag mas (Fontana and
Widmalm, 2022). Polisacharydy sa dotychczas najszerzej opisang pod wzgledem badan
strukturalnych grupg antygendéw powierzchniowych Bifidobacterium (Pyclik et al., 2020). Jednym
z najbardziej prostych polisacharydéw opisanych w literaturze jest polisacharyd B. longum
Y1T4028, ktory sktada si¢ z reszt D-galaktozy i L-ramnozy w stosunku 2:3 (Nagaoka et al., 1995)
(Tabela 3). Z kolei innym ciekawym przyktadem sa dwa polisacharydy B. longum ssp. infantis
ATCC15697 — nierozgalteziony, ktorego powtarzajaca si¢ podjednostka sktada si¢ z o$miu
monosacharydow, ktorymi sg D-galaktoza i D-glukoza w stosunku molowy 3:1 i rozgaleziony
z gtownym tancuchem zbudowanym przede wszystkim z galaktofuranozy i galaktopiranozy, ktore
podstawione sa B-D-glukopiranoza (Sela et al., 2008) (Tabela 3). Przyktadem polisacharydu, ktory
w tancuchu gltéwnym zawiera sze$¢ reszt 6-deoksytalozy jest ten zidentyfikowany
w B. adolescentis YIT4011 (Nagaoka et al., 1988) (Tabela 3).
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Tabela 3 Przyktadowe struktury polisacharydow zidentyfikowanych na powierzchni sciany komorkowej
szezepow Bifidobacterium

SZCZEP STRUKTURA ODNOSNIK

B. longum (Nagaoka et
Y1T4028 al., 1995)
B. longum ssp. (Sela et al.,
infantis _ -~ 2008)

miejsce miejsce
ATCC15697 zajete w zajete w

90% 30%

dtugosci B1.6 B1,6 | dtugosci

taricucha tancucha

— "
B.adolescentis (Nagaoka et
YIT4011 al., 1988)

(O calp (F) cair @ cicp A\ Rhap /\ e-dTalp

Polisacharydy szczepow Bifidobacterium oprocz ochrony przed dziataniem $rodowiska
wplywajg rowniez na regulacj¢ ilosci innych bakterii. EPS wyizolowany z B. pseudocatenulatum
wplywa na wzrost Desulfovibrio i Feacalibacterium. Z kolei EPS z B. longum wspomaga wzrost
Anaerostipes, Provotella i Oscillospira (Salazar et al., 2008). Ruas-Madiedo i wspolp. wykazali, ze
wysokie stezenia (5 mg/ml) EPS wyizolowanych ze szczepéw B. longum NB667 i B. animalis
IPLA-R1 moze modulowa¢ wzrost bakterii B. animalis IPLA-R1 i Lactobacillus GG.
Ponadto EPS-NB667 zwieksza zdolno$¢ patogennych szczepéw Clostridioides difficile,
Enterobacter sakazakii i E. coli do wigzania si¢ z ludzkimi komorkami nabtonka jelitowego.
W przypadku obecnosci w pozywce hodowlanej EPS-GG i EPS-IPLA-R1 zaobserowano wzrost
zdolnosci przylegania szczepow Enterobacter sakazakii i E. coli (Ruas-Madiedo et al., 2006).

Lopez i wspolp. wykazali, ze w zaleznosci od budowy, EPS byl w stanie zmieni¢ stopien adhezji
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szczepow Bifidobacterium do linii komorek jelitowych i indukej¢ cytokin (Lopez et al., 2012).
Polisacharyd sktadajacy si¢ w 60% z podjednostek ramnozowych chronit komoérki nabtonkowe
zotadka w modelu owrzodzenia wywotanego kwasem octowym (Nagaoka et al., 1994). Badania
poréwnawcze wlasciwosci modulujgcych B. animalis ssp. lactis DSM10140 i jego mutanta S89L,
do ktérego wklonowano geny odpowiadajace za produkcj¢ EPS z B. animalis ssp. lactis IPLA-R1,
wykazaty, ze mutant ma mniejsze zdolnosci przylegania do komorek nablonka jelitowego HT-29.
Ponadto nie tworzy tak rozbudowanych struktur biofilmu w poréwaniu do szczepu produkujacego
EPS-DSM10140. Wskazuje to, ze EPS o neutralnym tadunku i duzej masie czasteczkowej jest
w stanie zahamowac indukcj¢ cytokin prozapalnych, podczas gdy EPS o niewielkiej masie
czasteczkowej lub posiadajacy reszty kwasowe najczeséciej stymuluje uklad odpornosciowy
(Abdalla et al., 2021). Zaobserwowano rowniez, ze ujemnie natadowany tancuch polisacharydowy
stymuluje uktad odpornosciowy do indukcji odpowiedzi przeciw bakteriom Gram-dodatnim
znacznie lepiej niz Gram-ujemnym (Nehal et al., 2019).

EPS badane sg rowniez pod wzgledem ich wlasciwos$ci bakteriostatycznych. Ruas-Madiedo
i wspotp. wykazali, ze EPS izolowane z B. animalis ssp. lactis A1, B. animalis ssp. lactis IPLA R1,
B. longum NB667 i L. rhamnosus GG hamujg toksycznos$¢ Bacillus cereus wzglgdem komorek
nabtonkowych Caco-2 (Ruas-Madiedo et al., 2010). Badania nad B. longum ssp. infantis 35624
produkujacym heteropolisacharyd pokazaty, ze jego podawanie chroni przed utrata wagi, obniza
poziom cytokin prozapalnych i zmniejsza uszkodzenie nabtonka wywotane przez Salmonella
enterica serovar Typhimurium UK1 (Altmann et al., 2016; Symonds et al., 2012). Poréwnanie
wlasciwosci immunomodulujgcych dwoch izogenicznych szczepow B. animalis ssp. lactis
wykazato, ze szczep S89L produkujacy wysokoczasteczkowy EPS zawierajacy duza ilo$¢
podjednostek ramnozowych indukuje znaczacy wzrost bakterii z rodzaju Faecalibaculum,
Erysipelotrichaceae i Lactobacillaceae oraz posrednio stymuluje wzrost poziomu IL-5 i IL-27
(Sabater et al., 2020).

Polisacharydy Bifidobacterium rozpoznawane sg gtéwnie przez receptory TLR2 (Lebeer et
al., 2010; Schiavi et al., 2016). Czasteczki B-glukanu/galaktanu zidentyfikowane w B. bifidum sa
odpowiedzialne za indukcje limfocytow FOXp3* Treg poprzez aktywacje receptora TLR2 (Verma et
al., 2018a). Podobnie dzieje si¢ w przypadku EPS z B. longum ssp. longum 3562, ktory by hamowac
produkcje osteoklastow czy zapobiegaé spodkowi ubytku kosci w mysich modelach osteoporozy
pomenstruacyjnej, wymaga obecnosci receptora TLR2 (Wallimann et al., 2021). Ponadto w kilku
pracach opisano, ze polisacharydy moga wigza¢ si¢ z receptorami lektynowymi typu C takimi jak
dektyna-1, dektyna-2 czy receptorami mannozy (Hollmig et al., 2009; Sengupta et al., 2013).
Niektore badania réwniez wskazuja na aktywacje receptora TLR4 (Castro-Bravo et al., 2019;
Zhang et al., 2016a). Badania nad EPS ze szczepow B. breve wykazaty, ze aktywacja odpowiedzi
immunologicznej w komorkach monocytéw THP-1 zalezna jest od obecno$ci biatka MyD88,

glownego adaptera w szlaku aktywacji odpowiedzi immunologicznej zaleznej od receptoréw TLR
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(Hickey et al., 2021). Stymulacja komérek BMDM dwoma szczepami B. breve UCC2003
i JCM7017 oraz ich mutantami nie produkujagcymi EPS, prowadzita do znaczacych roznic
w odpowiedzi cytokinowej. W przypadku szczepu UCC2003, mutant UCC20035*5"9 indukowat
znacznie wyzszy poziom TNF-o oraz IL-10 w poréwnaniu do dzikiego szczepu.
Z kolei w przypadku szczepu JCM7017, mutant JCM7017575"0 indukowat znacznie nizszy poziom
zarowno TNF-a jak 1 IL-10 w poréwnaniu do dzikiego szczepu. Oba szczepy produkujace EPS nie
aktywowaty limfocytow T CD4* oraz dojrzewania komorek dendrytycznych (Hickey et al., 2021).

Wyniki badan nad polisacharydem wyizolowanym z B. lactis A1dOxR wskazuja, ze
odpowiada on za wlasciwosci immunomodulacyjne tego szczepu. Uzyskane stosunki poziomow
cytokin  TNF-o/IL-10 i TNF-o/TGF-B wytwarzanych przez jednojadrzaste komorki Krwi
obwodowej (PBMC) stymulowane bakteriami i wyizolowanym z nich EPS byty identyczne dla obu
grup (Hidalgo-Cantabrana et al., 2014). Po podaniu myszom EPS uzyskanego z B. breve UCC2003
dochodzi do zmian w populacji komorek limfocytow B, jak rowniez spadku poziomu przeciwciat
1gG i wydzielnicznych IgA (Fanning et al., 2012). Interesujaca byta obserwacja, w ktorej bakterie
z delecjg genéw odpowiedzialnych za produkcje EPS stracity catkowicie swoje wlasciwosci
modulujace w modelu IBD indukowanym LPS (Hughes et al., 2017). Schiavi i wspotp. wskazali,
ze EPS B. longum 35624 jest czasteczke determinujgca wlasciwos$ci przeciwzapalne tego szczepu
poprzez modulowanie $ciezki limfocytow Th17 w badaniach nad zapaleniem okreznicy i alergii
wziewnej u myszy (Schiavi et al., 2016). EPS z B. animalis RH stymuluje proliferacj¢ komorek
kepek Peyera oraz moduluje poziom IFN-y co wptywa na réwnowage mi¢dzy limfocytami Th1/Th2
u myszy Kunming (Xu et al., 2017).

5.7.5 Bialka $ciany komorkowej

5.7.5.1 Serpiny

Serpiny obecne sa we wszystkich organizmach zywych, a ich gtéwna funkcja jest hamowanie
aktywnosci proteaz serynowych. Niektore biatka z tej grupy petnig rowniez inne zadania takie jak
regulacja ci$nienia krwi, czy posredniczg w transportowaniu hormonow (Mkaouar et al., 2019).
W przypadku szczepow Bifidobacterium najprawdopodobniej umozliwiajg tatwiejsze zasiedlenia
uktadu pokarmowego inaktywujac proteazy produkowane przez komorki gospodarza lub innych
bakterii (Ivanov et al., 2006). Serpiny wigzac si¢ z proteaza zmieniaja jej konformacj¢ przestrzenng
co prowadzi do nieodwracalnej dezaktywacji biatka (Loebermann et al., 1984). Taki mechanizm
dziatania zaobserwowano dla serpin z B. longum NCC27 dziatajacych na elastazg trzustkowa oraz
neutrofilowa. Z kolei serpina z B. longum hamuje nadmierng aktywno$¢ proteaz serynowych
w miejscach zapalenia jelit, co znaczaco ogranicza nadmierne uszkodzenie nabtonka (lvanov et al.,
2006). W przypadku B. longum NCC2705 wykazano, ze to obecno$é¢ serpin indukuje zmiany

w sktadzie mikrobiomu jelitowego oraz znacznie zmniejsza stan zapalny jelit w mysim modelu
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nietolerancji na gluten wywotanej podawaniem toksyny cholery i gliadyny (McCarville et al.,
2017). Inne badania z wykorzystaniem mysiego modelu IBS wykazatly, ze spos$rod 33 szczepow
Bifidobacterium to szczep B. breve CNCM 1-5644 produkujacy serpiny miat najwigckszy wplyw na
ochrong komoérek nabtonka jelitowego po podaniu kwasu nitrobenzenosulfonowy indukujacego
stan zapalny (Torres-Maravilla et al., 2022).

5.7.5.2 Struktury przypominajgce pilusy

Pilusy sa charakterystycznymi dtugimi zewnatrzkomorkowymi strukturami biorgcymi udziat
W oddziatywaniach migdzy komoérkami nablonka gospodarza, a bakteriami lub migdzy dwoma
komoérkami bakteryjnymi (Foroni et al., 2011; Turroni et al., 2017). Biatka te zbudowane sa
zazwyczaj z podjednostek przypominajacych strukturalnie whos. Specyficzne adhezyny znajdujace
si¢ na powierzchni piluséw biorg udziat w procesie przylegania bakterii do komoérek poprzez
wigzanie si¢ do kwasow lipotejchojowych czy receptordéw glikoproteinowych lub glikolipidowych
(Ventura et al., 2012). Na powierzchni Bifidobacterium zidentyfikowano dwa rodzaje pilusow:
zalezne od sortazy i Tad-pilusy (Foroni et al., 2011; O’Connell Motherway et al., 2011).

5.7.5.3 Pilusy zalezne od sortazy

Obecnie tylko w niektorych gatunkach Bifidobacterium zidentyfikowano pilusy zalezne od
sortazy, enzymu proteolitycznego biorgcego udzial w budowie struktur zewnatrzkomérkowych.
Bakterie u ktorych zidentyfikowano te struktury to: B. bifidum, B. dentium, B. longum ssp. longum,
B. adolescentis i B. animalis ssp., czy B. minimum, B. choerinum, B. pseudolongum ssp.
i B. kashiwanohense. Zaobserwowano, ze u B. pseudolongum ssp. GLOB10b pilusy wystepuja
tylko w obecnosci skrobi w pozywce hodowlanej (Milani et al., 2017c). Pilusy u bifidobakterii
sktadaja si¢ z trzech podjednostek biatkowych, z ktorych jedna jest gldownym rusztowaniem, a dwie
stuza jako wsparcie (Proft and Baker, 2008; Telford et al., 2006). U B. bifidum PRL2010 sg one
zbudowane z pilusu gtéwnego wystepujacego w dwoch formach FimA i FimP oraz pomocniczego
FimB i/lub FimQ (Foroni et al., 2011; Krishnan et al., 2016). W zaleznosci od Szczepu roztozenie
piluséw jak i ich ilosci jest zmienna. U B. bifidum PRL2010 zaobserwowano duzg liczbg pilusow
na wertykalnych koncach komorki. Z kolei B. longum ssp. infantis ATCC15696 ma tylko niewielka
ilo$¢ pilusow na powierzchni komorki (Foroni et al., 2011). Aktywacja genéw odpowiedzialnych
za ich produkcje zalezy od warunkow srodowiska tj. zrodta wegla w pozywce, pH, temperatury czy
stresu osmotycznego (Foroni et al., 2011).

Mechanizm wigzania Bifidobacterium do komorek gospodarza za pomocg pilusow
stworzono w oparciu o badania nad B. bifidum PRL2010. Model ten zaktada, Ze pilusy sa wydtuzane
przez bakterie do momentu gdy natknie si¢ ona na antygeny powierzchniowe innych komorek.
Glowny pilus FIMA wigze si¢ z typowymi powierzchniowymi glikanami, takimi jak fukoza

i mannoza, a FimP z weglowodanami obecnymi w diecie (Turroni et al.,, 2013). Badania

49



przeprowadzone na dzikim szczepie B.bifidum YIT 10347 oraz jego mutancie, ktorego geny
budujace pilusy zalezne od sortazy zostaty uszkodzone w wyniku mutagenezy, wykazaty ze szczep
dziki znacznie lepiej wiaze si¢ z powierzchnig komorek nabtonka i chroni je przed dziataniem
kwasow (Ishikawa et al., 2021). Do tej pory ukazata si¢ tylko jedna praca, w ktorej wykazano, ze
pilusy moga peti¢ role immunomodulujaca i indukowac in vitro ekspresje genow kodujacych
TNF-a w linii ludzkich makrofagach U937. Wyniki in vivo na zdrowych myszach Balb/c rowniez
potwierdzaja, ze bakterie zawierajace pili indukuja produkcje¢ TNF-a, a ponadto hamuja ekspresje
genu il10 (Turroni et al., 2013).

5.7.5.4 Tad-pilusy

Tad-pilusy lub pilusy typu IV sg innym rodzajem struktur na powierzchni Bifidobacterium,
ktore po raz pierwszy scharakteryzowano u B. breve UCC2003 (O’Connell Motherway et al., 2011).
Tad-pilusy sg zbudowane z powtarzalnych podjednostek homopolimerowych, ktore potaczone sg
ze sobg wigzaniami niekowalencyjnymi. Tworza one charakterystyczne spirale dzieki
oddzialywaniom bocznych grup aminokwasowych natadowanych ujemnie badz dodatnio. Geny
kodujace Tad-pilusy sg konserwatywne i tatwo je zidentyfikowaé u wielu przedstawicieli bakterii
Gram-dodatnich i Gram-ujemnych. Ich podstawowa funkcjg jest wigzanie si¢ z glikoproteinami
i glikolipidami znajdujacymi si¢ na powierzchni komoérek nabtonka jelit. Do tej pory nie opisano
zadnych wiasciwosci immunomodulacyjnych tych struktur (Tomich et al., 2007), jednak wykazano
ze sa one niezbedne w procesie kolonizacji uktadu pokarmowego oraz promujg proliferacje

komorek nabtonkowych (O’Connell Motherway et al., 2019).

5.7.5.5 Bakteryjne systemy sekrecyjne typu 1V (T4SS)

Jednym ze sktadowych elementéw T4SS jest biatko TgaA, ktore zostato scharakteryzowane
u Bifidobacterium jako enzym peptydoglikanolityczny, ktory sktada sie z dwoch konserwatywnych
podjednostek litycznych: transglikozylazy mureinowej (LT, c¢d00254.3) oraz amidohyrolazy
/peptydazy zaleznej od cysteiny i histydyny (CHAP; pfam05257.4). Guglielmetti i wspolp.
wykazali, ze biatko to jest ekspresjonowane na powierzchni B. bifidum MIMBDb75 i posiada
wilasciwosci immunomodulujgce. Biatko to zdolne jest do aktywacji komorek dendrytycznych,
ktore produkowaty IL-2 i TNF-a. Co ciekawe, indukcje TNF-a przez komorki dendrytyczne
przypisuje si¢ obecnosci LPS i aktywacji receptora TLR4. Dalsze badania jednak wykluczyty te
mozliwo$¢, a ponadto wykazaty, ze biatko TgaA nie jest rozpoznawane przez ten receptor
(Guglielmetti et al., 2014).

5.7.5.6 Pozostale bialka powierzchniowe

Do innych biatek, ktore mogg potencjalnie wykazywaé wihasciwosci immunomodulujace

naleza fosfoketolaza fruktozo-6-fosforanowa czy enolaza fosforanowa. Oba bialka zostaty
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zidentyfikowane w szczepach B. longum ssp. longum CCM 7952 i CCDM 372 W badaniach nad
okresleniem ich immunoreaktywno$¢ z wykorzystaniem surowic: krwi obwodowej uzyskanej
z krolika immunizowanego tymi szczepami, czlowieka oraz myszy GF monokolonizowanej
szczepem CCDM 372. Zidentyfikowane zostaty rowniez inne immunoreaktywne biatka okreslane
mianem ,,moonlight proteins” takie jak kinazy asparaginiwe i pirogronianowe, transporter ABC,
czy dehydrogenaza 3-fosforanu aldehydu glicerynowego. Bialka te charakteryzuja si¢ pelnieniem
wigcej niz jednej funkcji w komorce (Gorska et al., 2016). Lipoproteina bopA wyizolowana
z B. bifidum MIMBDb75 jest odpowiedzialna za wigzanie si¢ bakterii do komorek nabtonkowych,
indukuje rowniez produkcje IL-6 i IL-8 oraz umozliwia adhezje bakterii do komorek nabtonkowych
CaCo-2 (Gleinser et al., 2012; Guglielmetti et al., 2008). Co ciekawe wyniki innej grupy czg¢sciowo
zaprzeczaja by biatko to bralo udzial w procesie przylegania bakterii do komorek, wskazujac, ze
wykorzystanie przeciwcial anty-bopA nie wptywa na wiazanie si¢ bakterii do komorek nabtonka
CaCo-2 i HT-29 (Kainulainen et al., 2013). Za pomoca narzedzi bioinformatycznych
zidentyfikowano rowniez sekwencje aminokwasowa podjednostki translokazy SecA w B. longum
DJ10A (Uniprot ID: B3DR89), ktora indukowata w komorkach krwi obwodowej produkcje IL-6,
IL-12p70 oraz IL-23 i tym samym, jak wskazujg naukowcy, moze wplywaé na rownowage
Th17/Th22. Samo biatko znajduje si¢ na powierzchni btony komorkowej, gdzie uczestniczy

W przemieszczaniu si¢ polipeptydow z wykorzystaniem ATP (Hidalgo-Cantabrana et al., 2017).
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6 CEL PRACY

Glownym celem pracy byto okreslenie whasciwosci immunomodulujacych szczepu
Bifidobacterium longum spp. longum CCDM 7952 w terapii schorzen o podtozu alergicznym.

Cel realizowany byl poprzez trzy cele czastkowe:
1. Okreslenie in vitro profilu cytokinowego jaki indukuja wybrane szczepy Bifidobacterium
z wykorzystaniem szeregu linii komorek immunologicznych i nabtonkowych oraz splenocytow
uzyskanych od myszy uwrazliwionych na OVA. Réwnocze$nie okreslenie wptywu termicznej
inaktywacji bakterii na wtasciwosci immunomodulujace oraz fizykochemiczne badanych szczepow
bakteryjnych.
2. Okreslenie mozliwosci wykorzystania wybranego szczepu Bifidobacterium w leczeniu
alergii wziewnej z wykorzystaniem mysiego modelu alergii wziewnej indukowanej OVA
z uwzglednieniem wplywu termicznej inaktywacji bakterii.
3. Okreslenie wlasciwosci immunomodulaujacych antygenow powierzchniowych wybranego
szczepu Bifidobacterium, ktére moga by¢ odpowiedzialne za obserwowane wlasciwosci

biologiczne.
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7/ MATERIALY | METODY

7.1 SZzZCZEPY BAKTERYJNE | WARUNKI HODOWLI

Osiem szczepow Bifidobacterium otrzymano z Czeskiej Kolekcji Mikroorganizméw
Mleczarskich (Laktoflora, Milcom, Tabor, Czechy): B. longum ssp. longum CCDM 372
i CCM 7952; B. longum ssp. infantis CCDM 369; B. animalis CCDM 218 i CCDM 366;
B. adolescentis CCDM 368, CCDM 370 oraz CCDM 373 (Tabela 4). Zostaly one wyizolowane
zkalu zdrowych ludzi badz noworodkéw karmionych mlekiem matki. Szczepy hodowano
w plynnym podtozu MRS (Oxoid, Hampshire, UK) z dodatkiem 0,05% chlorowodorku L-cysteiny
(MRSC, Merck Millipore, Massachusets, USA) w temperaturze 37 °C, w warunkach beztlenowych
(80% N3, 10% COg, 10% Hy) z wykorzystaniem tzw. systemu Gas-Pak (BD GasPak EZ,USA) przez
48-72 godziny (Leuschner et al., 2003) w inkubatorze (Heraeus Series 6000, VWR, USA). Hodowle
bakteryjne odwirowano (7000 rpm, 15 min, 4 °C, Hermle Centrifuge Z 36 MK, Labnet Iternational),
a osad bakteryjny przemyto dwukrotnie sterylnym buforem fosforanowym (PBS, IITD PAN, PL).
Liczbe komorek bakterii okreslano po 48-godzinnej hodowli w warunkach beztlenowych, poprzez
policzenie powstatych kolonii na podtozu statym MRSC wzbogaconym agarem (Oxoid,
Hampshire, UK) (Daniela et al., 2011). Dodatkowo, liczba komorek bakterii zostata okre$lona
z wykorzystaniem QuantomTx Microbial Cell Counter (Logos Biosystems, Korea Potudniowa).
Uzyskane stgzenia bakterii zostaly nastgpnie przypisane do wartosci gestosci optycznej (OD)
mierzonej przy A = 600 nm.

Tabela 4 Szczepy Bifidobacterium uzyskane 7 Czeskiej Kolekcji Mikroorganizmow Mleczarskich. Bakterie
hodowano w warunkach beztlenowych (80% N2, 10% CO», 10% Hy) w pozywce MRSC w temperaturze 37 °C
przez 48 -72 godziny.

NAZWA SYSTEMOWA SZCZEPU SKROT WYKORZYSTANY W PRACY

B. longum ssp. longum CCDM 372 Bl 372
B. longum ssp. longum CCM 7952 Bl 7952
B. longum ssp. infantis CCDM 369 Bin 369
B. animalis CCDM 218 Ban 218

B. animalis CCDM 366 Ban 366

B. adolescentis CCDM 368 Bad 368

B. adolescentis CCDM 370 Bad 370

B. adolescentis CCDM 373 Bad 373
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7.2 INAKTYWACJA TERMICZNA BIFIDOBAKTERII

Bakterie hodowano w warunkach opisanych w punkcie 7.1, odwirowano (7000 rpm, 15 min,
4 °C, Hermle Centrifuge Z 36MK, Hermle Labortechnik, DE), a po dwukrotnym przemyciu
sterylnym PBS, pozostawiono je w 4 °C. Inaktywacje prowadzono przez godzing w tazni wodne;j
(W115E, Laboplay, PL) w temperaturze 65 °C (Simpson et al., 2005). Po ostudzeniu do temperatury
pokojowej, probki przechowywano w temperaturze 4 °C. Skuteczno$¢ inaktywacji zostala
sprawdzona poprzez 48-godzinng hodowle bakterii na podtozu ptynnym MRSC, a nast¢pnie
wysianie ich na podtoze state MRSC-agar.

7.3 SKANINGOWA MIKROSKOPIA ELEKTRONOWA NISKONAPIECIOWA

Badania z wykorzystaniem skaningowej mikroskopii elektronowej umozliwiaja
zobrazowanie warstwa po warstwie fragmentéw powierzchni bakterii, co prowadzi do powstania
dwuwymiarowego obrazu, ktory pozwala zaobserwowac delikatne zewnatrzkomorkowe struktury
nie uszkadzajac komorek (Pollard et al., 2017).

Zywe bakterie zostaty pobrane z podtoza stalego MRSC-agar (patrz rozdzial 7.1) przy uzyciu
silikonowego chipa o wymiarach 7 x 7 mm. Bakterie inaktywowane termicznie zawieszono w 1 ml
PBS i umieszczono w probowce typu Eppendorf, w ktorej zanurzono chip. W obu przypadkach,
chip pozostawiono na 2 min, aby umozliwi¢ bakteriom przyklejenie si¢ do jego sylikonowej
powierzchni. Nastepnie chipy przeptukano PBS o0 temperaturze pokojowej, zanurzono w roztworze
2,5% aldehydu glutarowego (Sigma Aldrich, USA) w 0,1M buforze kakordylowym pH 7,2 (Sigma
Aldrich, USA) i pozostawiono na 30 min. Po tym czasie chipy przeptukano 5-krotnie 0,1 M
buforem kakordylowym, za kazdym razem prowadzac 30 min inkubacje w 4 °C. Proces
odwodnienia prowadzono poprzez seri¢ godzinnych inkubacji w lodowym metanolu (POCH, PL)
o nastepujacych stezeniach 25, 40, 60, 80 i 100%. Chipy przemyto 100% metanolem i wysuszono
z uzyciem ciektego CO, w suszarce Leica CPD300 AUTO (Leica Microsystems, DE). Nast¢pnie
bakterie na chipie zostaly zobrazowane w skaningowym mikroskopie elektronowym
niskonapieciowym (LV-SEM, Auriga 60, Carl Zeiss, DE) przy napigciu przyspieszajacym 1,2 kV
(Al-Wrafy et al., 2019).

7.4 POMIARY WIELKOSCI I LADUNKU SZCZEPOW BIFIDOBACTERIUM

Zywe i termicznie inaktywowane szczepy Bifidobacterium przygotowano w stezeniu
107 CFU/ml w objetosci 300 ul PBS (opis hodowli i inaktywacji w rozdziatach 7.1 i 7.2). Probki
umieszczono w kuwecie pomiarowej (Folded Capillary Cell, DTS1070, Malvern Panalytical, UK),
a nastgpnie okreslono rozmiar komorki poprzez pomiar dynamicznego rozpraszania S$wiatta

(Dynamic Light Scattering, DLS) oraz potencjal zeta poprzez elektroforetyczne pochlanianie
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swiatta (Electrophoretic Light Scattering, ELS) z wykorzystaniem Zetasizer Nano ZS (Malvern
Panalytical, UK). Pomiar DLS umozliwil okreslenie wielkosCi czasteczki poprzez pomiar
rozproszenia wigzki lasera padajacego na tg czasteczke. Ponadto mierzy rozrzut wielkos$ci
pomigdzy badanymi czasteczkami (Berne and Pecora, 2000). ELS umozliwil pomiar tadunku
powierzchniowego czasteczek poprzez dziatanie pola elektrycznego na komorki bakterii. Badanie
predkosci ruchu komoérek w polu elektrycznym okres$la si¢ jako ruchliwo$¢ elektroforetyczng
i przelicza na jednostki potencjatu zeta (Ware and Flygare, 1972). Pomiary wykonano rozcienczajac
probke do objetosci 1,5 ml w wodzie ultraczystej. Kazda probka zostala zmierzona pigciokrotnie
w temperaturze 25 °C przy napigciu regulowanym automatycznie przez oprogramowanie Zetasizer
Nano software v3.30 (Malvern Panalytical, UK). Przyjeto wspotczynnik dyspersji RI rowny 1,333
oraz lepkos¢ (Cp) rowng 0,87.

7.5 WARUNKI HODOWLI UNIESMIERTELNIONYCH LINII KOMORKOWYCH

W Tabeli 5 umieszczono spis linii komorkowych wykorzystanych w badaniach wraz

z informacjami o ich pochodzeniu i uzytej pozywce hodowlanej.

Tabela 5 Linie komérkowe wykorzystane do oceny wlasciwosci immunomodulujgcych Zywych i termicznie
inaktywowanych szczepow Bifidobacterium

LINIA POZYWKA
KOMORKOWA CHARAKTERYSTKIA LINII HODOWLANA
RAW 264.7 (ATCC | Linia adherentnych makrofagow | RPMI 1640 (Gibco, USA)
TIB-71) wyizolowana z mysiego guza 10% FBS (ThermoFisher
indukowanego wirusem Scientific, USA)
biataczki Ablesona 100 U/ml penicylina, 100 ug/ml

streptomycyna i 2 mM L-glutamina
(1% PenStrepGlu, ThermoFisher
Scientific, USA)

JAWS Il (ATCC Linia adherentnych i nie MEM- alpha (Gibco, USA)
CRL-11904) adherentnych komorek 10% FBS

dendrytycznych wyizolowanych | 1% PenStrepGlu

ze szpiku kostnego myszy

TC-1 (ATCC CRL- Linia mysich adherentnych DMEM (Gibco, USA)
2785) komorek nabtonka ptucnego, a 10% FBS
nastepnie unie$miertelniona 1% PenStrepGlu

wirusem brodawczaka ludzkiego
16 (HPV-16) E6/E7 i ko-
transformowana przy
wykorzystaniu ludzkiego genu

c-Ha-Ras
iBMDM (Siednienko | Linia mysich adherentnych DMEM
etal., 2010) makrofagdéw wyizolowana z 10% FBS

makrofagow pochodzacych ze 1% PenStrepGlu
szpiku kostnego, a nastepnie
unie$miertelniona przy pomocy
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rekombinowanego retrowirusa
J2

MH-S (CRL-2019)

Linia mysich adherentnych i nie
adherentnych makrofagow
pecherzykowych
wyizolowanych z poptuczyn
oskrzelowo-pecherzykowych
myszy Balb/c i
transformowanych przy pomocy
malpiego wirusa 40

RPMI 1640

10% FBS

1% PenStrepGlu

0,05 mM B-merkaptoetanol (Sigma
Aldrich, USA)

RBL-2H2 (CRL-
2256, ATCC)

Linia adherentnych szczurzych
pochodzacych z krwi
obwodowej

EMEM (Gibco, USA)
15 % FBS
1% PenStrepGlu

HEK?293-hTLR2
(293-htlr2,
InvitroGen)

Linia ludzkich komorek
embrionalnych nerki HEK293,
do ktorych stabilnie
wprowadzono geny kodujace
ludzkie receptory TLR2 wraz z
genami reporterowymi IL-8 i
NF-«xB

Pasaz 1 - 3 po wysianiu:
DMEM

10% FBS

1% PenStrepGlu

100 pg/ml normocyny (InvitroGen,
USA)

Pasaz 4 i wyzsze:
DMEM

10% FBS

1% PenStrepGlu

100 pg/ml normocyny
10 pg/ml blastycydyny
(InvitroGen, USA)

HEK?293-hTLR4
(293-htlr4a,
InvitroGen)

Linia ludzkich komorek
embrionalnych nerki HEK293
do ktorych stabilnie
wprowadzono geny kodujace
ludzkie receptory TLR4 wraz z
genami reporterowymi IL-8 i
NF-xB

Pasaz 1 - 3 po wysianiu:
DMEM

10% FBS

1% PenStrepGlu

100 pg/ml normocyny
Pasaz 4 i wyzsze:
DMEM

10% FBS

1% PenStrepGlu

100 pg/ml normocyny
10 pg/ml blastycydyny

HEK?293-hNOD2
(293-hnod2,
InvitroGen)

Linia ludzkich komorek
embrionalnych nerki HEK293
do ktorych stabilnie
wprowadzono geny kodujace
ludzkie receptory NOD2 wraz z
genami reporterowymi IL-8 i
NF-xB

Pasaz 1 - 3 po wysianiu:
DMEM

10% FBS

1% PenStrepGlu

100 pg/ml normocyny
Pasaz 4 i wyzsze:
DMEM

10% FBS

1% PenStrepGlu

100 pg/ml normocyny
10 pug/ml blastycydyny

Linie komorkowe hodowano w inkubatorze w temperaturze 37 °C, w obecnosci 5% CO;

(Inkubator CO2 Binder BF170, Binder, Sigma Aldrich, USA). Pozywke¢ hodowlang wymieniano co

dwa lub trzy dni. Komoérki pasazowano, gdy 70-80 % powierzchni naczynia hodowlanego byto

zajete przez komorki (konfluencja). W pierwszej kolejnosci usuwano starg pozywke, a nastepnie
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do naczynia dodawano roztwor 0,25% trypsyny - EDTA o pH 7,2. Naczynie z komoérkami
umieszczano z powrotem w inkubatorze na 2-10 min w zaleznosci od linii. Roztwor trypsyny
i EDTA trawi biatka znajdujace si¢ na powierzchni komorki przez co dochodzi do oderwania sig¢
komorek od $cian naczynia. Zawiesing komorek przenoszono do sterylnego falkonu z pozywka
i wirowano przy 1200 rpm, przez 5 min. Osad komorkowy (pelet) rozpuszczano w §wiezej pozywce
do uzyskania pozadanej ggstosci i ponownie umieszczano w naczyniu hodowlanym. W przypadku
kultur nie adherenych komorki zbierano wraz z pozywka do probowki typu falkon, zwirowano
i ponownie wysiewano w swiezej pozywce przy odpowiedniej gestosci komorek.

Linie ludzkich komoérek embrionalnych nerki HEK293, do ktorych stabilnie wprowadzono
geny kodujace ludzkie receptory TLR2, TLR4 i NOD2 (InvivoGen, USA), hodowano zgodnie
z zaleceniami producenta. Po rozmrozeniu komorki umieszczono w pozywce DMEM wzbogaconej
glukozg z dodatkiem 10% FBS, 1% PenStrepGlu i 100 pg/ml normocyny (InvitroGen, USA).
Po osiaggnigciu przez komorki 70-80% konfluencji pozywke usunigto, a komoérki inkubowano
w cieptym sterylnym PBSie przez 2-3 min w 37 °C. Tak uzyskang zawiesing komorek wirowano
przy 1200 rpm przez 5 min. Po 3 pasazu do pozywki hodowlanej dodano 10 ug/ml blastycydyny
(InvivoGen, USA). Badania przeprowadzone na tych liniach zostalty wykonane pomiedzy trzecim,
a dwudziestym pasazem zgodnie z instrukcjg producenta.

Komorki zliczano poprzez przygotowanie mieszaniny komorek z 0,4 % biekitem trypanu
(Sigma Aldrich, USA) w stosunku 1:1 (v/v) i naniesieniu w objetosci 10 pl na slajd. Ich liczbe
okreslono przy wykorzystaniu licznika komorek TC20 (TC20 Automated Cell Counter, BioRad,

USA). Uzyskane wartosci przedstawiaty liczbe komorek na ml oraz ich przezywalnos¢.

7.5.1 Badanie wlasciwosci immunomodulujacych bifidobakterii w warunkach in vitro
wykorzystujac linie unieSmiertelnione

Komorki linii opisanych w punkcie 7.5 w ilosci 0,5 x 10° zawieszono w 150 pl pozywki
hodowlanej, a nastgpnie naniesiono na dotek 96-dotkowej ptytki (Nunc MaxiSorp, Sigma Aldrich)
i pozostawiono na 4-6 godzin w inkubatorze (37 °C, 5% CQO;). Inkubacja ta umozliwia komérkom
przyklejenie si¢ do powierzchni ptytki. W przypadku linii nie adherentnych, komoérki pozostawiano
na ptytce przez 1 godzing. Nastepnie do dotkow dodawano 50 ul preparatow zawierajacych zywe
badz inaktywowane termicznie bakterie zawieszone w PBSie w ilosci 0,5 x 10’ CFU/dolek.
W przypadku stymulacji antygenami, dodawano je w koncowym stezeniu rownym 10 pg/ml dla
LTA Iub peptydoglikanu i 30 pg/ml dla polisacharydow. Stymulacj¢ prowadzono przez 18 godzin,
a nastepnie plytki wirowano przy 1200 rpm przez 5 min. Ptyn z nad hodowli umieszczono
w -40 °C do momentu wykonania testow immunoenzymatycznych typu ELISA (Invitrogen,
Thermo Fisher). Uzyskane probki przebadano na obecno$é cytokin szlaku Th1/Th2/Trg (IL-4,
IL-5, IL-6,IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A, MCP-1, GM-CSF, interferon typu I, TNF-a i TGF-B)
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postepujac zgodnie z zaleceniami producenta. Eksperymenty zostaly wykonane w conajmniej
trzech powtorzeniach.

Komorki linii HEK293 odklejano poprzez potraktowanie je 2-3 ml cieptego PBSu przez
5 min. Komorek nie wirowano poniewaz zgodnie z zaleceniami producenta ulegaja wtedy adhezji
tworzac trudne do rozdzielenia agregaty. Komorki w stezeniu 5 X 10* komorek/dotek naniesiono na
96-dotkowe ptytki w objetosci 180 pl pozywki (DMEM, 10% FBS, 1 % PenStrepGlu, 100 pg/ml
normocyny). Na ptytce wezes$niej umieszczono probki (bakterie lub antygeny) w objetosci 20 pl.
MDP (100 ng/ml, dla NOD2, InvivoGen, USA), LPS-Ultrapure E. coli O111:B4 (100 ng/ml dla
TLRA4, Sigma Aldrich, USA), Pam3SCK (1 pg/ml dla TLR2, InvivoGen, USA) wykorzystano jako
kontrole pozytywng. Kontrola negatywnag byt sterylny PBS. Na dotek naniesiono 20 pl
1 x 107 CFU/dotek preparatu bakteryjnego badz antygenu w koncowym stezeniu: 10 ug/ml LTA
lub peptydoglikanu i 30 pg/ml polisacharydow. Ptytki inkubowano w 37 °C, 5% CO, w przedziale
od 6 do 16 godzin. Oznaczanie poziomu aktywacji receptorow wykonana dwoma metodami:
1) Pozywke¢ hodowlang z nad komoérek zebrano, a nastgpnie oznaczono poziom IL-8 wykonujac
test ELISA (Human IL-8/CXCL8 Quantikine ELISA Kit, R&D Systems, USA) zgodnie
z zaleceniami producenta. Absorbancje mierzono przy dtugosci fali A=450 nm (Biotek PowerWave
HT, USA), albo 2) za pomocg komercyjnie dostepnego testu kolorymetrycznego HEK-Detection
(InvivoGen, USA), w ktorym absorbancj¢ mierzono przy dtugosci fali A= 630 nm. Eksperyment
wykonano 3-krotnie.

7.5.2 Badanie cytotoksycznoS$ci bakterii za pomocg testu SRB

Cytotoksyczno$¢ bakterii zbadano poprzez wykonanie testu wykorzystujacego barwnik
sulforodamine B (test SRB, Sigma Aldrich, USA) (Vichai and Kirtikara, 2006). Test ten opiera si¢
na kolorymetrycznym oznaczeniu biatek w zywych komorkach eukariotycznych. Linie
makrofagowg RAW 264.7 inkubowano z zywymi i termicznie inaktywowanymi Szczepami bakterii
tak jak opisano w punkcie 7.5.1. Po 18 godzinnej stymulacji na dotek zawierajacy 200 ul pozywki
naniesiono 200 pl zimnego roztworu 20 % kwasu trifluorooctowego (Sigma Aldrich, USA)
i inkubowano przez 1 godzing w 4 °C. Ptytke przeptukano 3 razy 1% kwasem octowym, a nastepnie
naniesiono 50 pl roztworu 0,04% SRB w 1% kwasie octowym (POCH, PL). Po 30 min inkubacji
w temperaturze pokojowej ptytke przeptukano 3-krotnie 1% kwasem octowym i doktadnie
0suszono na papierowym reczniku. Barwnik uwolniono z komorek poprzez dodanie 100 ul 10 mM
Tris pH=10,5 i wytrzasaniu przez 30 min (wytrzasarka do ptytek mikrolitowych PSU-2T, Bionovo,
PL). Wartos¢ absorbancji zmierzono za pomocg spektrofotometru Biotek PowerWave HT przy

dhugosci fali A= 610 nm. Eksperyment wykonano 2-krotnie.
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7.5.3 Badanie produkcji azotynéw (NO:) przez linie komorkowe w odpowiedzi na
bifidobakterie

Powstawanie, a nastgpnie uwalniane tlenku azotu przez komorki jest szybka reakcja
immunologiczng w odpowiedzi na zmieniajace si¢ warunki srodowiska. Czasteczka ta jest bardzo
niestabilna i w kontakcie z powietrzem szybko tworzy azotyny i dwutlenek azotu. Tlenek azotu
w organizmie jest czasteczka efektorows, ktora petni wiele zroznicowanych funkcji np. dziata jako
neuromodulator w osrodkowym uktadzie nerwowym, czy wptywa na motoryke jelit (Bryan and
Grisham, 2007). Test Griess (Promega GmbH, DE) jest jednym z dostepnych komercyjnie kitow
badajagcych poziomu azotynéw w warunkach in vitro. Linie makrofagowg RAW 264.7 inkubowano
z zywymi 1 termicznie inaktywowanymi Szczepami bakterii tak jak opisano w punkcie 7.5.1.
Po 18 godzinnej stymulacji, ptytki odwirowano przy 1200 rpm przez 5 min, zebrano 50 pl ptynu
znad hodowli i umieszczono na ptytce 96-dotkowej. Wykorzystujac pozywke hodowlana
przygotowano $wiezy standard 100 pM roztworu azotynow (NO2). Po nalozeniu krzywej
standardowej oraz probek, do dotkdw naniesiono 50 pl roztworu sulfanilamidu i inkubowano
Z wytrzasaniem przez 10 min w temperaturze pokojowej chronigc przed §wiatlem. Nastepnie
dodano roztwor chlorowodorku N-1-naftyloetylenodiaminy (NED) w kwasie fosforanowym.

Ponownie inkubowano 10 min. Absorbancje zmierzono przy dtugosci fali A = 530 nm.

7.5.4 Badanie pochlaniania bakterii przez komorki nablonka TC-1

Na plytke 24-dotkowg naniesiono 0,2 X 10° komorek/dotek linii TC-1 w objetosci 1 ml
zawieszonych w pozywce bez antybiotykow (DMEM, 10% FBS). Komoérki pozostawiono na plytce
przez 5 godzin by umozliwi¢ im przytwierdzenie do powierzchni naczynia. W tym czasie zywe
badzZ termicznie inaktywowane szczepy Bifidobacterium wybarwiono Syto9 (A wzbudzenia = 486-
485 nm, A emisji = 498-501 nm, ThermoFisher Scientific, USA) zgodnie z zaleceniami producenta.
Do zawiesiny bakteryjnej zawierajacej 1 x 108 komorek/ml dodano Syto9 tak by uzyskac stezenie
koncowe 5 pM. Probke mieszano przez 1 min, a nastgpnie inkubowano 30 min w temperaturze
pokojowej. Barwnik Syto9 umozliwia wyznakowanie kwaséw nukleinowych (RNA i DNA)
w zywych jak i martwych bakteriach. Na dofek plytki 24-dotkowej naniesiono 0,2 x 10 CFU/ml
bakterii i inkubowano przez noc w 37 °C. Ptyn znad hodowli komérek TC-1 zebrano, a komorki
przemyto 2-krotnie cieptym PBSem. Komorki nastgpnie zebrano za pomocg roztworu 0,25%
trypsyny-EDTA o pH=7,2 zgodnie z procedurg opisang w punkcie 7.5 i umieszczono w PBSie.
Probki analizowano za pomocg cytometru BD FACSCalibur (BD Biosciences, CA, USA) badajac
fluorescencje w kanale FL1/FITC (A emisji = 530/30 nm) oraz wielko$¢ (i powierzchni¢ komorek).
Komoérki niebarwione postuzyly do umiejscowienia bramki oznaczajacej komorki, ktore nie
pochlongety bakterii. Analiza wynikow zostata oparta o $rednig intensywno$¢ fluorescencji (MFI)

w stosunku do niebarwionej kontroli. Eksperyment powtorzono 3-krotnie.
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7.5.5 Badanie przekazywania bakterii pomiedzy komérkami nablonka TC-1, a komoérkami
dendrytycznymi JAWS 11

Poczatkowo prowadzono stymulacje komorek TC-1 bifidobakteriami barwionymi Syto9™
tak jak opisano w punkcie 7.5.4, jednak po nocnej inkubacji i 2-krotnym ptukaniu cieptym PBSem
na ptytk¢ naniesiono komorki dendrytyczne JAWS Il wybarwione barwnikiem PKH26 (Sigma
Aldrich) w stezeniu 0,2 x 107 komoérek/dotek w pozywce bez antybiotykéw (MEM- alfa, 10% FBS).
Komoérki w kokulturze (1:1) inkubowano 4 godziny, nast¢pnie zebrano za pomocg roztworu 0,25%
trypsyny-EDTA o pH 7,2 zgodnie z procedura opisang w punkcie 7.5 i zawieszono w PBSie.
Czerwony fluorochrom PKH26 (A wzbudzenia=551 nm, A emisji=567 nm) wiaze si¢ ze membrang
zywych komorek eukariotycznych. Probki analizowano za pomocg FACSCalibur w kanale FL2/PE
(A emisji=585/42) dla PKH26, FL1/FITC (A emisj =530/30 nm) oraz pod wzglgdem wielkosci
(i powierzchni komorek). Komorki niebarwione postuzyty do umiejscowienia bramki oznaczajacej
komorki, ktore nie pochtongty bakterii. Analiza wynikéw zostata oparta o $rednia intensywno$¢

fluorescencji (MFI) w stosunku do niebarwionej kontroli. Eksperyment powtdrzono 3-krotnie.

7.6 STYMULACJA KOMOREK PIERWOTNYCH IZOLOWANYCH Z MYSZY
BALB/C

Wszystkie badania na zwierzgtach zostaty zatwierdzone przez Komisj¢ do Spraw Ochrony
i Wykorzystania Zwierzat Do$wiadczalnych Instytutu Mikrobiologii Czeskiej Akademii Nauk
i wykonane zgodnie z wydang przez ten organ zgoda o humerze 91-2019.

Komorki dendrytyczne szpiku kostnego (BMDC) zostaly wyizolowane z kosci udowych
i piszczelowych naiwnych myszy Balb/c zgodnie z procedurg opisang przez Matheu i wspolp.
(Matheu et al., 2008) z jedng réznica, ktora dotyczyta sktadu pozywki hodowlanej. Zawiesing
komorek 0 gestosci 4 x 10° komorek/ml hodowano na szalce Petriego w objetosci 10 ml pozywki
RPMI 1640 zawierajacej 10% FBS, 1% PenStrepGlu, 150 mg/ml gentamycyny (Sigma Aldrich,
USA) i 20 ng/ml GM-CSF (Invitrogen, USA). W trzecim dniu hodowli do szalki dodano 10 ml
swiezej pozywki, a w szostym dniu delikatnie usunieto 10 ml pozywki i zastagpiono ja $wiezg.
Siédmego dnia hodowli komorki zebrano, zliczono i naniesiono w objetosci 400 pl 1 stezeniu
0,5 x 10° komorek/dotek na ptytke 48-dotkowg. Dodano zawiesing zywych i termicznie
inaktywowanych bifidobakterii w objetosci 100 pl i stezeniu 0,5 X 107 CFU/dotek lub antygenéw
powierzchniowych o stezeniach 10 pg/ml dla LTA lub peptydoglikanu i 30 pg/ml dla
polisacharydow. Po 20 godzinach okreslono stezenie cytokin (IL-10 i IL-12p70, IL-6 i TNF-a)
w nadsaczach zebranych znad hodowli za pomoca testu ELISA Ready-Set-Go! (eBioscience, USA)
zgodnie z instrukcjg producenta. Eksperyment powtorzono 2-krotnie.

Komoérki immunologiczne $ledziony (tzw. splenocyty) wyizolowano z samic myszy Balb/c

uwrazliwionych na OVA. Myszy uczulono dwoma dawkami 10 ng OV A (frakcja V, Sigma Aldrich,
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USA) zmieszanej z 200 ul 0,65 mg soli aluminium w PBS (Serva, DE), podawanych dootrzewnowo
(i.p.) w dwutygodniowych odstgpach. Siedem dni po drugiej immunizacji myszy usmiercono
poprzez przerwanie kregow szyjnych. Sledziony zostaly sterylnie usunigte i umieszczone
w zimnym PBSie. Po przepuszczeniu komorek przez sito o porach 70 pm, komorki umieszczono
w pozywce RPMI 1640 z 10% FBS, 1% PenStrepGlu i 10 mM HEPES (Gibco, USA). Splenocyty
w objetosci 150 pl i stezeniu 5 X 10° komorek/dotek umieszczono na plytce 96-dotkowe;j,
a nastepnie re-stymulowano 500 mg/ml OVA (Worthington, USA) podanej w objgtosci 50 pul oraz
zywymi lub termicznie inaktywowanymi bifidobakteriami w objgtosci 50 pl i stezeniu
5 x 107" CFU/dotek. Kontrolg pozytywng odpowiedzi cytokinowej na re-stymulacje OVA byty
komorki stymulowane tylko OVA i PBS. Z kolei za negatywna kontrole postuzyty niestymulowane
komorki (podano tylko PBS). Inkubacj¢ prowadzono przez 72 godziny w 37 °C. Ptytki zwirowano
przy 1200 rpm przez 5 min, a w nadsaczach znad hodowli komorkowej oznaczono cytokiny IL-4,
IL-5, IL-13, IFN-y i IL-10 (Multiplex Mouse Cytokine/Chemokine, Millipore, Sigma Aldrich,
USA) z wykorzystaniem Bio-Plex 200 System (Bio-Rad, USA). Eksperyment zostal powtorzony
3-krotnie.

Izolacje naiwnych splenocytow wykonano tak jak opisano powyzej jednak do stymulacji
wykorzystano termicznie inaktywowany Bl 7952 o stezeniu 5 x 10" CFU/dolek oraz jego antygeny
w nastepujacych stezeniach: 10 pg/ml LTA i peptydoglikanu i 30 ug/ml polisacharydow.
Po 72-godzinnej hodowli oznaczono stezenie cytokin IL-6, IFN-y i IL-10 za pomocag Systemu
Bio-Plex 200 (Bio-Rad, USA) z wykorzystaniem kitu Millipore Map Mouse Cytokine/Chemikone
Panel (Sigma Aldrich, USA). Eksperyment zostat powtorzony 3-krotnie.
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7.7 MODEL IN VIVO MYSIEGO MODELU UWRAZLIWIENIA NA OWOALBUMINE

Samice myszy Balb/c w wieku 6 - 8 tygodni hodowano w klatkach typu IVC (Tecniplast, 1T)
z 12:12 godzinnym cyklem $§wiatto/ciemnos$¢, swobodnym dostepem do wody i sterylnej diety
(Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG, Lage, DE). Doswiadczenia (Rycina 7) zostaty
zatwierdzone przez Komisje do Spraw Ochrony i Wykorzystania Zwierzat Doswiadczalnych
Instytutu Mikrobiologii Czeskiej Akademii Nauk i wykonane zgodnie ze zgoda o numerze 91-20109.
Myszy podzielono na trzy grupy (6 - 8 myszy w grupie):
I grupa to myszy, ktore otrzymaty PBS i zostaty uwrazliwione na OVA;
Il grupa to myszy, ktore otrzymaty zywe bakterie Bl 7952 (UN Bl 7952) i zostaty uwrazliwione na
OVA;
Il grupa to myszy, ktore otrzymaty termicznie inaktywowane bakterie Bl 7952 (HT Bl 7952)

i zostaty uwrazliwione na OVA.

BALB/c
Uwrazliwienie || Uwrazliwienie Ekspozycja
10 ug OVA + 15 pug OVA + | | 100 pg OVA-frakcja
> Alum (i.p.) Alum (i.p) V (i.n) .
Pobranie
A
>
Dzien 1 14 21 28 29 30 31 5
eksperymentu T T T T T T T
Grupy 4 godziny przed podaniem OVA
PEEIOVA PEZ in 30u0)
T BL 7252/0WV A 107 CFT sywy Bl 7952 (in. 30uD)
HT Bl 7952/0V A 107 CEFT termicenie inaktywowany Bl 7952 (Ln. 30pl)

Rycina 7 Schemat eksperymentu — mysi model alergii wziewnej indukowanej owoalbuming (OVA). 6-8-
tygodniowe samice myszy Balb/c (n = 6-8) byty dootrzewnowo immunizowane 10 ug OVA + soli aluminium
(Alum) w dniu 1 i 14 eksperymentu, dawke przypominajgcg 15 ug OVA + soli aluminium podano w dniu 21.
Siedem dni po trzeciej immunizacji rozpoczeto ekspozycje myszy na 100 ug OVA przez 4 kolejne dni. Zywe
(UN Bl 7952) bgdz poddane obrébce termicznej (HT Bl 7952) bifidobakterie w dawce 1x10" CFU/30 ul lub
PBS podawano donosowo 4 godziny przed podaniem OVA. Myszy usmiercono w 32 dniu eksperymentu
(BioRender.com).

Myszom podano dootrzewnowo (i.p.) 10 ug OVA (frakcja V, SigmaAldrich,USA) i 0,65
mg soli aluminium rozpuszczonych w 200 pl PBS w dniu 1 i 14 eksperymentu. W 21 dniu
eksperymentu myszom podano 15 ug OVA i 0,65 mg soli aluminium w PBS (200 ul). Siedem dni
po ostatniej immunizacji myszy znieczulono 1,5% izofluranem (przeptyw 0,5 litra/min) i podano
donosowo (i.n.) 10’ CFU zywych lub termicznie inaktywowanych bakterii Bl 7952 w 30 ul PBS.

Grupie kontrolnej podawano tylko PBS. Cztery godziny pdzniej myszy ponownie znieczulono
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1,5% izofluranem i podano 100 pug OVA w PBS w objetosci 30 pl. Myszy usmiercono poprzez
przerwanie kregow szyjnych. Zebrano krew obwodowg, S$ledziong oraz plyn przestrzeni
oskrzelowo-pecherzykowych (BALF) i ptuca. Krew pozostawiono na lodzie przez godzing do
czasu powstania skrzepu, a nastgpnie zwirowano (10 000 rpm, 10 min, 4 °C). Uzyskang surowicg
krwi obwodowej przeniesiono do §wiezej probowki typu Ependorff i umieszczono w -40 °C. BALF
uzyskano poprzez kaniulacje odstonigtej tchawicy i delikatne przeptukanie pluc dwoma
objetosciami 0,5 ml sterylnej soli fizjologicznej buforowanej fosforanem Dulbecco (D-PBS, Gibco,
USA). Poptuczyny nastgpnie odwirowano (1000 rpm, 7 min, w 4 °C). Zebrany ptyn znad osadu
umieszczono w -40 °C. Osad komorkowy z kolei rozpuszczono w 200 pul RPMI 1640 i zliczono ich
catkowitg ilos¢. Komorki w ilosci 1 x 10° w 100 pl odwirowano w wirdowee Cytospin
(ThermoFisher Scientific, USA) przy 1000 rpm, przez 15 min, w 4 °C na szkietku mikroskopowym,
utrwalono metanolem i wybarwiono zestawem Dip-Quick-strain zgodnie z zaleceniami producenta
(ThermoFisher  Scientific, USA). Obserwacji dokonano w mikroskopie $wietlnym
przy powigkszeniu 40x. Charakterystyke komorek oparto na standardowych Kryteriach
morfologicznych (Sarate et al., 2021). Doswiadczenie wykonano 2-krotnie.

7.7.1  Ocena poziomu cytokin produkowanych przez komérki $ledziony stymulowane
OVA

Splenocyty wyizolowano zgodnie z procedura opisang w rozdziale 7.6. Na dotek
96-dotkowej ptytki nanoszono 5 x 10° komérek w objetosci 200 ul pozywki RPMI 1640
2 10% FBS i 1% PenStrepGlu, a nastgpnie re-stymulowano przy wykorzystaniu 500 pg/ml OVA
lub pozostawiono bez stymulacji. Po 72 godzinach hodowli w 37 °C, 5% CO, zebrano nadsgcz znad
hodowli komdrkowej i oznaczono poziom wybranych cytokin szlakow Th1/Th2 tj. IL-4, IL-5,
IL10, IL-13 i IL-17A (Multiplex Mouse Cytokine/Chemokine (Millipore, Sigma Aldrich, USA) za
pomoca Bio-Plex 200 System (Bio-Rad, USA). Poziom IFN-y zostatl 0znaczony za pomoca testu
ELISA (R&D Duo set System, USA) zgodnie z zaleceniami producenta.

7.7.2  Analiza plynu oskrzelowo-pecherzykowego

Ptyn oskrzelowo- pecherzykowy przebadano na obecno$é cytokin IL-4, IL-5, IL-13, IL-10,
IFN-y i IL-17A (Mouse Cytokine/Chemikine Multiplex Immunoassay (Millipore, Sigma Aldrich,
USA) zgodnie z zaleceniami producenta.

7.7.3  Ocena histopatologiczna phuc

Mniejszy ptat plucny utrwalono w 4% paraformaldehydzie (Sigma Aldrich, USA) przez 24
godziny, a nastgpnie w 80% etanolu (POCH, PL) przez kolejne 24 godziny. Po zatopieniu w bloku
parafinowym tkanke pocigto na 5 pm skrawki za pomoca mikrotomu rotacyjnego (Leica HistoCore
BIOCUT, Leica Biosystems, USA). Szkietka ze skrawkami barwiono metoda Schiffa kwasem
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nadjodowym (metoda PAS), umozliwiajacym wykrycie obecnego w komoérkach glikogenu. Ocene
zmian histopatologicznych wykonano w mikroskopie $wietlnym przy powickszeniu 40x
(Drini¢ et al., 2017). Ocenie poddano: a) stopien zapalenia przestrzeni okotonaczyniowych
i okotooskrzelowych (stopien: 0= brak zmian, 1= mata liczba komoérek, 2= umiarkowana liczba
naciekow komdrkowych, 3= duza liczba komorek), b) obecnos¢ leukocytow w przestrzeniach
pecherzykowych (0= brak komorek, 1= 2 - 4 komoérek, 2= 4 - 10 komorek, 3= wiecej niz
10 komorek) oraz c) liczb¢ komoérek PAS-pozytywnych na 50 zliczonych komodrek nabtonka
oskrzelowo-pecherzykowego (0= brak komoérek, 1= mniej niz 12 komorek, 2= 12 - 25 komorek,
3= wiecej niz 25 komoérek). Wyniki histopatologiczne wyrazono jako sume pojedynczych wynikow

podzielong przez 3. Zaszyfrowane skrawki zostaty ocenione przez dwoch niezaleznych ekspertow.

7.7.4  Analiza poziomu przeciwcial w surowicy krwi obwodowej oraz BALF

Poziom przeciwciat specyficznych wzgledem OVA w surowicy krwi obwodowej i BALF
(izolacja w rozdziate Materiaty i Metody 7.7) okreslono przy pomocy testu ELISA zgodnie
Z procedurg opisang przez Milani i wspotp. (Milani et al., 2017b). Ptytke 96-dotkowa (Nunc
MaxiSorp, Sigma Aldrich, USA) pokryto 100 ul OVA (5 pg/ml) w PBSie i inkubowano przez noc
w temperaturze 4 °C. Plytke przeptukano PBSem z 0,05% Tween 20 (Sigma Aldrich, USA)
i blokowano w 1% BSA w PBSie (ThermoFisher Scientific, USA) przez godzing w temperaturze
pokojowej. Probki surowicy rozcienczano 1:10 000 dla oznaczenia przeciwciat 1gG1, 1:100 dla
przeciwciat 1gG2a i 1:10 dla przeciwcial IgA. Dla oznaczenia przeciwciat w BALF wykonano
rozcienczenia 1:10 dla przeciwciat IgG1, a do pozostatych wykorzystano nierozcienczone probki.
Po 2 godzinnej inkubacji ptytke przeptukano i naniesiono szczurze przeciwciata anty-mysie 1gG1,
IgG2a, IgA (Pharmingen, BD Biosciences, USA) w rozcieficzeniu 1:500. Nastgpnie naniesiono
mysie anty-szczurze przeciwciato 1gG sprz¢zone z peroksydaza chrzanowa (HRP) w stezeniu
1:2000 (Jacksion Immuno Labs, USA). Poziomy przeciwcial zmierzono poprzez badanie A=405
nm z wykorzystaniem Infinite M200 (Tecan, CH).

Catkowita ilos¢ przeciwciat IgA w surowicy i BALF okreslono testem ELISA firmy Bethyl
(Mouse IgA ELISA Quantitation Set, USA) wykonanym zgodnie z instrukcjg producenta. Ptytke
96-dotkowg optaszczono przeciwciatem IgA (100 pl/dotek) w rozcienczeniu 1:100 w 0,05 M
buforze weglanowym o pH 9,6 i inkubowano w temperaturze pokojowej przez godzing. Nastgpnie
przemyto ptytke 5-krotnie 0,05% Tween 20 w PBSie i blokowano 200 pul 1% BSA w PBSie. Po
30 min plytk¢ ponownie przeptukano 5-krotnie i naniesiono 100 pl krzywej standardowej lub
probki. Po godzinnej inkubacji w temperaturze pokojowej plytke przeptukano 5-krotnie
i naniesiono 100 pl przeciwciata z HRP (rozcienczenie 1: 30 000, Bethyl, USA). Po godzinnej
inkubacji w temperaturze pokojowej, ptytke przeptukano 5-krotnie i naniesiono 100 pl roztworu
3,3',5,5'- tetrametylobenzydynowym (TMB, BD Bioscience, USA). Ptytke inkubowano 15 min

w ciemnym miejscu, a reakcje zatrzymano poprzez dodanie 100 ul 2 M kwasu siarkowego VI
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(H2S0O4, POCH, PL). Wyniki odczytano za pomoca spektrofotometru Biotek PowerWave HT przy
dtugosci fali A=450 nm.

Poziom przeciwciatl IgE specyficznych wzgledem OVA w surowicy krwi obwodowej
i BALF oznaczono ilo$ciowo poprzez badanie degranulacji szczurzych biataczkowych komorek
bazofilowych (RBL-2H3) (Goérska et al., 2017). Komorki RBL-2H3 naniesiono na dotek w ilosci
4 x 10* i uwrazliwiono biernie poprzez inkubacj¢ z surowicg w stezeniu 1:810 lub ptynem BALF
w stezeniu 1:20 przez 2 godziny w temperaturze 37 °C. Nastepnie komorki przemyto PBSem
i dodano 250 ul 0,6 pg/ml OVA. Komorki inkubowano kolejne 30 min w temperaturze 37 °C. Ptyn
znad hodowli zebrano, a nastepnie inkubowano z 4-metyloumbelliferylo-N-acetylo-p-D-
glukozaminidem (Sigma Aldrich, USA), zwiazku fluorescencyjnego, ktory pozwolit na oznaczenie
poziomu B-heksozoaminidazy. Pomiar fluorescencji wykonano poprzez wzbudzenie fali przy
A=360 nm i odczytanie wyniku przy A=465 nm z wykorzystaniem Infinite M200 (Tecan Group Ltd,
CH). Wyniki odniesiono do probki referencyjnej, w ktorej zamiast surowicy czy BALF dodano
1% Triton X-100 (Sigma Aldrich, USA). Zwiazek ten indukuje uwolnienie wszystkich granuli
zamknigtych w komorkach RBL-2H3. Warto$¢ ta zostala okre$lona jako 100% uwolnienia
B-heksozoaminidazy.

Test ELISA z wykorzystaniem catych komorek bakteryjnych wykonano na 96-dotkowe;j
ptytce (Nunc MaxiSorp, USA) (Koba et al., 2016), na ktorg naniesiono 100 pl zwierajacych 25 pg
zywych badz termicznie inaktywowanych bifidobakterii w PBSie. Ptytke natychmiast odwirowano
przy 1200 rpm przez 10 min. Usunigto 80 pl PBSu, a na dotki naniesiono 100 pl
0,1% glutaraldehydu (Sigma Aldrich, USA) i inkubowano przez 30 min w temperaturze pokojowe;j.
Pipeta zebrano 100 ul mieszaniny, a nastgpnie ptytke blokowano 0,1% BSA w PBSie z 0,1 M
gliceryng (POCH, PL) przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Plytke przemyto 0,05%
Tweenem 20 w PBSie (Sigma Aldrich, USA), a pdzniej inkubowano 0,25% BSA w PBSie
z dodatkiem chlorku magnezu (POCH, PL) przez noc w temperaturze 4 °C. Po wyptukaniu PBSu,
na ptytke naniesiono probki BALF w rozcienczeniu 1:1 lub surowicy w rozcienczeniu 1:10
i inkubowano 3 godziny w temperaturze pokojowej. By wykry¢ IgA swoiste dla bakterii
wykorzystano przeciwciala IgA sprz¢zonych z HRP w rozcienczeniu 1:10 000 (Bethyl, USA). Po
godzinnej inkubacji w temperaturze pokojowej ptytke przeptukano 5-krotnie i naniesiono 100 pl
roztworu TMB. Po 30 min inkubacji w ciemnym miejscu reakcje zatrzymano 100 pl 2M H>SO..
Wyniki odczytano z wykorzystaniem spektrofotometru Biotek PowerWave HT przy dtugosci fali
A=450 nm.
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7.8 1ZOLACJA ANTYGENOW POWIERZCHNIOWYCH

7.8.1 Peptydoglikan

Izolacja peptydoglikanu (PGN) zostata wykonana wedlug protokotu Chateau i wspotp.
(Chateau et al., 2019). 1 g suchej masy bakteryjnej rozpuszczono w 100 ml 25 mM buforu
fosforanowego (2,973 g/L NaH:PO.x H.O + 0,926 g/L Na.HPO. x 7 H.0, POCH, PL) w wysokiej
kolbie stozkowej. Umieszczono na mieszadle magnetycznym ustawionym na szybkosé
300 obr/min. Nastepnie dodawano kroplami 100 ml wrzacego 8% dodecylosiarczan sodu (SDS,
Sigma Aldrich, USA). Cato$¢ schtodzono do temperatury pokojowej i zwirowano na ultrawirowce
Sorvall WV+ (45 000 x g, 30 min, 15 °C, ThermoFisher Scientific, USA). Osad poddano ponownej
ekstrakcji w warunkach opisanych powyzej. Po zwirowaniu na ultrawirowce (45 000 x g, 30 min,
15 °C) osad przeptukano 6-krotnie 25 mM buforem fosforanowym, w celu pozbycia si¢ SDSu,

a nastepnie zliofilizowano do dalszego oczyszczania.
7.8.1.1 Oczyszczanie peptydoglikanu

2 g PGN zawieszono w 1 ml 25 mM buforu fosforanowego, a nastgpnie dodano 210 pg/ml
DNAze¢ (Sigma Aldrich, USA), 210 pg/ml RNAze¢ (Sigma Aldrich, USA) i 10 mM chlorku
magnezu (MgCl,, POCH, PL) (Chateau et al., 2019). Inkubowano przez 6-8 godzin na wytrzasarce
(Eppendorf Thermomixer Compact, USA) w temperaturze 37 °C. Dodano a-amylazy (Sigma
Aldrich, USA) w stezeniu koncowym 100 pg/ml i inkubowano kolejng godzing. Po dodaniu
proteazy (Sigma Aldrich, USA) w stezeniu koncowym 447 pg/ml i catonocnej inkubacji w 37 °C
wszystkie enzymy inaktywowano poprzez 2 godzinng inkubacje w temperaturze 60 °C.
Peptydoglikan zwirowano przy 48 000 x g, 20 min, 15 °C, osad rozpuszczono w 48% kwasie
fluorowodorowym (Sigma Aldrich, USA) i inkubowano 24 godziny w temperaturze pokojowej.
Zawiesing dializowano w woreczkach dializacyjnych o masie czasteczkowej odciecia 2 kDa (Slide-
a-Lyzer, VWR, PL) przez 24 godziny zmieniajac wod¢ co najmniej 3-krotnie. Liofilizowany
peptydoglikan nastgpnie zawieszono w 50 mM MES o pH 6,0 (Sigma Aldrich, USA). Do zawiesiny
dodano lizozymu o stezeniu 2mg/ml (Sigma Aldrich, USA), 100 U/ml mutanolizyny (Sigma
Aldrich, USA) i 10 mM MgCl,, a nastgpnie inkubowano przez noc w 37 °C na kotysce.
Po inaktywacji w 100 °C przez 10 min peptydoglikan zliofilizowano do dalszych badan. Frakcje
rozdzielono na rozpuszczalng i nierozpuszczalng poprzez rozpuszczenie 1 mg PGN w ultaczystej

wodzie i odstawieniu na 30 min. Frakcje po rozdzieleniu ponownie zliofilizowano.
7.8.2 Kwasy lipotejchojowe

Izolacja kwasow lipotejchojowych (LTA) zostata wykonana zgodnie z protokotem Moratha
i wspotp. (2001). Rozpuszczono 4 g bakteryjnej masy w 30 ml ultraczystej wody i sonikowano

10 min (Sonikator VCX500, Labo Plus, PL). Nastepnie dodano 30 ml n-butanolu i inkubowano na
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wytrzasarce (Multitron Standard Infors HT, Agema-Lab S.C., PL) przez 30 min w temperaturze
pokojowej. Wirowano przy 11 000 rpm, 20 min, 4 °C (Hermle Centrifuge Z 36MK, Labnet
International, PL). Mieszaning zebrang znad osadu pozostawiono do momentu rozdziatu na dwie
fazy, tak by nastepnie zebra¢ tylko fazg wodna zawierajaca LTA. Probka zostata nastgpnie

zliofilizowana.
7.8.2.1Oczyszczanie LTA

LTA oczyszczano na kolumnie o wymiarach 16 x 400 mm (XK 16/40, VWR, PL)
wypetnionej 120 ml ztoza Octyl Sepharose CL-4B (Sigma Aldrich, USA) z wykorzystaniem
systemu GE AKTA Purifier 100 (GE Healthcare, DE). Frakcje eluowano w gradiencie 0-60%
n- propanolu (POCH, PL) w 15% n-propanol w 0,1 M octanie sodu o pH 4,7 (POCH, PL). Frakcje
zwierajace LTA zidentyfikowano na podstawie testu DuBois (rozdziat Materiaty i Metody 7.8..2.2).

Wybrane frakcje zawierajgce reszty cukrowe potaczono i zliofilizowano.
7.8.2.2 Kolorymetryczny pomiar reszt cukrowych metoda DuBois

Zawarto$¢ reszt cukrowych w kwasach lipotejchojowych i polisacharydach monitorowano
metodg DuBois (DuBois et al., 1956). Na ptytke 96-dotkowg naniesiono 30 ul frakcji, nastgpnie
dodano 30 pl 5% fenolu (POCH, PL) i 150 pl st¢zonego H>SOs. Po 30 min inkubacji plytke
odczytano w spektrofotometrze Biotek PowerWave HT przy dtugosci fali A=490 nm.

7.8.3 Polisacharydy

Izolacj¢ polisacharydéw (PS) wykonano zgodnie z protokotem opisanym przez Gorska
i wspotp. (Gorska et al., 2017). Zawieszono 10 g masy bakteryjnej w 50 ml wodzie ultraczystej
i sonikowano w tazni ultradzwickowej P-line (ThermoFisher Scientific, USA) przez 5-10 min. Do
zawiesiny dodano 10 ml 60% kwasu trichlorooctowego (Sigma Aldrich, USA) i inkubowano na
wytrzgsarce w temperaturze pokojowej przez 2,5 godziny. Nastgpnie zawiesing zwirowano przy
13 000 rpm przez 20 min w 4°C (Hermle Centrifuge Z 36 MK, PL). Mieszanin¢ znad osadu zebrano,
a sam osad wykorzystano do powtornej ekstrakcji. Do potgczonego wodnego roztworu z obu
izolacji dodano 5 obj¢tosci zimnego etanolu (POCH, PL) i inkubowano przez noc w -20 °C.
Nastepnego dnia zawiesing zwirowano przy 13 000 rpm przez 50 min w temperaturze 4 °C. Osad
rozpuszczono w niewielkiej ilosci wody ultraczystej i pozostawiono do ogrzania w temperaturze
pokojowej. Zawiesine dializowano przez 24 godziny w woreczkach dializacyjnych o masie
czasteczkowej odcigcia 2 kDa (Slide-a-Lyzer, VWR, PL), zamrozono w -20 °C i nastgpnie

zliofilizowano.
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7.8.3.1 Oczyszczenie polisacharydéw

PS rozpuszczono w 50 mM Tris-HCI o pH 7,5 zawierajacym DNAz¢ i RNAz¢ (Sigma
Aldrich, USA) o koncowych stezeniach 210 pg/ml oraz 10mM MgCl, (POCH, PL). Zawiesing
inkubowano przez 6 godzin w 37 °C, po czym dodano proteazg ze Streptomyces griseus (Sigma
Aldrich, USA) o stezeniu koncowym 447 pg/ml i pozostawiono na noc w 37 °C. Zamrozono
w-20°C i zlioflizowano. Polisacharydy oczyszczono z wykorzystaniem chromatografii
jonowymiennej, na ztozu DEAE Sephadex A25 (GE Healthcare, DE) upakowanej w kolumnie
o wymiarach 16 x 20 mm (XK 16/20, VWR, PL).

Frakcje eluowano w gradiencie 2 M NaCl (POCH, PL) w 20 mM Tris-HCI o pH 8,2 (POCH,
PL). Do dalszych etapow oczyszczania wybrano tylko te frakcje, w ktorych zidentyfikowano reszty
cukrowe metoda DuBois (rozdziat Materialy i Metody 7.8.2.2). Wybrane frakcje potaczono
i zliofilizowano. Nastepnie przeprowadzono rozdziat z wykorzystaniem chromatografii
kolumnowej. Do tego celu wykorzystano kolumne o objetosci 200 ml i wymiarach 16 x 400mm
(XK16/40, VWR, PL) zawierajaca ztoze Toyopearl HW-55S (Tosoh Bioscience GmbH, DE).
Eluentem byt 0,1 M octan sodu (POCH, PL). Frakcje przebadano na obecnos¢ reszt cukrowych
(metoda DuBois, Materialy i Metody 7.8.2.2), nastepnie wybrane frakcje potaczono, dializowano
w woreczkach dializacyjnych o masie czasteczkowej odcigecia 2 kDa przez 24 godziny

i zliofilizowano.

7.9 SPEKTROSKOPIA JADROWEGO REZONANSU MAGNETYCZNEGO (NMR)

Identyfikacje polisacharydow i kwasow lipotejchojowych wykonano za pomocy
spektroskopii NMR. 4 mg badanego zwiazku rozpuszczono w 160 pl D20 (99,96 %, Sigma
Aldrich, USA). Pomiary wykonano w probowkach o $rednicy 3 lub 5 mm. Do tego celu
wykorzystano NMR Avance Il 600 MHZ (Bruker Biospin, CH) wyposazonego w kriosonde
CryoQCl 5 mm. Przesuniecia chemiczne wyznaczono na podstawie eksperymentow
jednowymiarowych *H przeprowadzonych w temperaturze pokojowej (298K). Analize wynikow
wykonano przy wykorzystaniu oprogramowania TopSpin 4.0.7 (Bruker BioSpin, CH).
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7.10 ANALIZA STATYSTYCZNA

Zaprezentowane wyniki zostaty przedstawione jako $rednia z btgdem standardowym $rednie;j
(= SEM). Wyniki uzyskane podczas eksperymentéw zostaly przeanalizowane w programie
GraphPad Prism 8 i 9. W badaniach in vitro w ktorych do stymulacji wykorzystywano 8 szczepow
nietraktowanych i termicznie inaktywowanych bakterii wykorzystano testy: t-studenta i Two-way
ANOVA z porownaniem Dunetta. **xxp < 0.0001, ***p < 0.001, **p< 0.01, *p < 0.05; ns, bez
statystycznego znaczenia. W przypadku badan in vivo nad szczepem Bl 7952 oraz w badaniach
antygenoéw powierzchniowych zastosowano test One-way ANOVA z poréwnaniem Dunetta,

a wyniki istotne statystycznie ze wzgledu na zbyt duzg ilos¢ danych oznaczono >#
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8 WYNIKI

8.1 CHARAKTERYSTYKA WLASCIWOSCI FIZYKOCHEMICZNYCH SZCZEPOW
BIFIDOBACTERIUM

W celu oceny réznic morfologicznych migdzy szczepami Bifidobacterium oraz tych
wynikajacych z inaktywacji termicznej, wykonano zdjecia za pomoca skaningowego mikroskopu
elektronowego. Przyktadowe obrazy zostaly zamieszczone na Rycinie 8. Wszystkie przebadane
zywe bakterie posiadaja gtadka powierzchnig komorki i wykazuja polimorfizm z przewaga
komorek o ksztalcie pateczek i maczug. Tylko kilka pojedynczych komorek przyjmowato ksztatt
,bifid”. Godzinna inaktywacja w temperaturze 65 °C prowadzita do niewielkich zmian
morfologicznych na powierzchni komorek bakteryjnych, ktora stata si¢ bardziej nieregularna
i porowata (Rycina 8). Nie zaobserwowano jednak by komorki ulegly zniszczeniu, poniewaz nie

znaleziono fragmentow uszkodzonej $ciany komorkowej.

Rycina 8 Inaktywacja termiczna w temperaturze 65 °C zmienia strukture powierzchni bifidobakterii.
Obrazy LV-SEM (A) zywych i (B) termicznie inaktywowanych komdrek Bl 7952 oraz (C) zywych i (D)
termicznie inaktywowanych komdrek Bad 373, (E) zywych i (F) termicznie inaktywowanych komdrek Bad
370. Skala (1 um) dotyczy wszystkich prezentowanych obrazow.
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Badanie wielkosci komorek za pomoca DLS wykazato, ze wszystkie analizowane zywe
szczepy mieszcza sie¢ w przedziale wielkosci od 2 do 4 pum. Najmniejszy rozmiar komorek
zaobserwowano w przypadku szczepu Bl 7952, ktory to miat tylko 2,417 um (SEM + 0,124),
a najwigkszy dla Ban 366 majacy 4,034 um (SEM = 0,102) (Rycina 9).
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Rycina 9 Réznice fizykochemiczne miedzy iywymi i termicznie inaktywowanymi bifidobakteriami. Pomiary
wielkosci (um) i potencjatu zeta (mV) nietraktowanych (niebieskie stupki) i poddanych inaktywacji termicznej
(pomaranczowe stupki) szczepow bifidobakterii wykonanych przy uzyciu Zetasizer Nano ZS. Dane
przedstawiono jako sredniq £ SEM z 5 pomiarow; roznice statystyczne analizowano za pomocq testu
t-Studenta miedzy zZywymi a termicznie inaktywowanymi, * réznica istotna statystycznie p<0,05.

Uzyskane parametry sg typowe dla bakterii z gatunku Bifidobacterium, ktore z danych
literaturowych majg rozmiar komérki mieszczacy si¢ w przedziale od 0,5 do 8 um (Bergey et al.,
2012). Wyniki pomiaréw DLS dla inaktywowanych bakterii wskazaty na istotny wptyw termicznej
obrobki na rozmiar bakterii. Dla wigkszosci badanych szczepéw obserwowano zmniejszenie
rozmiarow komorek po termicznej inaktywacji. Przyktadem jest tu Bl 7952, ktorego rozmiar
komorki zmniejszyt sie do 1,602 um (SEM =+ 0,070). Co ciekawe, szczep Bad 373 jako jedyny
znaczgco zwigkszyt rozmiar komorek po inaktywacji termicznej. Z kolei badania zmiany potencjatu
zeta uzyskane za pomoca ELS wskazaly na wysokie zroznicowanie wartosci tadunku komorek
w zaleznosci od szczepu. Najnizszy tadunek komorkowy posiadaty Bad 373 (-34,0 + 0,503),
Bad 368 (-31,86 + 0,168) i Bl 7952 (-31,24 + 0,435), a najwyzszy Ban 366 (-18,88 + 0,258)
i Bl 372 (-16,24 + 0,277). Termiczna inaktywacja, tylko w przypadku czterech szczepow
prowadzita do znaczacej statystycznie zmiany tadunku komorki. U szczepoéw Bin 369, Bad 373,
Bad 368, Ban 366 doszto do wzrostu fadunku na powierzchni komorek. Nie wykazano jednak by
zachodzila jakakolwiek korelacja migdzy zmianami potencjatu zeta, a wielko$ciag komorki
(p=0,3491).

Bakterie po hodowli zwirowano, zawieszono w sterylnym PBSie i pozostawiono

w temperaturze 4 °C na 48 i 72 godziny. Po tym czasie okreslono CFU szczepow, a wyniki
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zamieszczono w Tabeli 6. U wszystkich szczepoéw bakterii obserwowano spadek przezywalnosci
bifidobakterii po 48 godzinach za wyjatkiem szczepu Ban 218. Najwigkszy spadek ilosci bakterii
zdolnych do dalszego podziatu zaobserwowano dla szczepu Bad 373. Spadek przezywalnosci
postepowat wraz z wydtuzaniem czasu inkubacji w PBSie. Po 72 godzinach najwigkszy spadek
zaobserowano dla szczepu Bin 369, gdzie ilo$¢ bakterii spadta do 10® CFU/ml oraz Bl 372, ktérych
liczba siggata 10* CFU/m.

Tabela 6 Okreslenie przetywalnosci bifidobakterii w PBS po 48 i 72 godzinnej inkubacji

. . Przezywalnos¢ bakterii w PBS wyrazona w CFU
Szcze Wyjsciowa wartos¢
P CFU [komérek/ml] _ _
po 48 godzinach po 72 godzinach

BI 372 15,147 x 108 1,6 x 108 1,66 x 10*
Bl 7952 7,463 x 108 0,87 x 108 9,58 x 10°
Ban 366 36,73 x 108 0,97 x 108 6,38 x 10’
Ban 218 3,66 x 108 3,59 x 10° 4,65 x 108
Bad 368 3,41x 108 3,9x 108 9,95 x 10°
Bad 370 5,228 x 108 1,2 x 108 7,36 x 107
Bad 373 16,94 x 108 1,1 x 10’ 5,09 x 10°
Bin 369 46,146 x 108 7,5x 108 6,82 x 10°

Podsumowujac, obrazowanie komorek bakterii za pomocg metod mikroskopowych
wykazato, ze termiczna inaktywacja nie zaburza integralnosci $ciany komorkowej. Ponadto ocena
wlasciwosci fizycznych takich jak wielko$¢ i tadunek wykazata, ze w niektérych szczepach
dochodzi do zmian zewnatrzkomérkowych. Dodatkowo oszacowano, ze preparaty zywych bakterii
nie powinny by¢ wykorzystywane w dalszych eksperymentach po 48 godzinach od momentu ich
przygotowania. W dalszych etapach pracy ,,zywe” bakterie zostaly okre$lone terminem

,,hietraktowane”.
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8.2 CHARAKTERYSTYKA WEASCIWOSCI IMMUNOMODULUJACYCH
TERMICZNIE INAKTYWOWANYCH SZCZEPOW BIFIDOBACTERIUM

W celu okreslenia wlasciwosci immunomodulujacych badanych szczepéw wykonano szereg
analiz in vitro z wykorzystaniem roznych typow linii komérkowych. Istotne byto rowniez

okreslenie jak inaktywacja termiczna wptynie na wlasciwosci biologiczne bakterii.
8.2.1 Woplyw bifidobakterii na komoérki ukladu odpornosciowego

W pierwszym etapie okreslono jak bifidobakterie wptywaja na komorki makrofagowe.
Okreslono ich stopien proliferacji, zdolno$¢ do produkcji tlenku azotu oraz profil wytwarzanych
cytokin (Ryciny 10 - 12). Mieloidalne komorki uktadu odpornosciowego sa gtdownymi komorkami
odpowiedzialnymi za zapoczatkowanie reakcji alergicznej w organizmie.

Ocena cytotoksycznos$ci bakterii wykazata, ze stymulacja komdrek RAW 264.7
bifidobakteriami w stosunku 1:10 (ilo$¢ komoérek makrofagowych: bakterii) nie zwigksza
proliferacji w porownaniu do kontroli nietraktowanej (Rycina 10). Bakterie nie sa tez toksyczne
dla komorek. Nie obserwowano réznic w aktywnosci pomiedzy nietraktowanymi, a termicznie

inaktywowanymi bakteriami.
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Rycina 10 Ocena cytotoksycznosci badanych szczepéw Bifidobacterium z wykorzystaniem linii
makrofagéw/monocytow RAW 264.7. Komorki stymulowano nietraktowanymi (niebieskie stupki)
i termicznie inaktywowanymi (pomaranczowe stupki) bakteriami przez 18 godzin. Kontrolg negatywng byt
PBS, a pozytywnq lug/ml LPS Ol111:B4, ktore podano w tej samej objetosci co bakterie. Bezposrednim
wyznacznikiem ilosci zywych komorek jest ilos¢ bialek, ktore zwigzaly sie z sulforodaming B. Eksperyment
zostal wykonany trzykrotnie, a zamieszczone dane zostaly przedstawione jako Srednia + SEM. Analiza
poréwnawcza zostata wykonana na podstawie test t-Studenta pomiedzy nietraktowanymii termicznie
inaktywowanymi bakteriami * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. Test Dunetta 2 way-ANOVA wykonano
W odniesieniu do komorek niestymulowanych,# p<0,05.
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Badanie azotynéw wykonano w §wiezo zebranych nadsaczach pohodowlanych komorek
makrofagowych RAW 267.4. Wyniki wskazuja, ze wszystkie nietraktowane szczepy bifidobakterii
indukuja produkcje NO; jednak jego poziom nie jest wysoki w poréwaniu do poziomu uzyskanego
po stymulacji komorek LPSem i nie przekracza 10 pM (Rycina 11). Najnizszy poziom NO
uzyskano dla szczepu Bl 7952 (2,988 + 0,703), a najwyzszy dla Ban 366 (9,980 + 0,269).
Interesujacym byta obserwacja, iz w przypadku czterech szczepow (Bl 7952, Bl 372, Ban 366, Ban
218) termiczna inaktywacji obniza znaczaco zdolno$¢ bakterii do indukcji NO;™ i tylko jeden szczep
Bad 373 indukowal wzrost produkcji tej czasteczki po termicznej inaktywacji. U Szczepow
Bad 368, Bad 370 i Bin 369 nie zaobserwowano wplywu termicznej inaktywacji na zdolnosé

szczepow do indukcji NO;™.
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Rycina 11 Oznaczenie poziomu azotynéw (NO2) w nadsgczach pohodowlanych linii RAW 264.7. Komorki
stymulowano nietraktowanymi (niebieskie sfupki) i termicznie inaktywowanymi (pomararnczowe stupki)
bakteriami przez 18 godzin. Do wykonania testu Greiss wykorzystano tylko swiezo zebrany nadsqcz. Kontrolg
negatywnq byt PBS, a pozytywng lug/ml LPS Ol111:B4, ktore podano w tej samej objetosci co bakterie.
Eksperyment zostal wykonany dwukrotnie, a zamieszczone dane zostaly przedstawione jako srednia £ SEM.
Analiza porownawcza zostata wykonana na podstawie test t-Studenta pomiedzy nietraktowanymii termicznie
inaktywowanymi bakteriami * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001,. Test Dunetta 2 way-ANOVA wykonano
W odniesieniu do komérek niestymulowanych, istotne statystycznie #

Stymulacja linii makrofagowej RAW 264.7 wykazata, ze z posrdéd badanych cytokin
i chemokin (IL-4, IL-5, IL-6,1L-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A, MCP-1, GM-CSF, interferon typu I,
TNF-a i TGF-B) linia komorkowa w odpowiedzi na bakterie produkowata tylko IL-10 i TNF-a.
Nietraktowane bakterie wykazuja tendencje¢ do indukcji IL-10, niemniej jednak warto$ci te nie sg
statystycznie istotne, gdy porownamy je do kontroli PBS. Tylko stymulacja komoérek RAW 264.7
inaktywowanymi szczepami Bl 372 i Bin 369 prowadzi do statystycznie istotnego wzrostu poziomu
IL-10 w stosunku do PBSu (Rycina 12A).
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Rycina 12 Wplyw nietraktowanych i termicznie inaktywowanych szczepow bifidobakterii na wytwarzanie
cytokin przez linie makrofagow RAW 264.7. Poziom (A) IL-10 i (B) TNF-a w nadsqgczach komérkach zostat
zmierzony za pomocq testu ELISA po 18 godzinnej stymulacji z nietraktowanymi (niebieskie stupki)
i termicznie inaktywowanymi (pomararczowe stupki) bakteriami. Kontrolg negatywng byt PBS, a pozytywng
lug/ml LPS Ol111:B4, ktore podano w tej samej objetosci co bakterie. Eksperyment zostal wykonany
dwukrotnie, a zamieszczone dane zostaty przedstawione jako srednia £ SEM. Analiza poréwnawcza zostata
wykonana na podstawie test t-Studenta pomiedzy nietraktowanymii termicznie inaktywowanymi bakteriami
*p<0,05, ¥*p<0,01, ***p<0,001, analizg migdzy kontrolg negatywnq, a bakteriami wykonano na podstawie
testu Dunetta 2-way ANOVA, wyniki istotne statystycznie >#.

W przypadku TNF-a wszystkie nietraktowane oraz termicznie inaktywowane bakterie (za
wyjatkiem inaktywowanych Bl 7952) indukuja wytwarzanie znacznej ilosci tej cytokiny
w poréwaniu do kontroli (Rycina 12B). W przypadku wigkszo$ci szczepow mozna zaobserwowac,
ze inaktywacja skutkuje spadkiem zdolnosci do indukcji TNF-a w komérkach RAW 264.7. Tylko
po stymulacji szczepem Bl 372 widacé, ze termiczna inaktywacja zwigksza zdolnosci szczepu do

indukcji wiekszych ilosci TNF-a.

Wiasciwosci immunomodulujace sprawdzono rowniez na innych liniach makrofagowych
biorac pod uwagg dane literaturowe wskazujace, ze szczepy bakteryjne moga w odmienny sposéb
wplywacé na rozne linie makrofagowe w zaleznosci od miejsca ich pochodzenia. W przypadku linii

iBMDM réwniez sprowadzono cytokiny nalezace go szlakow Th1/Th2/Trg (IL-4, IL-5, IL-6,
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IL- 10, I1L-12p70, IL-13, IL-17A, MCP-1, GM-CSF, interferon typu I, TNF-a i TGF-B), ale po
stymulacji bakteriami zaobserowano tylko wzrost poziomu IL-10 i chemoatraktantu monocytéw-1
(MCP-1). Stymulacja iBMDM nietraktowanymi termicznie szczepami Bl 7952, Ban 366, Bad 368,
Bad 370, Bad 373 i Bin 369 prowadzita do indukc;ji IL-10 (Rycina 13A). Po termicznej inaktywacji
zaobserwowano tendencje do spadku poziomu IL-10, ale bez istotnosci statystycznej. W przypadku
poziomu MCP-1, ktorego gtowng funkcja w organizmie jest regulacja migracji i aktywacji
populacji monocytéw i makrofagéw (Deshmane et al., 2009) wszystkie nietraktowane szczepy
bakterii indukowaty znaczacy poziom tej chemokiny w poréwaniu do kontroli. Tylko w przypadku
szczepow Bl 7952, Ban 218 i Bad 373 po termicznej inaktywacji dochodzi do prawie catkowitego
wyciszenia produkcji tej chemokiny w komoérkach iBMDM (Rycina 13B). Po stymulacji
pozostatymi szczepami zaobserwowano tylko czgsciowy spadek indukcji MCP-1. Co ciekawe,

tylko inaktywowany szczep Bin 369 miat tendencj¢ do indukcji wyzszego poziomu tej chemokiny.
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Rycina 13 Wplyw nietraktowanych i termicznie inaktywowanych szczepow bifidobakterii na linie
makrofagéw pochodzgcych ze szpiku kostnego iBMDM. Poziom (A) IL-10, (B) MCP-1 w nadsgczach
komérkach zostat zmierzony za pomocq testu ELISA po 18 godzinnej stymulacji z nietraktowanymi (niebieskie
stupki) i termicznie inaktywowanymi (pomaranczowe stupki) bakteriami. Kontrolg negatywng byl PBS,
apozytywng lug/ml LPS Ol111:B4, ktore podano w tej samej objetosci co bakterie. Eksperyment zostal
wykonany trzykrotnie, a zamieszczone dane zostaly przedstawione jako srednia + SEM. Analiza poréwnawcza
zostala wykonana na podstawie test t-Studenta pomiedzy nietraktowanymi i termicznie inaktywowanymi
bakteriami * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, analize migdzy kontrolg negatywnq, a bakteriami wykonano
na podstawie testu Dunetta 2-way ANOVA, wyniki istotne statystycznie >#.
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Ostatnia z badanych linii komoérek mieloidalnych byta linia mysich makrofagow

pecherzykowych wyizolowanych z ptuc (MH-S). Analiza stymulacji tej linii wykazata, ze po
inkubacji ze szczepami Bifidobacterium produkuje ona tylko IL-6, TNF-a, a po 72 godzinnej

stymulacji GM-CSF (Rycina 14).
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Rycina 14 Wplyw nietraktowanych i termicznie inaktywowanych szczepow bifidobakterii na linig
makrofagéw ptucnych MH-S. Poziom (A) IL-6, (B) TNF-a i (C) GM-CSF w nadsgczach komdrkach zostat
zmierzony za pomocq testu ELISA po 18 lub 72 godzinnej stymulacji z nietraktowanymi (niebieskie stupki)
i termicznie inaktywowanymi (pomarariczowe stupki) bakteriami. Kontrolg negatywng byt PBS, a pozytywng
lug/ml LPS Ol11:B4, ktore podano w tej samej objetosci co bakterie. Eksperyment zostat wykonany
trzykrotnie, a zamieszczone dane zostaly przedstawione jako srednia + SEM. Analiza poréwnawcza zostata
wykonana na podstawie test t-Studenta pomiedzy nietraktowanymi i termicznie inaktywowanymi bakteriami
* p<0,05, *** p<0,001, analize miedzy kontrolg negatywnq, a bakteriami wykonano na podstawie testu
Dunetta 2-way ANOVA, wyniki istotne statystycznie >#.
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Analiza statystyczna wykazata, ze istotny statystycznie poziom indukcji IL-6
zaobserowano tylko w przypadku stymulacji nietraktowanymi bakteriami Ban 366, Ban 218, Bad
368 i Bin 369 (Rycina 14A). Najwyzszy poziom TNF-a zaobserwowano po podaniu
nietraktowanych Bin 369, Ban 366, Ban 218 i Bad 368. Ponadto termiczna inaktywacja szczepow
Bl 372, Ban 366 i Bin 369 nie wptyneta na ich zdolno$¢ do indukcji wytwarzania TNF-a przez lini¢
makrofagow MH-S. W przypadku termicznie inaktywowanych szczepoéw Ban 218 i Bad 368
indukcja TNF-a spada znaczaco w poréwnaniu do nietraktowanych szczepow (Rycina 14B).
Po 18 godzinnej stymulacji zaobserwowano nieznaczny wzrost poziomu czynnika stymulujacego
tworzenie kolonii granulocytow i makrofagow (GM-CSF), dlatego tez czasteczka ta byta oznaczona
po 72 godzin stymulacji (Rycina 14C). Czynnik ten jest odpowiedzialny miedzy innymi za
aktywacje 1 migracje komorek szpiku do miejsca infekcji oraz umozliwia zwigkszenie
przezywalnosci komoérek w miejscu zapalenia. Ponadto aktywuje eozynofile, neutrofili i bazofili
oraz stymuluje ich proliferacje (O’Shea et al., 2019). Wyniki wskazuja, ze tylko nietraktowane
szczepy Ban 366, Ban 218, Bad 368 i Bin 369 indukuja produkcje GM-CSF, jednak po termicznej
inaktywacji zdolnos¢ ta spada znaczaco i tylko dla szczepu Ban 366 poziom ten nadal pozostaje

statystycznie istotny w poroéwnaniu do PBSu.

78



8.2.2 Pochlanianie bifidobakterii przez komorki nablonka oraz przekazanie ich
komérkom prezentujacym antygen

Komorki nablonka stanowig pierwsza lini¢ kontaktu z bakteriami, dlatego tez istotnym bylo
okreslenie wptywu bifidobacterii na te komorki. W badaniach wykorzystano mysia lini¢ nabtonka
ptucnego TC-1, w ktorej po 18 godzinnej stymulacji szczepami Bifidobacterium i sprawdzono
poziomy cytokin szlakow Th1/Th2/Trg. Zaobserwowano, ze linia TC-1 produkowata cytokiny
takie jak IL-6, MCP-1 i po 72 godzinnej stymulacji GM-CSF (Rycina 15).
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Rycina 15 Wplyw nietraktowanych i termicznie inaktywowanych szczepow bifidobakterii na komorki
nablonka ptucnego TC-1 w warunkach in vitro. Poziom (A) IL-6, (B) MCP-1 i (C) GM-CSF w nadsgczach
komorkowych linii TC-1 zostal zmierzony za pomocq testu ELISA po 18 lub 72 godzinnej stymulacji
Z nietraktowanymi (niebieskie stupki) i termicznie inaktywowanymi (pomaranczowe stupki) bakteriami.
Kontrolg negatywng byt PBS, a pozytywnq 1ug/ml LPS O111:B4, ktore podano w tej samej objetosci co
bakterie. Eksperyment zostat wykonany trzykrotnie, a zamieszczone dane zostaly przedstawione jako Srednia
+ SEM. Analiza porownawcza zostata wykonana na podstawie test t-Studenta pomiedzy nietraktowanymi
i termicznie inaktywowanymi bakteriami, statystycznie istotna réznica * p<0,05, *** p<0,001; analize
miedzy kontrolg negatywnq, a bakteriami wykonano na podstawie testu Dunetta 2-way ANOVA, wyniki
istotne statystycznie >#.
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Uzyskane wyniki poziomu IL-6 wskazuja, ze tylko nietraktowane szczepy Ban 366, Bad 368
i Bad 369 wzbudzajg istotng statystycznie produkcje tej cytokiny w komorkach w poréwnaniu do
kontroli (Rycina 15A). Po termicznej inaktywacji bakterii dochodzi jednak do znaczacego spadku
jej produkcji. Stymulacja nietraktowanymi Bl 372, Ban 366, Ban 218, Bad 368, Bad 373 i Bin 369
prowadzi do indukcji MCP-1 przez komorki linii TC-1, podczas gdy stymulacji szczepami Bl 7952
i Bad 370 indukuje tylko nieistotny statystycznie poziom tej chemokiny. Termiczna inaktywacja
bakterii wptywa na spadek zdolnosci bifidobakterii do indukcji MCP-1. Tylko w przypadku
Bin 369 poziom ten nadal pozostaje istotny statystycznie (Rycina 15B). Co ciekawe, w przypadku
produkcji GM-CSF wszystkie nietraktowane szczepy bifidobakterii indukowaty jego znaczacy
poziom. Najwyzszy poziom GM-CSF zaobserwowano po podaniu nietraktowanych szczepow
Bl 7952 (81,846 + 32,041 pg/ml) i Ban 366 (83,927 + 6,962 pg/ml), a najnizszy po podaniu Ban 218
(55,047 +0,166 pg/ml) i Bad 370 (55,641 + 7,242 pg/ml). Termiczna inaktywacja zmniejsza
wlasciwosci bakterii do indukcji tej chemokiny u wszystkich szczepow za wyjatkiem szczepu
Bad 370. W przypadku szczepéw Ban 366, Bad 218, Bad 368 i Bad 373 spadek ten jest istotny
statystycznie. U Ban 366, Bad 218, Bad 368 po inaktywacji przestaje on by¢ istotny statystycznie
w porownaniu do kontroli (Rycina 15C).

Kolejnym etapem badan in vitro byto okreslenie zdolnosci komorek nabtonkowych do
pochtaniania bifidobakterii. Po inkubacji komérek nabtonkowych z bakteriami wybarwionymi
uprzednio SYTO9™, zbadano jaka cze$¢ komorek TC-1 pochtoneta bakterie. Wyniki oparto
0 wartosci sredniej intensywnosci fluorescencji (MFI) w zakresie $wiatta zielonego. Bakterie, ktore
zostaly pochtonigte w najwiekszej ilosci nalezaty do nietraktowanych szczepow Ban 218 i Bad 368.
Z kolei szczep Bad 370 zostat pochtonigty najstabiej. Termiczna inaktywacja marginalnie wptyneta
na spadek pochtaniania bakterii przez komorki nabtonka. Tylko w przypadku Bl 7952, Bad 373
i Bin 369 stopien pochtonigcia ulegt statystycznie istotnemu spadkowi (Rycina 16A).

Nastgpnie przebadano jak nietraktowane i termicznie inaktywowane bakterie sa
przekazywane pomiedzy komoérkami nabtonka, a koméorkami dendrytycznymi JAWS Il. Wyniki
wskazuja, ze nietraktowane bakterie, ktore zostaty pochtonigte przez lini¢ TC-1 sa przekazywane
w wigkszym stopniu niz inaktywowane. U wszystkich termicznie inaktywowanych szczepow za
wyjatkiem Bad 370 wida¢, ze warto$¢ MFI jest nizsza niz nietraktowanych bakterii, jednak tylko
w przypadku Bl 372, Ban 366, Bad 368, Bad 373 i Bin 369 jest ona istotna statystycznie (Rycina
16B). Badanie korelacji jakie zachodza pomigdzy wartosciami MFI pochlonietych bakterii,
a nastepnie przekazanych komorkom dendrytycznym wskazuje, ze za wyjatkiem szczepu Bad 370
komorki pochtaniaja i przekazuja znacznie lepiej nietraktowane bakterie (Rycina 16C). Wida¢ to
wyraznie na przyktadzie Ban 368 i Bin 369, gdzie po obrobce termicznej obserwuje si¢ znaczny

spadek wartosci MFI zar6wno w badaniu pochtaniania jaki i przekazywania.
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Rycina 16 Pochianianie bifidobakterii na komdrki nablonka, a nastepnie ich transfer do komdrek
immunologicznych. (4) Pochianianie nietraktowanych (niebieskie stupki) i termicznie inaktywowanych
(pomaranczowe stupki) komérek bakteryjnych przez komorki linii nabtonka ptucnego TC-1 i (B) transfer
komdrek pochionietych przez komdrkami nabtonka, do komorek dendrytycznych JAWS Il, (C) badanie
korelacji Pearsona pomiedzy przekazywaniem i pochlanianiem bakterii Eksperyment zostal wykonany
trzykrotnie, a zamieszczone dane zostaly przedstawione jako srednia = SEM. Analiza porownawcza zostata
wykonana na podstawie test t-Studenta pomiedzy nietraktowanymi i termicznie inaktywowanymi bakteriami,
statystycznie istotna roznica * p<0,05.

Nastepnie  okre§lono  wihasciwosci  modulatorowe  szczepow  bifidobakterii
z wykorzystaniem komorek rozpoznajacych antygen. W pierwszej kolejnosci sprawdzono

odpowiedz linii komorek dendrytycznych JAWS I, jednak stymulacja badanymi szczepami
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(oraz LPS) nie doprowadzita do indukcji produkeji zadnych badanych przez nas cytokin/chemokin
(dane nie pokazane). Nastepnie eksperymenty przeprowadzono na komorkach dendrytycznych
wyizolowanych ze szpiku kostnego myszy (BMDC). W badaniach skupiono si¢ przede wszystkich
na ocenie mozliwos$ci badanych bakterii do indukcji wytwarzania IL-10 i IL-12p70 (Rycina 17).
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Rycina 17 Wplyw nietraktowanych i termicznie inaktywowanych szczepow bifidobakterii na komdorki
prezentujqgce antygen W warunkach in vitro. Poziom (A) IL-10 i (B) I1L-12p70 w nadsqczach komérkowych
komdrek dendrytycznych BMDC zostat zmierzony za pomocq testu ELISA po 20 godzinnej stymulacji
Z nietraktowanymi (niebieskie stupki) i termicznie inaktywowanymi (pomaranczowe stupki) bakteriami.
Kontrolg negatywng byt PBS, a pozytywng 1ug/ml LPS Ol111:B4, ktore podano w tej samej objetosci co
bakterie. Eksperyment zostal wykonany dwukrotnie, a zamieszczone dane zostaly przedstawione jako srednia
+ SEM. Analiza porownawcza zostala wykonana na podstawie test t-Studenta pomiegdzy nietraktowanymi
i termicznie inaktywowanymi bakteriami, statystycznie istotna réznica * p<0,05, ** p<0,01,; analize miedzy
kontrolg negatywnq, a bakteriami wykonano na podstawie testu Dunetta 2-way ANOVA, wyniki istotne
statystycznie >#.

Komorki dendrytyczne wyizolowano i zréznicowano zgodnie z opisem umieszczonym
w Materiatach i Metodach 7.6, stymulowano nietraktowanymi i termicznie inaktywowanymi
bakteriami przez 20 godzin, a nastgpnie zmierzono poziom cytokin w nadsgczach znad hodowli.
Wyniki wskazuja, ze wszystkie badane szczepy stymulujg produkcije obu tych cytokin. Najwyzszy
poziom IL-10 zaobserwowano po stymulacji szczepami Bl 7952 (31404 + 636 pg/ml) i Bad 368
(29821 + 1583 pg/ml). Z kolei najnizszy w przypadku Ban 366 (16527 + 1484 pg/ml) i Bad 373
(16929 +2189 pg/ml). Nie zaobserwowano znaczacych réznic w poziomach pomiedzy
nietraktowanymi, a termicznie aktywowanymi bakteriami za wyjatkiem szczepu Ban 366, gdzie

termiczna inaktywacja bakterii skutkowata znaczacym spadkiem indukcji produkcji IL-10

82



w poréwnaniu do nietraktowanych bakterii (Rycina 17A). Najwyzszy poziom IL-12p70 uzyskano
po stymulacji Bl 372. Co ciekawe termiczna inaktywacja szczepéw nieznacznie podwyzszyla
zdolnos¢ bakterii do indukcji tej cytokiny. Zauwazalne jest to zwlaszcza U szczepoéw Ban 218
i Bad 370 (Rycina 17B).

8.2.3 Badanie roli receptorow TLR i NOD w rozpoznawaniu bifidobakterii

W nadsgczach hodowli ludzkich komorek HEK293, ktorym stabilnie wprowadzono geny
kodujace ludzki receptory hTLR2, hTLR4, hNOD2 i hNODI1 stymulowanych szczepami
bifidobakterii w stezeniu 10’ CFU, oznaczono poziom IL-8. W przypadku aktywacji receptorow
hTLR4 i hNODL1 przez bifidobakterie poziom IL-8 byt niewykrywalny, co $§wiadczy o tym, ze te
receptory nie biorg udzialu w rozpoznawaniu bakterii (dane nie pokazane). Szczepy bifidobakterii
sg rozpoznawane glownie przez receptor hTLR2. Najwyzszy poziom IL-8 zaobserwowano dla
bakterii Bifidobacterium adolescentis (Bad 368, Bad 370 i Bad 373) co $wiadczy o najlepszym
rozpoznawaniu przez receptor. Z kolei najnizszy poziom zaobserwowano po stymulacji Ban 366.
Termiczna inaktywacja u wickszosci szczepow nie powoduje zmian w rozpoznawaniu antygenow
bakteryjnych przez receptor TLR2. Tylko w przypadku szczepéow Bl 7952, Ban 218 i Bin 369
widaé, ze inaktywowane termicznie bakterie indukujg wyzsze poziomy IL-8 niz nietraktowane
bakterie (Rycina 18A). W przypadku receptora NOD?2 analiza statystyczna wykazata, ze tylko dwa
szczepy (Bl 372 i Ban 218) sa rozpoznawane przez ten receptor. Po inaktywacji termicznej
mozliwos¢ rozpoznawania bakterii Bl 372 znacznie spada. W przypadku Ban 218 zaobserowano
z kolei, ze inaktywacja umozliwia wydajniejsze rozpoznawaniem bakterii przez ten receptor

(Rycina 18B).
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Rycina 18 Wplyw podania bifidobakterii na aktywacje receptorow hTLR2 i hNOD2. Poziom cytokiny IL-8
postuzyt jako wskaznik aktywacji receptorow. Komorki stymulowano nietraktowanymi (niebieskie stupki)
| termicznie inaktywowanymi (pomarariczowe stupki) bakteriami przez 16 godzin. Jako kontrole pozytywne
zastosowano ligand TLR2 Pam3CSK4 (1 ug/ml) i ligand NOD?2 dipeptyd muramylowy (MDP; 100 ng/ml),
PBS zastal wykorzystany jako kontrola negatywng. FEksperyment zostal wykonany dwukrotnie,
a zamieszczone dane zostaly przedstawione jako srednia = SEM. Analiza poréwnawcza zostata wykonana na
podstawie test t-Studenta pomiedzy nietraktowanymi i termicznie inaktywowanymi bakteriami, statystycznie
istotna roznica * *p<0,01.

Wykonane badania pozwolily na oceng specyficznych wlasciwosci immunomodulujacych
8 szczepow Bifidobacterium. Wszystkie badane szczepy zaréwno w komérkach immunologicznych
jak i nabtonkowych indukowaly odpowiedz immunomodulujaca i pozwolily na opracowanie
profilow cytokinowych. Ponadto wykazano, ze termiczna inaktywacja wptywa na wiasciwosci
modulujgce badanych w pracy szczepéw. W dalszych etapach pracy skupiono sie¢ na badaniu
invitro 4 szczep6éw (Bl 7952, Ban 218, Bad 373 i Bin 369) ze wzgledu na ich zréznicowang

odpowiedz immunomodulujaca.
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8.3 POROWNANIE WEASCIWOSCI IMMUNOMODULUJACYCH WYBRANYCH
SZCZEPOW BIFIDOBACTERIUM Z WYKORZYSTANIEM KOMOREK
SLEDZIONY WYIZOLOWANYCH Z MYSZY UWRAZLIWIONYCH NA OVA

Z myszy BALB/c uprzednio uwrazliwionych na owoalbuming wyizolowano splenocyty
(rozdzial Materiaty i Metody 7.6), ktore nastgpnie re-stymulowano OVA oraz bakteriami przez
72 godziny. W nadsaczach hodowli splenocytéw oznaczono cytokiny szlakow Th1/Th2. Kontrola
negatywna byly komorki stymulowane PBSem, a pozytywng komorki re-stymulowane tylko OVA.
Re-stymulacja  splenocytow samg OVA  spowodowalo wzrost poziomu cytokin
charakterystycznych dla odpowiedzi Th2, takich jak IL-4, IL-5 i IL-13 (Rycina 19A, B i C), IL-10
(Rycina 19F) oraz IL-6 (Rycina 19E) w stosunku do niestymulowanych komorek.
Nie zaobserwowano produkcji IFN-y (Rycina 19D), gtownej cytokiny szlaku Thl.
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Rycina 19 Nietraktowane i termicznie inaktywowane szczepy bifidobakterii wplywajq na produkcje cytokin
indukowanych podaniem OVA w hodowlach splenocytow pobranych z myszy uwrazliwionych na OVA.
Poziom cytokin (A) IL-5, (B) IL-4, (C) IL-13, (D) IFN-y, (E) IL-6 i (F) IL-10 oznaczono po 72 godzinnej
stymulacji OVA oraz nietaktowanymi (niebieskie stupki) lub termicznie inaktywowanymi (pomaranczowe
stupki) bakteriami. Komorki stymulowane PBS postuzyly jako kontrola negatywna. Poziom cytokin
oznaczono z wykorzystaniem Luminexu 2000 (BioRad, USA). Wartosci zebrano z dwéch niezaleznych
eksperymentow. Roznice miedzy nietraktowanymi i termicznie inaktywowanymi bakteriami zbadano za
pomocq testu t-Studenta (*p <.0.05). Poréwnanie miedzy grupq, ktorej podano tylko OVA, a grupami z OVA
i bakteriami przebadano za pomocq testu ANOVA Dunett'a #p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001, ##tHp <
0.0001.
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Wszystkie badane szczepy bifidobakterii hamuja produkcje cytokin szlaku Th2. Nie
zaobserwowano by inaktywacja termiczna wptyneta na poziom tych cytokin. Jedynym wyjatkiem
jest tu szczep Bl 7952, gdzie traktowanie komoérek wysoka temperaturg wptywa na stabsza supresje
IL-4 w poréwnaniu do nietraktowanych komoérek (Rycina 19B). Szczep ten jako jedyny nie
aktywowat produkcji IFN-y. Ban 218 podany niezaleznie czy jako nietraktowane, czy
inaktywowane bakterie spowodowat znaczacy wzrost interferonu. Z kolei w przypadku Bad 373
i Bin 369 tylko termicznie inaktywowane bakterie indukowaty wzrost poziomu tej cytokiny
(Rycina 19D). W przypadku IL-6, tylko stymulacja szczepem Bad 373 prowadzita do wzrostu
poziomu tej cytokiny (Rycina 19E). Stymulacja nietraktowanymi szczepami Bl 7952 i Bin 369
hamuje indukcje produkcji IL-10 wywotanej OVA, jednakze potraktowanie szczepéw wysoka
temperatura znosi ten efekt (Rycina 19F).

Uzyskane wyniki wskazuja, ze szczep Bl 7952 hamuje odpowiedz szlaku Th2 indukowana
podaniem OVA w mysich komorkach §ledziony, réwnoczesnie jako jedyny nie wzbudzit
odpowiedzi Thl. Moze to sugerowac, ze indukuje on inng $ciezke odpowiedzi immunologicznej
w odpowiedzi na alergen. Ponadto wczesniejsze badania dotyczace tego szczepu wykazaly, ze
zapobiega on uwrazliwieniu myszy na alergeny pytku brzozy Bet vl w modelu myszy
gnotobiotycznych, ktére byly mono kolonizowane tym szczepem (Schwarzer et al., 2013). Na

podstawie tych informacji, szczep Bl 7952 zostal wybrany do dalszych eksperymentow in vivo.

8.4 DONOSOWE PODAWANIE NIETRAKTOWANEGO | TERMICZNIE
INAKTYWOWANEGO BL 7952 OSEABIA HUMORALNA I KOMORKOWA
ODPOWIEDZ IMMUNOLOGICZNA W MYSIM MODELU ALERGII
WYWOLANEJ PODANIEM OVA

Charakterystyke wtasciwosci przeciwalergicznych szczepu Bl 7952 wykonano w mysim
modelu alergii wziewnej na OV A opisanym w rozdziale Materiaty i Metody punkt 7.7. W pierwszej
kolejnosci przebadano czy pobrane splenocyty od myszy traktowanych bakteriami i OVA, po
re-stumulacji OVA beda produkowaly cytokiny szlakow Thl/Th2. Grupe myszy, ktora
przyjmowata nietraktowany szczep Bl 7952 oznaczono jako UN Bl 7952/OVA, a termicznie
inaktywowane bakterii HT B1 7952/OV A. Grupa kontrolna zostata opisana jako PBS/OVA. Myszy,
ktére przyjmowaly nietraktowane bakterie Bl 7952 maja obnizony poziom cytokin szlaku Th2 tj.
IL-5, IL-4 i IL-13 (Rycina 20A, B i C) w poréwnaniu do grupy PBS/OVA. Po podaniu myszom
inaktywowanych termicznie bakterii obnizeniu ulegat tylko poziom IL-5. W przypadku IL-10
i IL- 6 (Rycina 20D i G) obserwuje si¢ trend, w ktorym widaé, ze podanie donosowe myszom
nietraktowanych bakterii wplywa na zmniejszenie produkcji obu tych cytokin w splenocytach,

podczas gdy podanie inaktywowanych bakterii nie ma wplywu na ich poziom w poréwnaniu do
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grupy PBS/OVA. W przypadku IFN-y i IL-17A (Rycina 20E i F) ich produkcja w splenocytach

jest znikoma, a ponadto nie obserwowano istotnie statystycznych zmian w obrebie badanych grup.
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Rycina 20 Donosowe podanie nietraktowanych i termicznie inaktywowanych bakterii Bl 7952 ostabia
odpowied? immunologiczng wywolang przez owoalbuming. Poziom cytokin (A) IL-5, (B) IL-4, (C) IL-13,
(D) IFN-y, (E) IL-6 i (F) IL-10 oznaczono po 72 godzinnej stymulacji OVA w grupach myszy przyjmujgcych
nietraktowane (UN Bl 7952/OVA, niebieskie stupki), inaktywowane (HT Bl 7952/0OV A, pomaranczowe stupki)
bakterie /ub PBS (PBS/OVA, czarne stupki). Poziom cytokin oznaczono z wykorzystaniem Luminexu 2000
(BioRad, USA). Wartosci sq wyrazone jako wykres pudetkowy ze stupkami wartosci sredniej i minimalnej do
maksymalnej; kazda kropka reprezentuje pojedynczq mysz. Istotng roznice miedzy grupami doswiadczalnymi
otrzymujgcymi PBS/OVA i traktowanymi bifidobakteriami/OVA obliczono za pomocqg One-way ANOVA
Dunnett *p <0,05. **p < 0,01.

Na podstawie poziomu przeciwcial oszacowano réwniez obwodowa odpowiedz
organizmu.W surowicy krwi oznaczono poziom przeciwciat IgE, IgG1, IgG2a i IgA (Rycina 21).
Oznaczenie poziomu OVA-specyficznych IgE przy wykorzystaniu komoérek RBL-2H3 wskazuje,
ze tylko podanie nietraktowanych Bl 7952 (UN Bl 7952/OVA) skutkuje statystycznie istotnym
obnizeniem poziomu tych przeciwcial w porowaniu do grupy PBS/OVA (Rycina 21A).
Podobnemu spadkowi ulega poziom OV A-specyficznych przeciwciat 1gG2a, ktory to powigzane
s z aktywacja szlaku Thl (Rycina 21C). Z kolei poziom OVA-specyficznych przeciwciat IgG1
byt obnizony w obu badanych grupach w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Rycina 21B). Zaréwno
w przypadku UN Bl 7952/0OVA jak i HT BI 7952/OVA nie obserwuje si¢ statystycznie istotnych
zmian w poziomach catkowitych i OVA-specyficznych przeciwciat IgA (Rycina 21D i E).
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Dodatkowo zbadano poziom przeciwciat IgA skierowanych specyficznie przeciwko bakteriom.
Wyniki wskazujg, ze tylko w grupie UN Bl 7952/0OVA dochodzi do powstawania specyficznych
przeciwcial IgA skierowanych przeciw nietraktowanym Bl 7952. Z kolei w grupie, ktora

przyjmowata termicznie inaktywowane Bl 7952 nie obserwuje si¢ zmian w poziomie tego rodzaju

przeciwcial w poréwnaniu do grupy PBS/OVA (Rycina 21F).

40-

OVA-specyficzne IgE

*k *k

1.0

OVA-specyficzne IgG1

*¥

0.10

OVA-specyficzne 1gG2a

i X
p=0,0636 r 1
> L 4
b3 e 0.8 l 0.08 oo
2 i LR
‘€ 30 o
£ s = .
:
g - Eos 5 £ 0.06- .
] T & * o
s 20 ° s . 2 o
< 1 2 3 0.04-] :
2 z 204 . s 2 0,
c
© LX ]
5 107 : 0.2 y 0.02-
E ° * Ps .
=)
-
0 = 0.0 . s 0.00 T
v v \a
2 R\d R\d S A\ S S S
A N N
o o o° e & & R
& & ] 2 > A
¥ &S > > > <
> N & N
OVA-specyficzne IgA E Catkowity poziom IgA F  Poziom IgA specyficznych wzgledem BI 7952
0.201 800+ 0.4+
°® ¥
°
0.15 600 0.3 .
—_— * * —_—
E ° = : s g
go10 £ P 8 . ? &
3 gees 5 400 s g 02 ° 2 =3 PBS/OVA
3 H : T 3 = . UN BI 7952/0VA
< < o
. @ = = HT Bl 7952/0VA
e ° s
0.05 oo 200- 0.1 $ e
3 e,
0.00 - - - 0 : 0.0
\a \a v \a S &
& & ¢ & & & &
% P » 2) » > N S 3 &
& & &P & & & REN RS
‘\0‘ Ra A < & RS
N S & ¢ &

Rycina 21 Donosowe podanie nietraktowanych i termicznie inaktywowanych bakterii Bl 7952 wplywa na
produkcje przeciwcial w mysim modelu uczulenia na OVA. Oznaczono poziom przeciwcial skierowanych
przeciwko OVA: (A) IgE, (B) IgG1, (C) 19G2 i (D) IgA, (E) catkowity poziom IgA, oraz (F) specyficznych 1gA
skierowanych przeciw Bl 7952.Wplyw nietraktowanych (UN Bl 7952/OVA, niebieskie stupki),
inaktywowanych (HT Bl 7952/OVA, pomaranczowe stupki) bakterii lub PBS (PBS/OVA, czarne stupki)
okreslono na podstawie poziomu przeciwciat znajdujgcych sie w surowicy krwi obwodowej. Do 0znaczenia
poziomow przeciwcial probki rozcienczono 1:810 dla komorek RBL, 1:10 000 dla IgG1, 1:100 dla IgG2a
1:10 dla IgA. Do oznaczenia poziomu przeciwcial IgA specyficznych wzgledem nietraktowanych (UN)
i termicznie inaktywowanych (HT) Bl 7952 surowice rozciericzono dwukrotnie. Wartosci sq wyrazone jako
wykres pudetkowy ze stupkami wartosci Sredniej i minimalnej do maksymalnej; kazda kropka reprezentuje
pojedynczq mysz. Istotng réznicg miedzy grupami doswiadczalnymi otrzymujgcymi PBS/OVA i traktowanymi
bifidobakteriami/OVA obliczono za pomocg One-way ANOVA Dunnett *p <0,05. **p < 0,01.

Badanie poziomu cytokin w plynie oskrzelowo-pecherzykowym (BALF) wykazato, ze
podanie myszom donosowo nietraktowanych Bl 7952 (UN Bl 7952/0OVA) skutkuje spadkiem
poziomu IL-4 i IL-5, jednak nie wptywa na poziom IL-13 (Rycina 22 A, B i C). W grupie

88



HT BI 7952/OVA obserwowany jest tylko spadek poziomu IL-4. U myszy z grupy UN BI 7952
zaobserowano réwniez, ze poziom IL-6 jest znaczaco nizszy niz u myszy PBS/OV A, a w przypadku
grupy HT Bl 7952/OV A poziom ten rowniez jest nizszy, cho¢ nie istotny statystycznie (Rycina
22G). Podanie szczepu Bl 7952 zaréwno jako nietraktowanych jak i termicznie inaktywowanych
indukuje produkcje tej IL-17A w ptucach. W przypadku UN Bl 7952/OV A poziom ten si¢ga prawie
30 pg/ml i jest znaczaco wyzszy niz w grupie PBS/OVA (Rycina 22F). W przypadku I1L-10
pomimo, ze nie obserwuje si¢ réznic pomiedzy grupami, mozna w przypadku UN Bl 7952
stwierdzi¢ tendencje do wzrostu poziomu tej cytokiny (Rycina 22D). W przypadku IFN-y nie

zaobserowano roznic istotnych statystycznie migdzy badanymi grupami (Rycina 22E).
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Rycina 22 Donosowe podawanie nietraktowanego i termicznie inaktywowanego Bl 7952 moduluje profil
cytokinowy w alergicznym zapaleniu ptuc myszy uczulonych na OVA. Wplyw nietraktowanych (UN Bl
7952/OVA, niebieskie stupki), inaktywowanych (HT Bl 7952/OVA, pomaranczowe stupki) bakterii lub PBS
(PBS/OVA, czarne stupki) okreslono na podstawie poziomu cytokin w plynie oskrzelowo- pecherzykowym.
Poziom cytokin oznaczono z wykorzystaniem Luminexu 2000 (BioRad, USA). Wartosci sq wyrazone jako
wykres pudetkowy ze stupkami wartosci Sredniej i minimalnej do maksymalnej; kazda kropka reprezentuje
pojedynczq mysz. Istotng roznice miedzy grupami doswiadczalnymi otrzymujgcymi PBS/OVA i traktowanymi
bifidobakteriami/OVA obliczono za pomocg One-way ANOVA Dunnett *p <0,05. **p < 0,01.
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Analiza histologiczna skrawkow ptuc ujawnita, ze w przypadku obu grup przyjmujacych
Bl 7952 zaobserwowano zmniejszenie naciekow komorkowych oraz mniejszg ilos¢ komorek
produkujacych §luz niz w grupie PBS/OVA. Ponadto w obu grupach (UN BI 7952/OVA i HT
Bl 7952/0VA) widoczne jest zmniejszenie zapalenia okotonaczyniowego i okotooskrzelowego.
Mozna rowniez zauwazy¢ nizsza obecno$¢ ilosci leukocytow w przestrzeniach pecherzykowych
(Rycina 23A i B). W BALF grupy UN BI7952/OVA zidentyfikowano znaczaco nizsza ilo$¢
komérek immunologicznych w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Obserwowano znaczacy spadek
liczby eozynofili. W przypadku pozostatych grup komoérek nie zauwazono rdznic pomigdzy
UN BI7952/0OVA, a grupa PBS/OVA. Co ciekawe pomimo braku réznic w ogdlnej licznie komorek
immunologicznych miedzy grupa HT Bl 7952/OVA, a grupa kontrolng zaobserwowano znaczacy
wzrost liczby makrofagow i neutrofili w grupie przyjmujacej termicznie inaktywowane bakterie.
Brak réznic mozna wytlumaczy¢ réwnoczesnym spadkiem ilos¢ eozynofili w badanej grupie
(Rycina 23C). W BALF grupy UN BI17952/OVA zidentyfikowano znaczgco nizszg ilo$¢ komorek
immunologicznych w poréwnaniu do grupy kontrolnej, ktore jak wykazata dalsza analiza okazaty
si¢ eozynofilami. W przypadku pozostatych grup komoérek nie zauwazono rdéznic pomiedzy
UN BI17952/0OVA, a grupa PBS/OVA. Co cickawe pomimo braku réznic w ogdlnej licznie komorek
immunologicznych miedzy grupa HT Bl 7952/OVA, a grupg kontrolng zaobserwowano znaczacy
wzrost liczby makrofagow i neutrofili w grupie przyjmujacej termicznie inaktywowane bakterie.
Brak roznic mozna wytlumaczy¢ rownoczesnym spadkiem ilo$¢ eozynofili w badanej grupie
(Rycina 23C). Nastepnie zbadano poziom przeciwcial IgE specyficznych wzgledem OVA
wykorzystujac komorki linii RBL, dla ktoérych oznaczono poziom uwolnienia B-heksozoaminidazy.
Wykazano, ze tylko po podaniu nietraktowanych Bl 7952 poziom IgE znaczgco spada (Rycina
23D). W BALF zaobserwowano znaczgco wiekszy poziom catkowitych przeciwciat IgA u myszy
przyjmujacych nietraktowany Bl 7952 w poréwnaniu do grup PBS/OVA i HT Bl 7952/0VA
(Rycina 23E). Co ciekawe poziom przeciwcial IgA skierowanych przeciwko OVA w tej grupie nie
ulegt zmianie. Jedynie w grupie HT Bl 7952/OVA mozna zaobserwowaé pewna tendencje
spadkowg (Rycina 23F). Najwiekszg roznicg w poziomach przeciwcial IgA zaobserwowano
W grupie przeciwciat skierowanych przeciwko podawanym donosowo bakteriom. W grupie myszy
przyjmujacej nietraktowane bakterie (UN Bl 7952/0OVA) widaé, ze doszlo to wytworzenia
przeciwciat IgA rozpoznajacych nietraktowane bakterie. Podobne wyniki uzyskano wykorzystujac
surowicg¢ krwi z grupy HT BI 7952. Jednakze, nie zaobserwowano obecnosci specyficznych
przeciwciat IgA w uktadzie homologicznym tzn. przeciw bakteriom termicznie inaktywowanym

(Rycina 23G).
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Rycina 23 Donosowe podawanie nietraktowanego i termicznie inaktywowanego Bl 7952 w rézny
sposob zmniejsza zapalenie alergiczne w plucach myszy uczulonych na OVA. (A) Zbadano skrawki
tkanki ptucnej barwione kwasem nadjodowym-Schiffa myszy, ktore przyjmowaty nietraktowane (UN BI
7952/0OV A, niebieskie stupki) i inaktywowane (HT Bl 7952/OV A, pomaranczowe stupki) bakterie lub PBS
(PBS/OVA, czarne stupki). (B) Probki zostaly poddane ocenione histopatologicznej przez dwodch
niezaleznych ekspertow. (C) Zliczono catkowita ilo§¢ komoérek immunologicznych obecnych w BALEF. (D,
E, F i G) Okreslono poziomy przeciwcial znajdujacych si¢ w plynie oskrzelowo-pecherzykowym. Do
oznaczenia poziomow przeciwcial probki nie rozcienczano dla komoérek RBL i nierozcienczonych dla IgA.
Do oznaczenia poziomu przeciwciatl IgA specyficznych wzgledem nietraktowanych (UN) i termicznie
inaktywowanych (HT) Bl 7952 BALF rozcienczono dwukrotnie. Wartosci sa wyrazone jako wykres
pudetkowy ze stlupkami warto$ci Sredniej i minimalnej do maksymalnej; kazda kropka reprezentuje
pojedyncza mysz. Istotng roznicg migdzy grupami doswiadczalnymi otrzymujagcymi PBS/OVA
i traktowanymi bifidobakteriami/OV A obliczono za pomoca One-way ANOVA Dunnett *p <0,05. **p <
0,01

Przeprowadzone badania na mysim modelu alergii indukowanej OVA wykazaty, ze

nietraktowany (podany jako zywy) szczep Bl 7952 podawany donosowo chroni przed rozwojem
alergii, zar6wno dziatajac lokalnie (ptuca) jak i systemowo. Zaobserwowano, ze szczep ten oprocz

hamowania produkcji cytokin szlaku Th2 nie indukuje aktywacji szlaku Thl (brak indukcji
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IFN - y). Nie zaobserwowano zmian w poziomie IL-10, co moze wskaza¢, ze nie dochodzi do
uruchomienia szlaku Ty Oznaczono jednak wzrost IL-17A, ktora jest jedng z gtdéwnych cytokin
szlaku Th17. Wyniki wskazuja, ze termiczna inaktywacja skutkuje czgsciowa utratg wtasciwosci
immunomodulujacych, skutkujgc zmniejszeniem zdolno$ci do modulowania odpowiedzi
immunologicznej w reakcji alergicznej. W dalszej czgséci pracy postawiono sobie pytanie, jakie
antygeny powierzchniowe moga by¢ odpowiedzialne za obserwowane wlasciwosci

immunomodulujace.

8.5 ANTYGENY POWIERZCHNIOWE BL 7952 W ZROZNICOWANYM SPOSOB
WPLYWAJA NA ODPOWIEDZ IMMUNOLOGICZNA

Kolejnym celem pracy byla charakterystyka wybranych antygenéw powierzchniowych
szczepu Bl 7952. Antygenami wyizolowanymi w trakcie wykonywania niniejszych badan byt
peptydoglikan (PGN), ktorego izolacje i oczyszczanie opisano w rozdziale Materialy i metody
punkt 7.8.1. W badaniach skupiono si¢ na 3 probkach peptydoglikanowych: frakcji mieszanej,
rozpuszczalnej 1 nierozpuszczalnej. W literaturze najczesciej Wykorzystuje si¢ wytaczenie frakcje
rozpuszczalng peptydoglikanu, jednak w niniejszej pracy sprawdzono wlasciwosci
immunomodulujace obu (Porfirio et al., 2019). Wyizolowany lecz nadal stanowigcy mieszaning
LTA rozdzielono na kolumnach chromatograficznych tak jak opisano to rozdziale Materiaty
i metody punkt 7.8.2. Za pomocg testu kolorymetrycznego zidentyfikowano dwie frakcje rozniace
si¢ wlasciwosciami hydrofobowymi: LTA 7952.1 byt czasteczka mniej hydrofobowa niz LTA
7952.2. Ostatnig grupa badanych antygenow byly polisacharydy, ktore zostaty wyizolowane ze
$ciany komorkowej oraz §luzu bakteryjnego zgodnie z opisem w rozdziale Materiaty i metody
7.8.3. Mieszaning polisacharydow oczyszczono nastgpnie za pomoca chromatografii kolumnowej
(Materiaty i metody punkt 7.8.3.1). Po rozdziale na dwoch kolumnach chromatograficznych frakcje
zidentyfikowano za pomocg testu DuBois uzyskujac kilka frakcji réznigcych sie masa i tadunkiem.
Po sprawdzeniu frakcji na NMR wybrano cztery, ktére zawieraly czyste zwigzki polisacharydowe.

W przypadku badan nad antygenami skupiono si¢ na okresleniu ich wlasciwosci
immunomodulujacych w  komorkach nabtonka TC-1, naiwnych mysich komoérkach
dendrytycznych BMDC i splenocytach. Ponadto okreslono czy aktywuja one receptory hNOD2,
hTLR2 i hTLR4. Do stymulacji wykorzystano stezenia wykorzystane wczesniej w literaturze:
10 pg/ml dla LTA lub peptydoglikanu i 30 pg/ml dla polisacharydow.
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Rycina 24 Wplyw wybranych antygenow Bl 7952 na komorki nablonka ptucnego TC-1 w warunkach in
vitro. Poziom (A) IL-6 i (B) MCP-1 w nadsqczach komorkowych linii TC-1 zostat zmierzony za pomocq testu
ELISA po 18 godzinnej stymulacji z antygenami w stezeniach 10 ug/ml dla LTA lub peptydoglikanu i 30 ug/ml
dla polisacharydow. Kontrolg negatywng byt PBS. Eksperyment zostat wykonany trzykrotnie, a zamieszczone
dane zostaly przedstawione jako srednia + SEM. Istotng roznice miedzy kontrolg, a probkami obliczono za
pomocg One-way ANOVA Dunnett

W pierwszej kolejnosci wykonano oceng wlasciwosci immunomodulujacych na podstawie
stymulacji komoérek nabtonka mysiego TC-1 (Materialy i Metody 7.5.1). Kontrolg pozytywna
stanowily zywe bakterie Bl 7952 o stezeniu 0,5 x 107 CFU/ml. Stymulacja PGN oraz LTA
skutkowata produkcja IL-6 na poziomie porownywalnym z kontrolg PBS. Z kolei w przypadku
antygenow polisacharydowych najwyzszy poziom uzyskano dla oczyszczonych polisacharydow
komorkowych (PS 7952.1, PS 7952.2 i PS 7952.4), a najnizszy dla mieszanin PS komorkowych
i sluzowych (Rycina 24A). W przypadku produkcji MCP-1 mieszanina PGN indukuje najwyzszy
poziom tej chemokiny, nierozpuszczalna frakcja PGN indukuje troche stabszg odpowiedz, a frakcja
rozpuszczalna prawie jej nie wzbudza. W przypadku LTA nie obserwuje si¢ znaczacego wzrostu
MCP-1. Z kolei mieszaniny PS komorkowego i $luzowego wzbudzajg najwyzsza produkcje
MCP-1 w porowaniu do rozdzielonych frakcji PS (Rycina 24B).
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Badanie wlasciwosci immunomodulujacych badanych antygenéw z wykorzystaniem
komorek dendrytycznych wykazato, ze PGN i LTA nie indukuja produkcji IL-10, a tylko
u niektorych polisacharydy wzbudzenia produkcje tej cytokiny. Mieszanina PS 7952 komérkowego
wzbudza znacznie wigksza produkcje IL-10 niz PS 7952.9 1 PS 7952.10 (Rycina 25A). Mieszanina
PS 7952 komoérkowego, jak rowniez jego frakcja PS 7952.2 indukuja wysoki poziom IL-12p70.
W przypadku pozostatych PS poziom jest znacznie nizszy, a po stymulacji PGN i LTA w ogdlne
nie obserwuje si¢ produkcji IL-12p70 (Rycina 25B). Podobnie obserwacje zanotowano
w przypadku IL-6, ktorej produkcja byta indukowana tylko w przypadku stymulacji BMDC przez
polisacharydy. Najwyzszy poziom tej cytokiny uzyskano po stymulacji PS 7952.10, a pozostate
frakcje PS jak rowniez mieszaniny PS indukuja nieznacznie nizszy poziom IL-6 (Rycina 25C).
Ostatnig zbadang cytoking byl TNF-a, ktérego produkcji réwniez nie wzbudzity PGN i LTA.
Wysoki poziom obserwowany jest za to dla frakcji polisacharydowych, zwlaszcza dla PS 7952.2
i PS 7952.9 (Rycina 25D).
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Rycina 25 Wplyw antygenow powierzchniowych Bl 7952 na komdrki prezentujgce antygen W warunkach
in vitro. Poziom (A) IL-10, (B) IL-12p70(C) IL-6 i (D) TNF-a w nadsgczach komdrkowych komdrek
dendrytycznych BMDC zostaf zmierzony za pomocqg testu ELISA po 20 godzinnej stymulacji z wybranymi
antygenami w stezeniach: 10 ug/ml dla LTA lub peptydoglikanu i 30 ug/ml dla polisacharydow. Kontrolg
negatywng byt PBS. Eksperyment zostat wykonany czterokrotnie, a zamieszczone dane zostaty przedstawione
Jjako Srednia = SEM. Istotng roznice miedzy kontrolg, a probkami obliczono za pomocg One-way ANOVA

Wyniki stymulacji naiwnych splenocytow badanymi antygenami wykazaly, ze tylko PGN

indukuje produkcje IL-6, jednak obserwowany jest rowniez trend wzrostu poziomu tej cytokiny po
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stymulacji LTA. Z kolei po stymulacji PS poziom IL-6 jest poréwnywany z PBSem (Rycina 26A).
Nie obserwuje si¢ rowniez zadnych réznic w poziomie IL-10 migdzy badanymi antygenami,
a kontrola negatywna (Rycina 26B). W przypadku IFN-y wida¢, ze frakcje PS moga by¢ w stanie
wzbudzi¢ jej produkcje, jednak duze rozrzuty spowodowane zrdéznicowang odpowiedzia
immunoloigczng u myszy uniemozliwiaja prawidtowa interpetacje (Rycina 26C).
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Rycina 26 Wplyw podania wybranych antygenéw powierzchniowych na produkcje cytokin w hodowlach
splenocytow pobranych z naiwnych myszy. Komdrki byly traktowane przez 72 godziny antygenami
powierzchniowymi o stezeniach 10 ug/ml LTA lub peptydoglikanu i 30 ug/ml polisacharydow. Komorki
stymulowane PBS postuzyly jako kontrola negatywna. Poziom cytokin (A) IL-6, (B) IL-10, (C) IFN-y
oznaczono z wykorzystaniem Luminexu 2000 (BioRad, USA). Eksperyment zostal wykonany na czterech
myszach, a zamieszczone dane zostaly przedstawione jako srednia + SEM. Istotng réznice miedzy kontrolg,
a probkami obliczono za pomocg One-way ANOVA

Ostatnim etapem pracy byto badanie zdolnosci wybranych antygenow powierzchniowych

z Bl 7952 pod wzgledem aktywacji receptorow hTLR2 i hDON2. Wykorzystano do tego celu
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system HEK-Blue Detection (Materiaty i Metody 7.5.1), w ktérym w czasie rzeczywistym mozna
byto obserwowac koloroymetryczny proces aktywacji receptorow. Receptor hTLR2 aktywowany
byt przez prawie wszystkie badane antygeny, jednak w przypadku PS 7952.1 jak i mieszaniny PS
7952 sluzowego sa one nieistotne statystycznie (Rycina 27A). Najwyzsza aktywacje¢ zaobserowano
dla peptydoglikanu i obu kwasow lipotejchojowych oraz poszczegdlnych PS tj. PS 7952.4 i PS
7952.10. Zgodnie z zatozeniami zaobserowano aktywacje¢ hNOD2 przez PGN. Ciekawym byta
obserwacja, ze jedna z frakcji polisacharydowych PS 7952.4 réwniez aktywowala ten receptor
(Rycina 27B). Badania nad receptorem hTLR4 wykazaly, ze zadna z badanych czasteczek nie

wzbudza istotnej statycznie aktywacji tego receptora (dane nie pokazane).
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Rycina 27 Wplyw podania wybranych antygenéw powierzchniowych na aktywacje receptoréow hTLR2 i
hNOD?2. Badanie kolorymetryczne przy diugosci fali 630 nm postuzyt jako wskaznik aktywacji receptoréw
(A) hTLR2 i (B) hNOD2. Komorki stymulowano antygenami w stezeniach: 10 ug/ml dla LTA lub
peptydoglikanu i 30 ug/ml dla polisacharydéw przez 10 godzin. Jako kontrole pozytywne zastosowano ligand
TLR2 Pam3CSK4 (1 ug/ml) i ligand NOD2 dipeptyd muramylowy (MDP; 100 ng/ml), PBS zastal
wykorzystany jako kontrola negatywnq. Eksperyment zostat wykonany dwukrotnie, a zamieszczone dane
zostaly przedstawione jako Srednia + SEM. Istotng roznice miedzy kontrolg, a probkami obliczono za pomocg

One-way ANOVA

96



9 DYSKUSJA

Badania przedstawione w niniejszej pracy mialy na celu okreslenie wlasciwosci
immunomodulujacych szczepu Bifidobacterium longum spp. longum CCDM 7952, ktory moze
zosta¢ potencjalne wykorzystany w terapii chordob o poditozu alergicznym. Szczep ten zostat
wybrany w oparciu o badania przesiewowe dotyczace wiasciowosci immunomodulujacych osmiu
szczepOow Bifidobacterium. Zabadono rowniez wptyw termicznej inanktywacji na whasciwosci
immunomodulujace badanych szczepéw. W pierwszej kolejnosci scharakteryzowano profil
cytokinowy indukowany przez poszczegdlne szczepy z wykorzystaniem linii komorek
immunologicznych i nabtonkowych oraz opisano wiasciwosci fizykochemiczne badanych
szczepOw. Sposrod nich nastgpnie wybrano Bifidobacterium longum spp. longum CCDM 7952
(BI 7952), ktorego wilasciowsci immunomodulujace byly najbardziej obiecujace. W nastepnym
etapie przebadano wtasciowosci tego szczepu in vivo wykorzystujac mysi model alergii
indukowany owoalbuming. Ostatnim etapem badan bylo okreslenie wlasciwosci
immunomodulujgcych wybranych antygenéw powierzchniowych: peptydoglikanu, kwasow
lipotejchojowych i polisacharydéw, ktore moga by¢ odpowiedzialne za obserwowany efekt
biologiczny.

Pierwsza definicja bakterii probiotycznych przyjmowanych w celu poprawy zdrowia
skupiata si¢ na wykorzystaniu tylko zywych mikroorganizmow. Z biegiem czasu wyniki badan
wykazaly jednak, ze w przypadku niektorych szczepdéw taki sam efekt osiggany jest przy
przyjmowaniu inaktywowanych lub zabitych bakterii (Zendeboodi et al., 2020). Wykorzystanie
bakterii niezdolnych do podziatu niesie ze sobg wiele korzysci takich jak niskie ryzyko wystapienia
bakteremii u 0s6b z obnizong odpornoscia, czy nabycie lekoopornosci (Doron and Snydman, 2015).
Najpowszechniej wykorzystywana technika przy inaktywacji bakterii jest ich termiczna
inaktywacja, ktora prowadzi do nieodwracalnej denaturacji biatek powierzchniowych
i cytoplazmatycznych (Mateus et al., 2018). Najnizszg opisang w literaturze temperaturg do
termicznej inaktwywcji bakterii jest temperatura 60 °C, a inkubacja bakterii trwa okoto jednej
godziny. Z kolei najwyzsza stosowang jest temperatura 121 °C w czasie 5-10 min. Metode¢ te
wykorzystuje sie przy inaktywacji bakterii sporulujacych (Poaty Ditengou et al., 2023). Ponato
wyrdznia si¢ dzialanie temepraturg na sucho i mokro. W pierwszej z technik, czgsto
wykorzystywanej w technologicznych procesach przetwarzania zywnosci, temparaturze
poddawany jest suchy/zliofilizowany produkt. Powoduje to uwolnienie wolnych rodnikow, ktore
prowadzg do denaturacji biatek. Z Kkolei druga metoda skutkuje gtéwnie uszkodzeniem $ciany
komorkowej (Smelt and Brul, 2014). W przypadku badan opisanych w niniejszej pracy termiczna
inaktywacja badanych szczepoéw bifidobakterii prowadzita do wystgpienia zmian na powierzchni

komorki, ktére pod mikroskopem elektronowych obserwowane byty jako nieregularna i porowata
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struktura. Wada wykorzystania temperatury jako czynnika inaktywujacego bakterie jest
niemozliwo$¢ okreslenia konkretnej czasteczki, ktora ulega zmianie/denaturacji (Cebrian et al.,
2017). Oczywiscie wysoka temparatura prowadzi do denaturacji biatek, jednak nalezy pamigtaé, ze
najwazniejszymi biatkami, ktore musza jej ulec sg polimerazy oraz biatka opiekuncze poniewaz to
one umozliwiajg regeneracje komorki. Dopiero ich inaktywacja pozwala na zablokowanie syntezy
innych bialek niezbednych komoérkom do dalszego funkcjonowania (Nguyen et al., 2006).
Do innych obserowanych zmian wywotanych wysokg temperatura moga naleze¢ utrata reszt
D-alaniny, rybitolu lub glicerolu w kwasach lipotejchojowych lub tejchojowych, jak opisano dla
S. aureus (Hurst et al., 1975; Mackey, 2000) czy rozluznienie struktur samego peptydoglikanu
(Taverniti and Guglielmetti, 2011). Strukturg komérkowa, ktora w najmniejszym stopniu ulega
dziataniu temperatury jest DNA, ktore jest czasteczka termostabilng. Niemniej jednak, wolne
rodniki, ktore powstaja pod wptywem stresu w komorce bakteryjnej moga prowadzi¢ do jego
uszkodzen (Bruskov et al., 2002; Hayashi et al., 2021).

Wplyw inaktywacji termicznej na wilasciwosci fizykochemiczne szczepéw zaobserowano
zardbwno przy badaniu wielkoSci komodrek bakteryjnych jak i ich tadunku. Zmiany te sa
charakterystyczne dla danego szczepu, a nie rodzaju bakterii. W przypadku gatunku
Bifidobacterium adolescentis, po termicznej inaktywacji szczepu Bad 372 obserwuje si¢ wzrost
wielkosci komorki i spadek potencjatu zeta, dla szczepu Bad 370 nie zoaobserowano zadnych
zmian, a w przypadku Bad 368 zmianie ulegt tylko potencjat zeta. Z kolei u szczepé6w B. longum
ssp. longum wida¢, ze oba szczepy (Bl 7952 i Bl 372) nie zmieniaja potencjatu zeta, jednak tylko
w przypadku Bl 7952 wielko$¢ komorek spada po termicznej inaktywacji. Niewiele jest jednak prac
naukowych skupiajacych si¢ na wtasciowosciach fizykochemicznych. W wigkszo$ci opisywane sa
tylko roznice we wlasciwosciach immunomodulujacych miedzy zywymi badz inaktywowanymi
bakteriami. W jednej z prac Baatout i wspotp. wykazali, ze zmiany wielko$ci komorek sg zalezne
od temperatury jaka si¢ wykorzystuje do inaktywacji. Szczep Deinococcus radiodurans okazat si¢
najbardziej wrazliwy na temperature,. Roznice w wielkosci komorki mozna byto obserowaé juz
przy wzroscie temperatury z 37 °C do 45 °C. Ponadto widoczne byly znaczace zmiany
W przepuszczalnos$ci blony i jej potencjatu blonowego. Odmiennie prezentowal si¢ szczep
Ralstonia metallidurans, u ktérego nie zaobserwowano zmian w rozmiarach komorki nawet przy
70 °C, pomimo iz doszlo to wzrostu przepuszczalnosci btony i jej potencjatu blonowego.
Co ciekawe, dla szczepu Deinococcus radiodurans odnotowano, ze wzost temperatury wiaze si¢ ze
wzrostem rozmiaro6w komorek, a w przypadku szczepu Shewanella oneidensis rozmiar ten spada,
gdy temperatura ro$nie powyzej 60 °C (Baatout et al., 2005). Badania nad Bacillus pumilus i jego
sporami poddanymi dziataniu pulsacyjnego pola elektrycznego, ktore prowadzi do $§mierci bakterii,
wykazaly znaczace zmiany zachodzece w $cianie komorkowej zwigzane ze zwigkszeniem si¢
rozmiardw komorek oraz stopnia nieregularno$ci powierzchni (Pillet et al., 2016). Podczas

termicznej inaktywacji dochodzi réwniez do powstawania reaktywnych form tlenu (ROS), ktoére to
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komorka rozktada do niegroznych dla niej substancji. W przypadku, gdy komorka nie moze
poradzi¢ sobie z duzg iloscig ROS, dochodzi do $mierci komorki. Obecnos¢ martwych komorek
oraz rozpad niektorych struktur bakteryjnych tj. peptydoglikan czy uwolnienie LTA i PS moga
zmienia¢ srodowisko w jakim znajduja si¢ inaktywowane bakterie (Fu et al., 2015). Wazna rolg¢ w
zmianie rozmiardw komorek bakteryjnych moze odgrywaé rowniez pH. Baatout i wspotp. wykazali
w innej swojej pracy, ze szczepy Cupriavidus metallidurans CH34 i Escherichia coli CM140
posiadajg zréznicowang odpornos$¢ na zmiany pH. W przypadku pierwszego z nich dopiero wzrost
pH do pH=10 skutkuje zmiang wielkosci komorki, a przy pH=12 oprocz znaczacego zwigkszenia
objetosci dochodzi rowniez do zwigkszenia porowatosci §ciany komorkowej. Z kolei E. coli CD140
jest szczepem wrazliwym na pH. Zmiana pH 0 jeden stopien powoduje juz wystapienie zmian na
jej powierzchni jak rowniez jej rozmiaru (Baatout et al., 2007).

Szczepy bifidobakterii oceniono pod wzgledem przezywalnosci bakterii w PBSie
w temperaturze 4 °C. Uzyskane wyniki wskazuja, ze nie sa one W stanie przezy¢ 48 godzin w takich
warunkach, a spadek ich ilosci jest zalezny od szczepu. Dla szczepow takich jak Bad 373 czy
Ban 366 spadek ten jest nawet 100-krotny, z kolei 10-krotkny spadek obserwuje si¢ u szczepow tj.
Bl 7952 i Bin 369. Podobne spadki przezywalnosci bakterii obserwuje si¢ w innych badaniach
dotyczacych metod przechowywania bakterii. Wyniki wskazuja, ze niska temperatura (5 °C)
i wysuszenie bakterii, tak by ilo$¢ wody w preparacie byla jak najmniejsza zapewnajg najlpeszg
przezywalno$¢ bakterii (Abe et al., 2009).

Nastepnie okreslono whasciowosci immunomodulujgce badanych szczepdéw na podstawie
odpowiedzi cytokinowej indukowanej w wybranych liniach koméorkowych. W pierwszej kolejnosci
sprawdzono, czy szczepy nie prowadza do uszkodzenia badz zniszczenia komorek
eukariotycznych. W tym celu wykorzystano komorki makrofagowe RAW 264.7, ktére sg jednymi
z najbardziej rozpowszechnionych modeli badan nad substancjami czynnymi czy bakteriami
(Merly and Smith, 2017). Badane szczepy nie indukowaly efektu cytotoksycznego oraz nie
zwigkszaty zdolnosci komorek do proliferacji. W literaturze czgsto mozna znalez¢ odniesienia,
w ktorych szczepy Bifidobacterium lub ich metabolity skutkuja drastycznym spadkiem
przezywalno$ci komorek wskazujac na wlasciwosci przeciwnowotorowe. Nalezy jednak zwrocié
uwage, ze dawki bakterii byly znacznie wigksze niz te wykorzystana w obecniej pracy.
W badaniach ludzkiej linii raka zotadka MKNI1 traktowanej zabitymi termicznie szczepami
Bifidobacterium w stezeniu 108 i 10° CFU/mI wykazano, ze wyzsze stezenie bakterii wywotuje
w komorkach apoptoze (Kim et al., 2022). Podobnie, w przypadku badan nad Iudzkimi
nowotorowymi komoérkami nabtonkowymi HT-29 i LS174T traktowanymi Bifidobacterium
animalis ssp. lactis UABIa-12 w ilosci 10° CFU/mI obserwowano znaczacy spadek ilosci komorek
obu linii (Vemuri et al., 2018). Opisywane sg rowniez Wyniki wskazujace, ze to metabolity
produkowane przez bifidobakterie do pozywki hodowlanej odpowiadajg za ich witasciowsci

cytotoksyczne. Wyniki stymulacji linii ludzkiego raka okreznicy SW742 pokazaty, ze pozywki
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pohodowlane szczepow takich jak B. bifidum CPFD2 i IFH47 wykazuja znacznie wyzsze
wiasciwosci cytotoksyczne niz innych szczepow bifidobakterii (Bahmani et al., 2019). Z kolei praca
grupy Faghfoori, wskazuje, ze w zaleznosci od badanej ludzkiej linii nabtonkowej metabolity
réznych szczepow bifidobakterii moga wykazywac zroéznicowany efekt cytotoksyczny. Najlepsze
wiasciwosci do hamowania wzrostu lub u§miercania komorek miat szczep B. animalis ssp. lactis
PTCC1736, ktory we wszystkich trzech liniach (HT-29, Caco-2 i KRD/293) prowdzit do spadku
ilosci komorek. W poroéwaniu do niego szczep B. angulatum ATCC 27535 (PTCC 1366) byt
cytotoksyczny tylko dla komorek linii Caco-2 (Faghfoori et al., 2021).

Jedng z pierwszych reakcji na zmiany $rodowiska jakie zachodza w komdrkach jest
produkcja tlenku azotu. Bedgc czasteczkg efektorowa ma ona krotki okres stabilnosci przez co
moze by¢ wskaznikiem lokalnej odpowiedzi immunologicznej. Szerokie wtasciwosci tlenku azotu
obejmuja wplyw na agregacje ptytek krwi i leukocytéw, modulacje os$rodkowego uktadu
nerwowego, regulacj¢ mechanizméw immunologicznych czy motoryki jelit (Bryan and Grisham,
2007). Wyniki oznaczenia poziomu azotynow w linii RAW 264.7 wykazaly, ze wszystkie
nietraktowane szczepy bifidobakterii indukowaty ich produkcje. Po termicznej inaktywacji tylko
w przypadku szczepow Bad 368, Bad 370 i Bin 369 ich poziom nie ulega zmianie. W przypadku
szczepow Bl 372, Bl 7952, Ban 366 i Bad 218 poziom ten znaczaco spadt, a tylko w przypadku
Bad 373 wzrosh. Azotyny sg stabilnymi produktami przemiany tlenku azotu, ktory produkowany
jest przez komorki petlniagc w organizmie rézne wazne funkcje takie jak modulowanie poziomu
wolnych rodnikow, hamowania agregacji leukocytéw, oddziatywania na motoryke jelit oraz
hamowania wzrostu komérek nowotowrowych czy mikroorganizméw (Shreshtha et al., 2018).
Okreslenie czy produkowany przez komorke NO w odpowiedzi na kontakt z mikroorganizmami
ma dziatanie przeciw- czy pro-zaplane zalezy od wielu sktadowych, w tym stezenia w jakim jest
produkowany. Wysoki poziom NO sprzyja roznicowaniu si¢ makrofagow o wilasciwosciach
cytostatycznych i cytotoksycznych (Torres et al., 2004), a gdy pojawia si¢ w odpowiedzi na infekcje
wirusem Denga moze prowadzi¢ do goraczki krwotocznej (Mendes-Ribeiro et al., 2008). Z kolei
niski poziom NO czesciej chroni przed apoptoza i $miercig komorki (Shreshtha et al., 2018).
W przypadku stymulacji niektorymi szczepami bifidobakterii komorek iBMDM obserwuje si¢
spadek produkcji NO wywotany wczesniejszym podaniem LPS (Zabtocka et al., 2023). Wyniki
podobnych badan z wykorzystaniem termicznie inaktywowanych szczepaméw Lactobacillus na
linii makrofagowej RAW 264.7 aktywowanej LPS rowniez wskazaly, ze poziom indukcji produkcji
NO zalezy od uzytego szczepu (Kang et al., 2021). Co ciekawe, w pracy Pipenbaher i wspolp.
wykazano, ze badane przez nich bifidobakterie, w przeciwienstwie do niektorych szczepow
Lactobacillus, nie indukuja wytwarzania NO przez komorki linii nabtonkowej IPEC-J2, jednakze
sg zdolne do indukcji wytwarzania NO przez komorki linii makrofagowej 3D4/21. Poziom byt
jednak zalezny od szczepu. W przypadku B. bifidum DSM 20082 poziom NO pozostat zerowy, a po
stymulacji szczepami B. bifidum DSM 20456 wzrdst o 61.04 + 38.44% i B. bifidum DSM 20239

100



025.97 + 15.74% w porowaniu do kontroli (Pipenbaher et al., 2009). Ponadto wykazano, ze
produkcja NO moze zaleze¢ rowniez od ilosci bakterii wykorzystanych do stymulacji, ich
zywotnos$ci i obecnosci IFN-y w pozywce hodowlanej. Stymulacja makrofagow 3D4/21 zywym
B. longum Q46 w stezeniu 2 x 10® CFU prowadzita do wzorstu poziomu NO (26.32 £ 14.33%)
w porownaniu do kontroli, jednak podanie IFN-y do hodowli skutkowato znaczacym obnizeniem
poziomu NO -49.61 + 3.72%, w poréwnaniu do kontroli. Natomiast, gdy komorki stymulowano
2 x 108 CFU bakterii dochodzi do spadku poziomu NO o 14.14 + 5.53%, a z kolei w obecnosci
IFN-y obserwowano bardzo wysoki wzrost (54.37 + 10.25%) w pordéwnaniu do kontroli.
W przypadku termicznie inaktywowanych bakterii stymulacja niskim stezeniem bakterii bez/z
IFN-y nie indukuje produkcji NO, ale przy stymulacji komorek wyzszym stezeniem CFU produkcja
NO siggata 61.84 + 9.33% w poréwnaniu do kontroli, a obecno$¢ IFN-y nie miata wplywu na
produkcje tlenku (Pipenbaher et al., 2009).

Oprocz badania poziomu NO 1 wlasciwosci cytotoksycznych, bifidobaktrie zostaly
scharakteryzowane pod wzgledem wlasciwosci immunomodulujacych. Okreslono jakie cytokiny
indukuja badane szczepy, zardwo jako zywe i termicznie inaktywowane bakterie. Wyniki wskazuja,
ze profil cytokiny badanych bakterii zalezny jest od wykorzystanego szczepu oraz formy w jakiej
byly podane. Potwierdzaja to szereg opublikacji, w ktorych rowniez wskazuja, ze wlasciwosci
bifidobakterii zalezne sa od badanego szczepu oraz st¢gzenia bakterii. Ponadto rdznice obserowane
sg w zaleznosci od wykorzystanej linii oraz modelu (Habil et al., 2011; Han et al., 2005; Lee et al.,
2021; Park et al., 1999). Uwage po tym etapie prac zwroécit szczep Bl 7952, ktéry podawany jako
zywe bakterie wzbudzal produkcje takich cytokin jak IL-10, MPC-1 czy TNF-a w komorkach
makrofagowych oraz GM-CSF w komoérkach nabtonkowych. Nalezy pamigtaé, ze makrofagi
stanowig znacza cze$¢ komorek immunologicznych w ptucach i jelitach, pelnigc wazna rolg
w regulacji stanu zapalnego wywotanego infekcja lub rozwojem nowotworu. Sa one zréznicowang
populacja, ktora moze dziata¢ zaréwno przeciw- i pro-zapalnie w zalezno$ci od sygnatow jakie
otrzyma ze srodowiska. Glownymi subpopulacjami sa tu makrofagi klasyczne (okreslane jako M1)
i alternatywnie aktywowane (okreslane jako M2). Makrofagi M1 powiazane sa z odpowiedzig Thl
i sa aktywowane przez mikroorganizmy i ich antygeny oraz przez INF-y. Z kolei M2 dzialaja
bardziej przeciw-zapalnie i odpowiadajg za usunigcie martwych komorek, dlatego tez sa powigzane
ze szlakiem Th2. Odpowiedni balans miedzy tymi populacjami umozliwia utrzymanie wewngtrzej
homeostazy chronigc rownoczesnie przed chorobami autoimmuologicznymi (Saradna et al., 2018).

Cytokiny IL-6 i MCP-1 produkowane przez nabtonek w odpowiedzi na obecnos¢ badanych
nietraktowanych i termicznie inaktywowanych bifidobakterii moga by¢ zaangazowane w procesy
rekrutacji makrofagdéw oraz ich dojrzewania (Liu et al., 2018). Co wigcej, MCP-1 aktywuje szlak
Thl w reakcji przeciwko bakteriom umozliwiajac oczyszczenie miejsca zapalnego z martwych
komorek (Ukena et al., 2005). Nietraktowane szczepy Ban 366, Bad 368 czy Bin 369 indukowaty
znacza produkcj¢ obu tych alarmin, z Kkolei szczepy takie jak Bl 372, Ban 218 i Bad 373

101



produkowaty tylko MCP-1. Tylko Bl 7952 i Bad 370 nie wzbudzaty ich produkcji w komoérkach
nabtonkowych.

W niniejszej pracy zbadano réwniez réznice w pochtanianiu i przekazywaniu komorek
bakteryjnych przez komorki eukariotyczne. Pomigdzy badanymi szczepami oraz w zaleznosci czy
sa podawane jako nietraktowane czy termiczne inaktywowane wida¢ znaczace réznice w zdolnos$ci
komorek nabtonkowych do pochtaniania bakterii i przekazywania ich komorkom dendrytycznym.
W przypadku wigkszo$ci szczepow nie obserwuje si¢ roznic w pochataniu bakterii. Do wyjatkéw
nalezg Bl 7952, Bad 373 i Bin 369, gdzie ilo$¢ pochanianych bakterii po termicznej inaktywacji
ulegla znaczemu spadkowi. Inaktywacja jendak znacznie wigkszy wplyw na przekazywanie
bakterii miedzy komoérkami nabtonka, a komorkami rozpoznajacymi antygen. U pieciu z o§miu
(Bl 372, Ban 366, Bad 368, Bad 373 i Bin 369) szczepéw obserwuje si¢ spadek poziomu
przekazywania. Co ciekawe roznic nie obserwuje si¢ w szczepie Bl 7952, u ktorego jak wczesniej
wspomniano obserwowane sg roznice w pochtanianiu migdzy nietraktowanymi i termicznie
inaktywowanymi bakteriami. Termiczna inaktywacja obnizata znaczaco te mozliwosci.
Do podobnych wnioskéw doszli Galdeano i wspotp., ktorzy podali myszom zywe i termicznie
inaktywowane szczepy Lactobacillus w wodzie pitnej. Zywe bakterie wyplywaly na wiele réznych
typow komorek u jelicie grubym i cienkim stymulujac je do produkcji cytokin tj. INF-y, IL-12,
IL-10 czy IL-4. Inaktywowane bakterie znaleziono natomiast na powierzchni §wiatla jelita, gdzie
wraz z tre$cig pokarmowa ulegaly szybkiemu usunieciu z organizmu (Galdeano and Perdigdn,
2004). Termiczna inaktywacja moze wplywac na sktad Sciany komorkowej skutkujac uwolniem
luzno zwigzanych polisacharydowych czasteczek. W konsekwencji te pozytywnie badz neutralnie
natadowe polisacharydy mogg by¢ odpowiedzialne za wigzanie si¢ do negatywnie natadowanych
scian komorek eukariotycznych i umozliwia¢ bakterig lepsze przyleganie (Pacyga-Prus et al.,
2023).

Co ciekawe wyniki stymulacji komoérek dendrytycznych szczepami Bifidobacterium,
zard6wno nietraktowanymi jak i termicznie inaktywowanymi wykazaty znaczace r6znice w ich
wiasciwosciach modulatorowych. W przypadku badanych szczepow widaé, ze indukujg znacznie
wyzszy poziom IL-10 (10000 - 30000 pg/ml) niz IL-12p70 (100 - 300 pg/ml). Szczepy Ban 366,
Bad 373 i Bin 369 indukowaty najnizszy poziom IL-10, podczas gdy szczepy Bl 7952, Ban 218,
Bad 368 i Bad 370 indukowaly poziom wyzszy niz 25000 pg/ml. Z kolei najnizszy poziom
produkcji IL-12p70 w komoérkach dendrytycznych byt obserowowany po stymulacji Bl 7952,
Ban 366, Ban 218 i Bad 370, a najwyzszy dla Bl 372.

Wysoka produkcja IL-10 w przypadku stymulacji bakteriami wykorzystywanymi
W niniejszej pracy moze wskazywac, bakterie te prowadza do polaryzacji limfocytow w kierunku
limfocytow Treg lub komoérek regulatorowych typu 1 (Schiilke, 2018). W przypadku obserwacji
wysokiego poziomu IL-12 indukowanego mikroorganizmami dochodzi z kolei do polaryzacji Thl

(Hamza et al., 2010). Szczepy bifidobakterii badane przez Weissa i wspotp. z wykorzystaniem
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mysich komorek dendrytycznych rowniez indukowaty wysokie poziomy I1L-10 i IL-12p70 (Weiss
et al, 2011). Co ciekawe w Dbadaniach nad wplywem sonikacji na wlasciwosci
immunmodulatorowe szczepow bakterii tworzacych preparat VSL#3 zaobserowowano, ze oba
preparaty indukuja dojrzewanie i produkcj¢ cytokin, jednakze ich poziom jest znaczaco wyzszy dla
zywych bakterii. Wida¢ rowniez, ze przypadku tego preparatu ilos¢ wyprodukowanej cytokiny
IL12p70 jest znacznie wyzsza niz IL-10 (Mastrangeli et al., 2009).

W dalszym etapie badan skupiono uwage na okresleniu roznic w aktywacji receptoréw
rozpoznajacych wzorce. Wszystkie badane w niniejszej pracy szczepy bifidobakterii aktywowaty
receptor TLR2. Poziom aktywacji zalezat jednak od badanego szczepu, wskazujac szczepy
Bad 368, Bad 370 i Bad 373 jako te o najwigszym potencjale do aktywacji TLR2, a Ban 366 jako
ten 0 najnizszym. Aktywacja receptora TLR2 jest znacznie silniejsza po termicznej inaktywacji
U wigkszos$ci badanych szczepow. Moze to by¢ spowodowane zmianami w strukturach $ciany
komoérkowej, ktore pozwalaja na tatwiejszy dostep antygenow powierzchniowych do miejsca
wigzania si¢ z receptorem (Oliveira-Nascimento et al., 2012). W litaraturze czgsto podawane sg
informacje, ze aktywacja receptora TLR2 jest charakterystyczna dla bakterii wykazujacych
wilasciwosci probiotyczne (Bermudez-Brito et al., 2012). Ponadto wykazano, ze receptor ten bierze
udziat w reakcji przeciwalergicznej i indukcje odpowiedz limfocytow Thl (Fuchs and Braun,
2008). Badania nad znanym probiotykim B. animalis ssp. lactis Bb12 wskazatly, ze indukuje on
produkcje 40 r6znych mikroRNA (krotko tancuchowe czesteczki RNA regulujace ekspresje innych
gendw), z czego 15 mikroRNA powigzanych zostalo z aktywacja receptora TLR2. Z analizy
bioinfromatycznej wynika, ze mikroRNA powiazane z receptorem TLR2 odpowiedzialne sg za
aktywacj¢ kompleksu NF-KB, biorgcego udziatl w procesach zapalnych, reguluja szereg proceséw
komorkowych, takich jak apoptoza, réznicowanie komorek oraz ich proliferacje (Arenas-Padilla et
al., 2022). Z kolei badania na ochotnikach przyjmujacych inaktywoane S. aureus wykazaty, ze
aktywacja receptora TLR2 u osob z alergia na HDM prowadzi do aktywacji komorek
prezentujacych antygen, ktore to hamowaly odpowiedz cytokinowa szlaku Th2 (Taylor et al.,
2006). Wigkszos$¢ prac skupia si¢ ogolnie na receptorze TLR2, jednak nalezy pamigtaé, ze w
komorce dziata on jako heterodimer z receptorem TLR1 Ilub TLR6. Dimerowi TLR2/TLR6
przypisuje si¢ promowanie odpowiedzi angazujacej limfocyty Trwg, z kolei dimer TLR2/TLR1
wykazuje wiasciwosci pro-zapalne (Ren et al., 2016). Zeuthen i wspolp. prowadzili badania nad
wilasciwosciami biologicznymi bifidobakterii z wykorzystaniem komorek dendrytycznych nie
posiadajacych receptora TLR2 (TLR2 -/-). Wykazali, ze produkcja IL-10 znaczaco spada w tych
komorkach, a wzrasta IL-12p70. Co ciekawe w tych samych badaniach wykorzystano réwniez
szczepy Lactobacillus, u ktérych takiego efektu nie zaobserwowano. Rownoczesnie naukowcy
badali komorki dendrytyczne nie posiadajace receptora NOD2 (NOD2 -/-) i zaobserowawali, ze po
stymulacji bifidobakteriami produkowaty one znacznie mniejszy poziom IL-12p70, ale wigkszy

IL-10 niz normalne komoérki dendrytyczne (Zeuthen et al., 2008).
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Wyniki uzyskane ze stymulacji linii immunologicznych i nablonkowych oraz badanie
pochtaniania prze komorki nabtonka i przekazywania komorkom dendrytycznym bakterii
umozliwito opracowanie obszernego profilu immunomodulujacego badanych bifidobakterii.
Z obserwacji wynika, ze wtasciwosci oddziatywania na komorki eukariotyczne zalezy od szczepu
oraz tego czy zostaly podane termicznej inaktywacji. Z o$miu szczepow wyselekcjonowano cztery
o zréznicowanych wihasciwosciach immunomodulujgcych oraz fizykochemicznych. W kolejnej
czesci pracy poroéwnano wilasciowsci niektraktowanych 1 termicznie inaktywowanych
bifidobakterii do hamowania odpowiedzi immunologicznej z wykorzystaniem splenocytow
wyizolowanych z myszy uwrazliwionych na OVA. Wszystkie badane szczepy byly zdolne do
hamowania cytokin szlaku Th2 takich jak IL-4, IL-5 i IL-13. Za wyjatkiem szczepu Bl 7952
niezdolnego do indukcji IFN-y w splenocytach uwrazliwionych na OVA, wszystkie szczepy
stymulowaty aktywacj¢ szlaku Thl. Analizujac wptyw wysokiej temperatury na wiasciowsci
bakterii nie stwierdzono duzych réznic w profilu cytokinowym. W literaturze dotyczacej badan
z wykorzystaniem mysich modeli alergii mozna znalez¢ sporo doniesien dotyczacych bifidobakterii
i laktobacilli hamujacych odpowiedZ Th2 przy rownoczesnej indukcji szlaku Thl. Przyktadowo,
w mysim modelu alergi wywotanej podaniem OVA podanie szczepu L. casei strain Shirota
prowadzito do spadku poziomu IL-4 i IL-5 przy rownoczesnym wzroscie IFN-y, 1L-2 i IL-12
produkowanych przez splenocyty (Matsuzaki and Chin, 2000). Stymulacja splenocytow
izolowanych z myszy uwrazliwonych na OVA szczepem Bifidobacterium BGN-4 roéwniez
prowadzita do spadku poziomu IL-4 i wzrost IFN-y (Kim et al., 2005). Badania z wykorzystaniem
splenocytow z myszy uwrazliwionych alergenem pytku Parietaria judaica (Parj) wykazaly, ze
zaréwno zywe jak i sonikowane bakterie wchodzace w sktad preparatu VSL#3 hamujg odpowiedz
alergiczng Th2 przy réwnoczesnej indukcji IL-10 i IFN-y przesuwajac rownowage w kierunku
limofcytow Treg (Mastrangeli et al., 2009). Do kolejnych etapow badan wybrano szczep Bl 7952,
ktéry pomimo, iz nie podwyzszal 1L-10 czy IFN-y nadal obnizal poziom cytokin szlaku Th2.
Mechanizm dziatania zatem moze by¢ catkowicie odmienny niz ten, ktéry najczesciej opisywany
jest w lietarturze. Postanowiono zatem bardziej doktadnie scharakterzyowaé wiasciwosci
immunomodulujace tego szczepu. Co wiegcej, Schwarzer i wspotp. w 2013 roku opublikowali
badania dotyczace monokolonizacji mtodych myszy germ-free szczepem Bl 7952 i wykazali, ze
szczep ten chroni przed rozwojem alergii wywotanej pytkiem brzozy (Bet v1). Ponadto wskazali,
ze to prawdopodobnie aktywacja szlaku sygnatowego MAPK zainicjowanego aktywacja
receptorow TLR2 1 MyD88 odpowiada za wlasciwosci tego szczepu (Schwarzer et al., 2013).
W niniejszej pracy szczep ten przebadano w innym modelu alergii, mianowicie alergii wziewnej
indukowanej OVA. Zbadano réwniez wplyw inaktywacji termicznej na jego wlasciwosci.
Uzyskane dane wykazaly, ze zarowno nietraktowane czy termicznie inaktywowe bakterie Bl 7952
tagodza stan zapalny, jednak w zaleznos$ci od statusu zywontnosci bakterii stopien wyciszenia

reakcji alergicznej byt rozny. Badania profilu cytokinowego w serowicy krwi obwodowej
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wykazaly, ze oba preparaty hamuja produkcje IL-5, lecz tylko nietraktowany Bl 7952 hamuje
dodatkowo IL-4 i IL-13. Nietraktowane bakterie prowadzity rowniez do obnizenia poziomu IL-10
oraz IL-6. Z kolei w grupie myszy przyjmujacej termicznie inaktywowany Bl 7952 poziomy obu
tych cytokin byly zblizone do poziomu grupy kontrolnej otrzymujacej PBS. Badanie poziomu
przeciwcial w surowicy krwi obwodowej wskazato, ze w grupie przyjmujacej nietraktowane
bakterie poziom OV A-specyficznych przeciwciat IgE, IgG1 i [gG2 spadt. Tak znaczych zmian nie
obserwuje si¢ w grupie przyjmujacej termicznie inaktywowany Bl 7952, gdzie obnizeniu ulegt
poziom jedynie przeciwciat IgG2 specyficznych dla OVA. Brak réznic w poziomie przeciwciat nie
musi jednak $wiadczy¢ o braku skutecznos$ci. Jak wykazaty badania nad donosowym podaniem
L. rhamnosus GG w mysim modelu alergii na pytek brzozy, poziomy przeciwciat skierownych
przeciw pytkowi nie spadty, niemniej jednak L. rhamnosus GG skutecznie hamowatl reakcje
alergiczng (Spacova et al., 2019, 2020).

W obu grupach badawczych tj. UN BI 7952 oraz HT BI 7952 nie obserwuje si¢ zmian
w poziomie catkowitych IgA. Dalsze badania wykazaty, ze dochodzi jednak do wzrostu poziomu
przeciwcial IgA, ktore byly specyficzne dla samych bakterii. Nalezy podkresli¢, ze przeciwicata te
rozpoznawaly jedynie nietraktowane bakterie. Moze to oznaczaé, ze w skutek dziatania temperatury
cze$¢ antygendw powierzchniowych uleglta zmianie, skutkujac dezaktywacje epitopow
rozpoznawanych przez limfocytow B i tym samym brak produkcji przeciwciat IgA (Golias et al.,
2012). Wydzielnicze IgA (sIgA) pelnig istotng funkcj¢ w procesach zapewnienia homeostazy
i tolerancji na powierzchni bton §luzowych. Biorg udzial w opsonizacji i neutralizacji patogenow
i toksyn (Corthésy, 2013; Smeekens et al., 2021). Zauwazono, ze IgA specyficzne dla glikanow
mikrobioty jelitowej sa obecne u zdrowych myszy, co moze wskazywac, ze przeciwciala te sg
niezb¢dne do prawidtowego funkcjonowania §luzowki (Bello-Gil et al., 2019). Niski poziom
przeciwciat IgA powigzany zostal z brakiem dojrzewania uktadu immunologicznego (Kubinak et
al., 2015), co zwigksza prawdopodobienstwo rozwoju astmy i alergii (Dzidic et al., 2017; Kim et
al., 2017). Co ciekawe, jak wynika z badan Li i wspotp. nie wszystkie bakterie posiadaja
umiejetnos¢ indukeji przeciwceiat IgA. Z pieciu badanych szczepow bakteryjnych tylko trzy szczepy
z rodzaju L. casei indukowaty produkcje tych przeciwcial w mysim modelu astmy wywotanej
roztoczami kurzu domowego (Li et al., 2020). W niniejszej pracy, uktad oddechowy jest gtdéwnym
miejscem, gdzie dochodzi do rozwoju reakcji alergicznej wywotanej podaniem OVA. W obu
grupach badawczych tj. UN Bl 7952 oraz HT BI 7952 zaobserwowano duzy spadek ilosci eozynofili
w plucach jednak w przypadku grupy traktowanej termicznie inaktywowanym szczepem
zauwazono Wzrost liczby neutrofili i makrofagow. Podobne wyniki uzyskano dla szczepu B. breve
MRx0004, ktérego terapeutyczne i profilaktyczne wykorzystanie badano w modelu mysiej astmy
wywotanej HDM. Szczep ten oprocz zmniejszenia ilosci eozynofili w plucach réwnoczesnie
zwiekszajat liczbe makrofagow (Raftis et al., 2018). Wyniki analizy popotuczyn oskrzelowo-
pecherzykowych wskazujg, ze zarowno UN Bl 7952 jak i HT Bl 7952 obniza poziom cytokin IL-4
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i IL-5. W obu grupach spada réwniez poziom IL-6, ale jest on bardziej znaczacy w grupie
przyjmujacej nietraktowany Bl 7952. Interesujace wyniki uzyskano w przypadku IL-10 i IL-17A.
Grupa myszy przyjmujaca nietraktowane Bl 7952 miata podwyzszony poziom obu tych cytokin,
zkolei grupa przyjmujgca termicznie inaktywowane bakterie charakteryzowala si¢ jedynie
podniesionym poziomem IL-17A. IL-10 petni role cytokiny immunosupresorowej wptywajac na
szlak limfocytow Treg (Akdis and Akdis, 2014). Bardzo interesujaca cytoking jest IL-17A, ktorej
udzial w odpowiedzi alergnicznej powszechnie wigzany byl z pogorszeniem reakcji zapalne;j.
U pacjentow z astmg poziom zaréwno IL-17A i IL-17F jest podniesiony, a ich ilo$¢ jest
skorelowana ze stopniem choroby oraz steroidooporno$cia (Al-Ramli et al., 2009; Ostling et al.,
2019). Wysoki poziom IL-17A i IFN-y zaobserowano u pacjentow z steroidooporng astmag
(Chambers et al., 2015). Cytokina te nalezy do szlaku limocytéw Th17 i ILC3 odpowiedzialnych
za utrzymanie rownowagi, dojrzewanie struktur uktadu limfoatycznego oraz $cigganie neutrofili do
miejsca zapalenia. Glowna rola obu szlakow jest usunigcie pasozytow (Zeng et al., 2019). Badania
in vitro wykazayly, ze IL-17 mie ma wpltywu na fukncjowanie komoérek kubkowych
i migawkowych, jednak moze wptywac¢ na produkcje §luzu poprzez indukcje gendéw MUCSB (Jiao
et al., 2016). Wspotzaleznosci migdzy Th2 i Th17 sa skomplikowane i nie jest jasne jak IL-17A
moze dziata¢ hamujaco na rozwdj reakcji szlaku Th2 (Choy et al., 2015; Newcomb et al., 2013).
Co ciekawe, badania Ajendra i wspotp. wykazaty jednak, ze wlasciwos$ci IL-17A mogg zaleze¢ od
srodowiska w jakim si¢ znajduje. Wskazywaloby to, ze nalezy ona do bialek plejotropowych tzw.
,moonlight proteins”, ktore sg czasteczkami plastycznymi, a ich wtasciwo$ci mogg ulega¢ zmianie.
W badanich na myszach, w poczatkowym etapie aktywacji szlaku Th2 w ptucach wywotanej
infekcjg pasozytnicza, IL-17A promowata szlak Th2 poprzez hamowanie produkcji IFN-y. Z kolei
w trakcie trwania infekcji, gdy poziom cytokin szlaku Th2 byt wysoki, IL-17A dziatata
immunosupresorowo i obnizata poziom IL-13, IL-5 i IL-4 (Ajendra et al., 2020). Co ciekawe
badania nad Bordetella pseudohinzii, mikroorganizmem naturalnie wystepujagcym w mysim
mikrobiomie uktadu oddechowego wykazaty, ze bakteria ta indukuje IL-17A zwigkszajac ilos¢
limofcytow Th17. Réwnoczesnie zaobserowano zwigkszong liczbe limfocytow T regulatorowych.
Wyniki te jednak zaobserowano tylko w przypadku podania myszom zywych bakterii, a nie
inaktywowanych termicznie. Wykazano, ze podanie zywych B. pseudohinzii prowadzi do spadeku
ilosci eozynofili oraz ekspresji gendow cytokin szlaku Th2 (Jaeger et al., 2020). Wczeéniej
wspomniano, ze szlak Th17 powigzany jest ze zwigkszong liczba neutrofili w miejscu zapalenia.
W badaniach przedstawionych w niniejszej pracy zauwazono, ze poziom neutrofili wzrasta jedynie
po podaniu termicznie inaktywowany Bl 7952. Poziom IL-17A w tej grupie jest wyzszy niz
w grupie kontrolnej, ale nizszy niz w przypadku myszy, ktorym podano nietraktownane Bl 7952.
W obu badanych grupach oproécz obnizonego poziomu cytokin szlaku Th2, obserwowano
nizszy poziom OVA-specyficznych przeciwciat IgE w BALF. U myszy przyjmujacych

nietraktowany Bl 7952 zaobserowano ponadto podniesiony poziom catkowitych przeciwciat IgA
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przy réwnoczesnym braku roznic w poziomie OVA-specyficznych IgA przeciwciat. Wzrost ten byt
ponowanie spowodowany obecnos$cig przeciwciat IgA, ktore byty specyficzne dla samych bakterii.

W ostatnim etapie pracy skupiono si¢ na izolacji, oczyszczeniu i ocenie wilasciwosci
immunomodulujgcych antygenow powierzchniowych Bl 7952. Identyfikacja czasteki efektorowe;j
pozwolitaby na doktadniejsze poznanie miechnizmow dziatania badanej bakterii. Nalezy pamigtac,
ze bakterie dostosowuja si¢ do Srowiska w ktorym sie znajdujg. Skutkuje to zmianami w sktadzie
$ciany komorkowej bakterii, a tym samym moze by¢ powodem rozbieznosci miedzy badaniami
prowadzonymi w laboratorium, a wykonywanymi na ludziach (Abbad Andaloussi et al., 1995; Dorr
et al., 2019). Szczegdlng uwage zwrécily nastgpujace antygeny: PGN, LTA i PS, ktore to czesto
opisywane sg jako czasteczki efektorowe w reakcjach immmunologicznych (Gao et al., 2022;
Pyclik et al., 2020). Najlepiej opisanymi w literaturze antygenami bifidobacterii sa polisacharydy.
Zmiana stezenia lub usuniecie pojedynczego sktadnika w §rodowisku zewnetrznym lub pozywce
hodowlanej moze spowodowa¢ zmiany zarowno w ilo$ci produkowanego PS jak i jego sktadzie.
W przypadku usunigcia ekstraktu wotowego z MRS obserwuje si¢ spadek ilosci polisacharydow
bifidobakterii w poréwnaniu do MRS zawierajacego ekstrakt ale nie zawierajgcego ekstraktu
drozdzowego albo peptonu (Ferrari et al., 2022). Taka zmienno$¢ umozliwia EPS wigzanie
czasteczki do antygendow bakterii patogennych ograniczajac ich wigzanie do §luzu komorek
gospodarza, co pomaga w przywroceniu integralno$ci membrany, czy wptywa na wiasciwosci
adhezyjne bakterii (Oerlemans et al., 2021). LTA odgrywa czesto role kotwicy, ktéra umozliwia
patogennym bakteriom tj. S. aureus czy S. pneumoniae kolonizacj¢ gospodarza. Dodatkowo
umozliwia bakterii manipulowa¢ tadunkiem na powierzchni komorki, co wplywa na tolerancjg lub
oporno$¢ na $rodki przeciwdrobnoustrojowe (Wu et al., 2021). Z kolei PGN jest czasteczka
najmniej zréznicowang chemicznie (Wolf and Underhill, 2018b).

W badaniach in vitro z wykorzystaniem wybranych linii komorkowych i pierwotnych
stymulowanych antygenami wida¢, ze gldownymi czgsteczkami immunomodulujgcymi sg frakcje
polisacharydowe. Ich wptyw zaobserowano zarowno w komoérkach nabtonkowych oraz naiwnych
komorkach dendrytycznych i splenocytach. Polisacharydy sa najobszerniej opisang grupa
antygenéw  bifidobakterii pod wzgledem wilasciwosci immunomodulujacych. BAP1
z B. adolescentis CCDM 368 hamuje produkcje cytokin szlaku Th2 przy rownoczesnej indukcji
IFN-y w splenocytach myszy uwrazliwionych na OVA (Pacyga-Prus et al., 2023). A PS z B. bifidum
PRI1 indukuje w myszach GF produkcj¢ limfocytow Trey (Verma et al., 2018b). Z kolei EPS
z B. longum 35624 reguluje aktywacj¢ szlaku Th17 w modelach mysiego zapalnenia jelit
i uwrazliwienia na OVA (Schiavi et al., 2016). Co ciekawe wyniki z komoérek nabtonkowych
wskazuja, ze PGN réwniez moze w pewnym stopniu wptywaé na odpowiedz immunologiczng
komorek.

Komorka bakteryjna jest ztoznong struktura, ktora na swojej powierzchni posiada szereg

antygenéw umozliwiajgcych jej zasiedlanie srodowiska, pobieranie i przekazywanie czasteczek

107



oraz ochrong przed czynnikami zewn¢trznymi. Niektore z antygenow tj. polisacharydy czy kwasy
lipotejchojowe moga ulega¢ modyfikacjom w zaleznosci od $rodowiska w jakim bakterie si¢
znajduja, inne takie jak peptydoglikan sg bardziej konserwatywnymi strukturami (Pyclik et al.,
2020). Podsumowujgc, badane antygeny wykazujg si¢ wiasciwosciami immunomodulujgcych

w badanych modelach.
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10 WNIOSKI

Wykazano, ze wlasciwosci immunomodulujace in vitro badanych szczepdéw bifidobaterii
zalezg od szczepu oraz zywotnoS$ci bakerii.

Donosowe podanie nietraktowanych Bl 7952 tagodzi rekacje alergiczng wywotang
podaniem OVA (Rycina 28).

Inaktywacja bakterii wysoka temperaturg zmniejsza zdolnosc Bl 7952 do tagodzenia
reakcji alergicznej w mysim modelu alergii na OVA (Rycina 28).

Wyniki badan na antygenach powierzchniowych moga sugerowac, ze wtasciwosci Bl 7952
stanowig sume¢ wlasciwosci antygenow wystepujacych na jej powierzchni, dlatego tez

zastgpienie catej bakterii pojedycznym antygenem w tym przypadku nie jest mozliwe.

Nietraktowane Termicznie inaktywowane
B. longum ssp. + B.longum ssp. longum
longum CCM 7952 1 CCM 7952

' IL-4
myszy uwrazliwione IL-5 =5 i
na OVA I B : B
//"‘—- *Eoiynoﬁle “ J Eozynofile
* OVA- specyficzne E ? Neutrofile

IgE i
1 L?N Bl 7952- Makrofagi
specificzne IgA

Rycina 28 Graficzne przedstawienie dziatania B. longum ssp. longum CCD 7952 w mysim modelu
uwrazliwienia na OVA (Biorender.com)
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Bl 7952) badz poddane obrobce termicznej (HT Bl 7952) bifidobakterie w dawce 1x107
CFU/30 pl lub PBS podawano donosowo 4 godziny przed podaniem OVA. Myszy
usmiercono w 32 dniu eksperymentu (BioRender.com). ..........ccccovvvriiiiiinicnin i, 62

Rycina 8 Inaktywacja termiczna w temperaturze 65 °C zmienia strukture powierzchni
bifidobakterii. Obrazy LV-SEM (A) zywych i (B) termicznie inaktywowanych komorek Bl
7952 oraz (C) zywych i (D) termicznie inaktywowanych komorek Bad 373, (E) zywych i
(F) termicznie inaktywowanych komorek Bad 370. Skala (1 um) dotyczy wszystkich
PrezentoWanyCh ODTAZOW. ........c.cviveiiiiieiese e 70

Rycina 9 Réznice fizykochemiczne migdzy zywymi i termicznie inaktywowanymi
bifidobakteriami. Pomiary wielko$ci (um) i potencjatu zeta (mV) nietraktowanych
(niebieskie stupki) i poddanych inaktywacji termicznej (pomaranczowe stupki) szczepow

bifidobakterii wykonanych przy uzyciu Zetasizer Nano ZS. Dane przedstawiono jako
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srednig = SEM z 5 pomiarow; roznice statystyczne analizowano za pomoca testu t-Studenta
mi¢dzy zywymi a termicznie inaktywowanymi, * rdznica istotna statystycznie p<0,05. ... 71
Rycina 10 Ocena cytotoksycznosci badanych szczepow Bifidobacterium z wykorzystaniem linii
makrofagow/monocytow RAW 264.7. Komorki stymulowano nietraktowanymi (niebieskie
stupki) i termicznie inaktywowanymi (pomaranczowe stupki) bakteriami przez 18 godzin.
Kontrolg negatywna byt PBS, a pozytywna 1ug/ml LPS O111:B4, ktére podano w tej
samej objetosci co bakterie. Bezposrednim wyznacznikiem ilos$ci zywych komorek jest
ilos¢ biatek, ktore zwigzaty sie z sulforodaming B. Eksperyment zostat wykonany
trzykrotnie, a zamieszczone dane zostaly przedstawione jako $rednia = SEM. Analiza
porownawcza zostata wykonana na podstawie test t-Studenta pomig¢dzy nietraktowanymii
termicznie inaktywowanymi bakteriami * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. Test Dunetta 2
way-ANOV A wykonano w odniesieniu do komoérek niestymulowanych,# p<0,05............ 73
Rycina 11 Oznaczenie poziomu azotynow (NO2") w nadsaczach pohodowlanych linii RAW 264.7.
Komorki stymulowano nietraktowanymi (niebieskie stupki) i termicznie inaktywowanymi
(pomaranczowe stupki) bakteriami przez 18 godzin. Do wykonania testu Greiss
wykorzystano tylko §wiezo zebrany nadsgcz. Kontrolg negatywna byt PBS, a pozytywna
Iug/ml LPS O111:B4, ktére podano w tej samej objetosci co bakterie. Eksperyment zostat
wykonany dwukrotnie, a zamieszczone dane zostaly przedstawione jako srednia + SEM.
Analiza poréwnawcza zostata wykonana na podstawie test t-Studenta pomig¢dzy
nietraktowanymii termicznie inaktywowanymi bakteriami * p<0,05, ** p<0,01, ***
p<0,001,. Test Dunetta 2 way-ANOVA wykonano w odniesieniu do komorek
niestymulowanych, istotne StatyStyCZNie #..........cccovoiiiiiiineieeee s 74
Rycina 12 Wplyw nietraktowanych i termicznie inaktywowanych szczepdéw bifidobakterii na
wytwarzanie cytokin przez lini¢ makrofagéw RAW 264.7. Poziom (A) IL-10 i (B) TNF-a
w nadsaczach komorkach zostat zmierzony za pomoca testu ELISA po 18 godzinnej
stymulacji z nietraktowanymi (niebieskie stupki) i termicznie inaktywowanymi
(pomaranczowe stupki) bakteriami. Kontrolg negatywna byt PBS, a pozytywna 1pg/ml
LPS O111:B4, ktére podano w tej samej objetosci co bakterie. Eksperyment zostat
wykonany dwukrotnie, a zamieszczone dane zostaly przedstawione jako $rednia = SEM.
Analiza poréwnawcza zostata wykonana na podstawie test t-Studenta pomig¢dzy
nietraktowanymii termicznie inaktywowanymi bakteriami * p<0,05, ** p<0,01, ***
p<0,001, analize migedzy kontrolg negatywna, a bakteriami wykonano na podstawie testu
Dunetta 2-way ANOVA, wyniki istotne StatyStyCznie >#...........ccccovviiiiinineneneiesieens 75
Rycina 13 Wplyw nietraktowanych i termicznie inaktywowanych szczepdw bifidobakterii na lini¢
makrofagdw pochodzacych ze szpiku kostnego iBMDM. Poziom (A) IL-10, (B) MCP-1 w
nadsgczach komorkach zostat zmierzony za pomocg testu ELISA po 18 godzinnej

stymulacji z nietraktowanymi (niebieskie stupki) i termicznie inaktywowanymi
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(pomaranczowe stupki) bakteriami. Kontrolg negatywna byt PBS, a pozytywna 1pg/ml
LPS O111:B4, ktore podano w tej samej objetosci co bakterie. Eksperyment zostat
wykonany trzykrotnie, a zamieszczone dane zostaty przedstawione jako $rednia = SEM.
Analiza poréwnawcza zostata wykonana na podstawie test t-Studenta pomiedzy
nietraktowanymi i termicznie inaktywowanymi bakteriami * p<0,05, ** p<0,01, ***
p<0,001, analiz¢ migdzy kontrola negatywna, a bakteriami wykonano na podstawie testu
Dunetta 2-way ANOVA, wyniKki istotne statystycznie >#. .......c.ccccoeevviieve i, 76
Rycina 14 Wptyw nietraktowanych i termicznie inaktywowanych szczepow bifidobakterii na lini¢
makrofagow ptucnych MH-S. Poziom (A) IL-6, (B) TNF-a i (C) GM-CSF w nadsaczach
komorkach zostat zmierzony za pomoca testu ELISA po 18 lub 72 godzinnej stymulacji z
nietraktowanymi (niebieskie stupki) i termicznie inaktywowanymi (pomaranczowe shupki)
bakteriami. Kontrola negatywna byt PBS, a pozytywna 1pg/ml LPS O111:B4, ktore
podano w tej samej objetosci co bakterie. Eksperyment zostat wykonany trzykrotnie, a
zamieszczone dane zostaly przedstawione jako $rednia = SEM. Analiza poréwnawcza
zostata wykonana na podstawie test t-Studenta pomiedzy nietraktowanymi i termicznie
inaktywowanymi bakteriami * p<0,05, *** p<0,001, analiz¢ mi¢gdzy kontrolg negatywna, a
bakteriami wykonano na podstawie testu Dunetta 2-way ANOVA, wyniki istotne
SEALYSTYCZNIE SH. ...ttt e bbbttt e n e 77
Rycina 15 Wplyw nietraktowanych i termicznie inaktywowanych szczepdw bifidobakterii na
komorki nabtonka ptucnego TC-1 w warunkach in vitro. Poziom (A) IL-6, (B) MCP-1i (C)
GM-CSF w nadsaczach komorkowych linii TC-1 zostat zmierzony za pomocg testu ELISA
po 18 lub 72 godzinnej stymulacji z nietraktowanymi (niebieskie stupki) i termicznie
inaktywowanymi (pomaranczowe stupki) bakteriami. Kontrolg negatywna byt PBS, a
pozytywng 1ug/ml LPS O111:B4, ktore podano w tej samej objetosci co bakterie.
Eksperyment zostal wykonany trzykrotnie, a zamieszczone dane zostaly przedstawione
jako $rednia = SEM. Analiza porownawcza zostata wykonana na podstawie test t-Studenta
pomigdzy nietraktowanymi i termicznie inaktywowanymi bakteriami, statystycznie istotna
roéznica * p<0,05, *** p<0,001; analize¢ migdzy kontrola negatywna, a bakteriami
wykonano na podstawie testu Dunetta 2-way ANOVA, wyniki istotne statystycznie >#...79
Rycina 16 Pochtanianie bifidobakterii na komoérki nabtonka, a nastepnie ich transfer do komoérek
immunologicznych. (A) Pochlanianie nietraktowanych (niebieskie stupki) i termicznie
inaktywowanych (pomaranczowe stupki) komorek bakteryjnych przez komorki linii
nabtonka ptucnego TC-1 i (B) transfer komoérek pochlonietych przez komoérkami nabtonka,
do komorek dendrytycznych JAWS II, (C) badanie korelacji Pearsona pomi¢dzy
przekazywaniem i pochtanianiem bakterii Eksperyment zostat wykonany trzykrotnie, a

zamieszczone dane zostaly przedstawione jako §rednia = SEM. Analiza poréwnawcza
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zostata wykonana na podstawie test t-Studenta pomig¢dzy nietraktowanymi i termicznie
inaktywowanymi bakteriami, statystycznie istotna roznica * p<0,05. .......ccccccovvriiriiiennens 81
Rycina 17 Wptyw nietraktowanych i termicznie inaktywowanych szczepow bifidobakterii na
komorki prezentujace antygen w warunkach in vitro. Poziom (A) IL-10 i (B) IL-12p70 w
nadsaczach komorkowych komorek dendrytycznych BMDC zostat zmierzony za pomoca
testu ELISA po 20 godzinnej stymulacji z nietraktowanymi (niebieskie stupki) i termicznie
inaktywowanymi (pomaranczowe shupki) bakteriami. Kontrolg negatywna byt PBS, a
pozytywna 1pg/ml LPS O111:B4, ktére podano w tej samej objetosci co bakterie.
Eksperyment zostat wykonany dwukrotnie, a zamieszczone dane zostaly przedstawione
jako $rednia = SEM. Analiza porownawcza zostata wykonana na podstawie test t-Studenta
pomigdzy nietraktowanymi i termicznie inaktywowanymi bakteriami, statystycznie istotna
roéznica * p<0,05, ** p<0,01; analize migdzy kontrola negatywna, a bakteriami wykonano
na podstawie testu Dunetta 2-way ANOVA, wyniki istotne statystycznie >#. ................... 82
Rycina 18 Wptyw podania bifidobakterii na aktywacj¢ receptorow hTLR2 i hNOD2. Poziom
cytokiny IL-8 postuzyt jako wskaznik aktywacji receptoroéw. Komoérki stymulowano
nietraktowanymi (niebieskie stupki) i termicznie inaktywowanymi (pomaranczowe stupki)
bakteriami przez 16 godzin. Jako kontrole pozytywne zastosowano ligand TLR2
Pam3CSK4 (1 pg/ml) i ligand NOD2 dipeptyd muramylowy (MDP; 100 ng/ml), PBS zastat
wykorzystany jako kontrola negatywna. Eksperyment zostat wykonany dwukrotnie, a
zamieszczone dane zostaly przedstawione jako §rednia = SEM. Analiza poréwnawcza
zostata wykonana na podstawie test t-Studenta pomiedzy nietraktowanymi i termicznie
inaktywowanymi bakteriami, statystycznie istotna roznica * *p<0,01. ........cccocvvvirrrnenncne 84
Rycina 19 Nietraktowane i termicznie inaktywowane szczepy bifidobakterii wptywaja na
produkcje¢ cytokin indukowanych podaniem OVA w hodowlach splenocytow pobranych z
myszy uwrazliwionych na OVA. Poziom cytokin (A) IL-5, (B) IL-4, (C) IL-13, (D) IFN-y,
(E) IL-6 i (F) IL-10 oznaczono po 72 godzinnej stymulacji OVA oraz nietaktowanymi
(niebieskie stupki) lub termicznie inaktywowanymi (pomaranczowe stupki) bakteriami.
Komorki stymulowane PBS postuzyly jako kontrola negatywna. Poziom cytokin
oznaczono z wykorzystaniem Luminexu 2000 (BioRad, USA). Wartosci zebrano z dwoch
niezaleznych eksperymentéw. R6znice migdzy nietraktowanymi i termicznie
inaktywowanymi bakteriami zbadano za pomoca testu t-Studenta (*p <.0.05). Poréwnanie
miedzy grupa, ktorej podano tylko OVA, a grupami z OVA 1 bakteriami przebadano za
pomoca testu ANOVA Dunett'a #p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001, ####p < 0.0001..... 85
Rycina 20 Donosowe podanie nietraktowanych i termicznie inaktywowanych bakterii Bl 7952
ostabia odpowiedz immunologiczng wywotang przez owoalbuming. Poziom cytokin (A)
IL-5, (B) IL-4, (C) IL-13, (D) IFN-y, (E) IL-6 i (F) IL-10 oznaczono po 72 godzinnej
stymulacji OVA w grupach myszy przyjmujacych nietraktowane (UN Bl 7952/0OVA,

136



niebieskie stupki), inaktywowane (HT Bl 7952/OV A, pomaranczowe stupki) bakterie lub
PBS (PBS/OVA, czarne stupki). Poziom cytokin oznaczono z wykorzystaniem Luminexu
2000 (BioRad, USA). Wartosci sa wyrazone jako wykres pudetkowy ze stupkami wartosci
$redniej i minimalnej do maksymalnej; kazda kropka reprezentuje pojedyncza mysz. Istotng
roéznice migdzy grupami do§wiadczalnymi otrzymujacymi PBS/OVA i traktowanymi

bifidobakteriami/OV A obliczono za pomocg One-way ANOVA Dunnett *p <0,05. **p <

Rycina 21 Donosowe podanie nietraktowanych i termicznie inaktywowanych bakterii Bl 7952
wpltywa na produkcje przeciwcial w mysim modelu uczulenia na OVA. Oznaczono poziom
przeciwciat skierowanych przeciwko OVA: (A) IgE, (B) IgG1, (C) IgG2 i (D) IgA, (E)
catkowity poziom IgA, oraz (F) specyficznych IgA skierowanych przeciw Bl 7952. Wptyw
nietraktowanych (UN Bl 7952/OV A, niebieskie stupki), inaktywowanych (HT Bl
7952/0OV A, pomaranczowe stupki) bakterii lub PBS (PBS/OVA, czarne stupki) okre$lono
na podstawie poziomu przeciwciat znajdujacych si¢ w surowicy krwi obwodowej. Do
oznaczenia poziomoéw przeciwcial probki rozcienczono 1:810 dla komorek RBL, 1:10 000
dla IgG1, 1:100 dla IgG2a i 1:10 dla IgA. Do oznaczenia poziomu przeciwciat IgA
specyficznych wzgledem nietraktowanych (UN) i termicznie inaktywowanych (HT) Bl
7952 surowice rozcienczono dwukrotnie. Wartosci sg wyrazone jako wykres pudetkowy ze
shupkami wartos$ci $redniej i minimalnej do maksymalnej; kazda kropka reprezentuje
pojedyncza mysz. Istotng roznice migdzy grupami do§wiadczalnymi otrzymujacymi
PBS/OVA i traktowanymi bifidobakteriami/OV A obliczono za pomocg One-way ANOVA
Dunnett *p <0,05. **P < 0,01, ooiiiiiiiieie st re e 88

Rycina 22 Donosowe podawanie nietraktowanego i termicznie inaktywowanego Bl 7952
moduluje profil cytokinowy w alergicznym zapaleniu ptuc myszy uczulonych na OVA.
Wptyw nietraktowanych (UN Bl 7952/OV A, niebieskie stupki), inaktywowanych (HT Bl
7952/0OV A, pomaranczowe stupki) bakterii lub PBS (PBS/OV A, czarne stupki) okreslono
na podstawie poziomu cytokin w ptynie oskrzelowo- pecherzykowym. Poziom cytokin
oznaczono z wykorzystaniem Luminexu 2000 (BioRad, USA). Wartos$ci sg wyrazone jako
wykres pudetkowy ze stupkami warto$ci $redniej i minimalnej do maksymalnej; kazda
kropka reprezentuje pojedynczg mysz. Istotng r6znice miedzy grupami do§wiadczalnymi
otrzymujacymi PBS/OVA i traktowanymi bifidobakteriami/OV A obliczono za pomoca
One-way ANOVA Dunnett *p <0,05. **p < 0,01, ...oooiiiiiiiiiiieee e 89

Rycina 23 Donosowe podawanie nietraktowanego i termicznie inaktywowanego Bl 7952 w rozny
sposdb zmniejsza zapalenie alergiczne w plucach myszy uczulonych na OVA. (A) Zbadano
skrawki tkanki ptucnej barwione kwasem nadjodowym-Schiffa myszy, ktére przyjmowaty
nietraktowane (UN Bl 7952/OV A, niebieskie stupki) i inaktywowane (HT Bl 7952/0VA,
pomaranczowe stupki) bakterie lub PBS (PBS/OV A, czarne stupki). (B) Probki zostaty
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poddane ocenione histopatologicznej przez dwoch niezaleznych ekspertow. (C) Zliczono
catkowitg ilo$¢ komorek immunologicznych obecnych w BALF. (D, E, F i G) Okreslono
poziomy przeciwcial znajdujacych si¢ w plynie oskrzelowo-pecherzykowym. Do
oznaczenia poziomow przeciwcial probki nie rozcienczano dla komorek RBL i
nierozcienczonych dla IgA. Do oznaczenia poziomu przeciwciatl IgA specyficznych
wzgledem nietraktowanych (UN) i termicznie inaktywowanych (HT) Bl 7952 BALF
rozcienczono dwukrotnie. Wartosci sg wyrazone jako wykres pudetkowy ze stupkami
wartosci §redniej 1 minimalnej do maksymalnej; kazda kropka reprezentuje pojedyncza
mysz. Istotng réznice miedzy grupami doswiadczalnymi otrzymujacymi PBS/OVA i
traktowanymi bifidobakteriami/OV A obliczono za pomocg One-way ANOVA Dunnett *p
<O,05. *2P < 0,00, et 91
Rycina 24 Wptyw wybranych antygenéw Bl 7952 na komorki nabtonka ptucnego TC-1 w
warunkach in vitro. Poziom (A) IL-6 i (B) MCP-1 w nadsaczach komorkowych linii TC-1
zostatl zmierzony za pomocg testu ELISA po 18 godzinnej stymulacji z antygenami w
stezeniach 10 pg/ml dla LTA lub peptydoglikanu i 30 pg/ml dla polisacharydéw. Kontrolg
negatywng byt PBS. Eksperyment zostal wykonany trzykrotnie, a zamieszczone dane
zostaly przedstawione jako srednia + SEM. Istotng roznice miedzy kontrolg, a probkami
obliczono za pomocg One-way ANOVA DUNNELL .........ccooviiiiieenieeee e 93
Rycina 25 Wptyw antygenow powierzchniowych Bl 7952 na komorki prezentujace antygen w
warunkach in vitro. Poziom (A) IL-10, (B) IL-12p70(C) IL-6 i (D) TNF-a w nadsaczach
komorkowych komorek dendrytycznych BMDC zostal zmierzony za pomoca testu ELISA
po 20 godzinnej stymulacji z wybranymi antygenami w stezeniach: 10 pg/ml dla LTA lub
peptydoglikanu i 30 pg/ml dla polisacharydéw. Kontrolg negatywng byt PBS. Eksperyment
zostal wykonany czterokrotnie, a zamieszczone dane zostaly przedstawione jako $rednia =

SEM. Istotng r6znicg miedzy kontrola, a probkami obliczono za pomoca One-way ANOVA

Rycina 26 Wplyw podania wybranych antygenow powierzchniowych na produkcje cytokin w
hodowlach splenocytow pobranych z naiwnych myszy. Komoérki byly traktowane przez 72
godziny antygenami powierzchniowymi o stezeniach 10 ug/ml LTA lub peptydoglikanu i
30 pg/ml polisacharydow. Komorki stymulowane PBS postuzyty jako kontrola negatywna.
Poziom cytokin (A) IL-6, (B) IL-10, (C) IFN-y oznaczono z wykorzystaniem Luminexu
2000 (BioRad, USA). Eksperyment zostat wykonany na czterech myszach, a zamieszczone
dane zostaty przedstawione jako $rednia £ SEM. Istotng roznicg migdzy kontrolg, a
probkami obliczono za pomocg One-Way ANOVA ..o 95

Rycina 27 Wptyw podania wybranych antygenow powierzchniowych na aktywacje receptoréw
hTLR2 i hNOD2. Badanie kolorymetryczne przy dtugosci fali 630 nm postuzyt jako
wskaznik aktywacji receptoréw (A) hTLR2 i (B) hNOD2. Komorki stymulowano
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antygenami w stgzeniach: 10 pg/ml dla LTA lub peptydoglikanu i 30 pg/ml dla
polisacharydow przez 10 godzin. Jako kontrole pozytywne zastosowano ligand TLR2
Pam3CSK4 (1 pg/ml) i ligand NOD2 dipeptyd muramylowy (MDP; 100 ng/ml), PBS zastat
wykorzystany jako kontrola negatywng. Eksperyment zostat wykonany dwukrotnie, a
zamieszczone dane zostaty przedstawione jako srednia = SEM. Istotng réznice migdzy
kontrolg, a probkami obliczono za pomocg One-way ANOVA ........cccooviviiiniecnee s 96
Rycina 28 Graficzne przedstawienie dziatania B. longum ssp. longum CCD 7952 w mysim

modelu uwrazliwienia na OVA (Biorender.Com) .......coovevvveiiieiiiniiiesnieeneeseeseesneeseeeseee s 109
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L. Jaszewski, L. Radosinski, B. Hanus-Lorenz, S. Kraszewski, Molecular mechanism of
VvSGLT inhibition by gneyulin reveals antiseptic properties against multidrug-resistant
gram-negative bacteria, J. Mol. Model. 25, 2019. IF: 1,33
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Front. Cell. Infect. Microbiol., 2018. IF: 3,520
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Recognized by Human Sera Front. Microbiol, 2018. IF: 4,019

Patenty:

1.

M. Soroka, M. Pyclik, R. Wal, K. Ggbala, M. Lukaszewicz; P406276; 2013-11-27;
Chiralne poliamfolity pochodne kwasu dimetylofosfinowego, polialkilenopoliamin i

asparaginy oraz sposob ich wytwarzania
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2. M. Soroka, M. Pyclik, R. Wal, K. Gebala; P406275; 2013-11-27; Chiralne poliamfolity
pochodne kwasu dimetylofosfinowego, polialkilenopoliamin i leucyny, izoleucyny lub
norleucyny oraz sposob jej wytwarzania

3. M. Soroka, M. Pyclik, R. Wal, K. Ggbala; P406273; 2013-11-27; Chiralne poliamfolity
pochodne kwasu dimetylofosfinowego, polialkilenopoliamin i glutaminy oraz sposob ich

wytwarzania

Konferencje naukowe:

22 -23.06.23 ChemBiotIC, prezentacja ustna: Systemic Inflammation and STING
Activation: Implications for Viral Infection Therapeutics, online

25.05.2022 Sympozjum BioLab, prezentacja ustna: STING activation under pre-
existing inflammatory conditions causes severe skin disease, Oklahoma City, USA

05 - 09.05.2022 IMMUNOLOGY 2022™_ Annual Meeting of The American Association
of Immunologists, prezentacja ustna: STING activation under pre-existing inflammatory
conditions causes severe skin disease, Portland, USA

20.05.2021 CarboMet, prezentacja ustna: Peptydoglycan — “simple” structure with
immunomodulatory potential, online

22 -24.01.2021 Winter School on Basic Immunology Research in Allergy and Clinical
Immunology Digital 2021, poster: Modulatory effect of untreated and inactivated
Bifidobacterium adolescentis CCDM 373 on cells of the respiratory system, online

19 - 22.05.2020 Virtual Microbiome Summit, prezentacja ustna: Heat-killed and
untreated Bifidobacterium strains affect cytokine production of macrophage cell lines,
online

02-05.07.2019 Kuznia Mtodych Talentow, prezentacja ustna: Czy Bifidobacterium
moze nam pomoéc w leczeniu alergii?, Jablonna k. Warszawy

04.10.2018 October SciFest, prezentacja ustna: Immunomodulatory effect of
Bifidobacterium strains on mouse cell lines, Novy Hradek, Czech Republic

09 - 12.09.2018 8th Baltic Meeting on Microbial Carbohydrates, prezentacja ustna i
poster: Differentiated impact of Bifidobacterium strains and their components on selected
cell lines , Dublin, Irlandia

17.05.2018 Sympozjum ,,Prezentacje mtodych naukowcow 2018, prezentacja
ustna: ldentyfikacja epitopu czynnika elongacji Tu izolowanego ze Streptococcus
agalactiae z wykorzystaniem ludzkich przeciwciat krwi pgpowinowej, Uniwersytet

Wroctawski
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26 - 27.04.2018 Konferencja Combinat, prezentacja ustna: Wykorzystanie modelu
matematycznego do analizy przezywalno$ci Bifidobacterium w uktadzie pokarmowym
cztowieka, Politechnika Wroctawska

04 - 05.03.2017 Konferencja Combinat, prezentacja ustna: Wykorzystanie modelu
molekularnego do monitorowania przebiegu reakcji syntezy peptydéw na podtozu statym,

Politechnika Wroctawska

Udzial w realizacji projektow badawczych:

PRELUDIUM UMO- 2019/33/N/NZ7/02294 (NCN): Donosowe podanie probiotykow
opracowanie modelu in vitro alergicznego zapalenia btony §luzowej nosa oraz ocena potencjatu
zastosowania szczepOw probiotycznych w jego zapobieganiu i leczeniu

Kierownik: mgr. inz. Marcelina Pyclik
Okres trwania: 09.2020-08.2024

NIH/NIDCR 5R01DE025030: Innate immunity and autoantibodies in the pathogenesis od
Sjorgen’s syndrome

Kierownik: dr Umesh Deshmukh
Okres trwania: 07.2021- 12.2022 (08.2024)

NIH/NIDCR 1R21DE031166: Salivary gland response to innate immune mediators dictates
Sjogren's syndrome development

Kierownik: dr Umesh Deshmukh
Okres trwania: 07.2021- 12.2022 (07.2023)

MOBILITY PPN/BIL/2018/1/00005 (NAWA): New strategy for alleviating allergic response:
Effect of the surface bacterial antigens in the prevention and treatment of allergic inflammation in
mouse model

Kierownik: dr hab. Sabina Gorska, prof. IITD PAN
Okres trwania: 01.2019 - 12.2021

SONATA BIS UMO-2017/26/E/NZ7/01202 (NCN): Okreslenie struktury sktadnikow $ciany
komorkowej wybranych szczepow bakterii z rodzaju Bifidobacterium i ich rola w rozwoju choréb
o podtozu alergicznym

Kierownik: dr hab. Sabina Gorska, prof. IITD PAN
Okres trwania: 12.2018- 11.2023

OPUS UMO-2013/09/B/NZ6/00801 (NCN): Charakterystyka immunogennych biatek
Streptococcus agalactiae wraz z identyfikacja epitopu rozpoznawanego przez przeciwciata
ochronne krwi pgpowinowe;j.

Kierownik: dr hab. Sabina Gorska, prof. IITD PAN
Okres trwania: 10.2015 - 03.2017
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Staze naukowe:

07.2021 -12.2022 Program BioLab: Oklahoma Medical Research Foundation, Oklahoma
City USA

08.2020 - 10.2020 ERASMUS+ w Laboratorium Gnotobiologii w Instytucie Mikrobiologii
Czeskiej Akademii Nauk w Novym Hradku, Czechy

11.2019 - 12.2019 ERASMUS+: Laboratorium Gnotobiologii, Instytut Mikrobiologii
Czeskiej Akademii Nauk, Novy Hradek

03.2019 - 06.2019 ERASMUS+: Laboratorium Gnotobiologii, Instytut Mikrobiologii
Czeskiej Akademii Nauk, Novy Hradek

06.2018 - 08.2018 KNOW- IITD (Krajowy Naukowy Osrodek Wiodacy): Laboratorium
Gnotobiologii, Instytut Mikrobiologii Czeskiej Akademii Nauk, Novy
Hradek

Nagrody i wyréznienia:

06.05.2022 Stypendium 2022 AAI Trainee Abstract Award (Portland 2022)

2021 - 2022 Stypendium programu Bio-Lab pod patronatem Fundacji Fulbright
Poland

11.2021 Wyrdznienie w studenckim programie stypendialnym Prezydenta Miasta

Wroctawia dla doktorantow
10.2020 - 07.2021 Stypendium Dyrektora dla najlepszych doktorantow
10.2018 - 07.2019 Stypendium Dyrektora dla najlepszych doktorantow
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