Charakterystyka wlasciwos$ci immunomodulujacych B. longum
spp. longum CCM 7952 w leczeniu chorob o podlozu
alergicznym

Bakterie z rodzaju Bifidobacterium naleza do grupy mikroorganizméw okreslanych mianem
bakterii pro-zdrowotnych dla organizmu cztowieka. Ich obecno$¢ w uktadzie pokarmowym noworodka
pozwala na prawidtowe dojrzewanie uktadu odpornosciowego. W XXI wieku szerokie zastosowanie
antybiotykoterapii oraz wysoko przetworzonej diety, zwlaszcza w krajach wysokorozwinigtych,
przyczynito si¢ do spadku ilos¢ i réznorodnosci szczepow bakteryjnych m.in. z rodzaju Bifidobacterium
(Olm et al., 2022). Zaburzenia w sktadzie jakoSciowym i ilosciowym mikroflory bakteryjnej prowadza
do zwigkszonego prawdopodobienstwa wystapienia zaburzen na tle autoimmunologicznym czy
metabolicznym. Do najczgséciej obserwowanych chorob zalicza si¢ alergie, chroniczne zapalenie zatok,
nieswoiste zapalenie jelit, otytosé i cukrzyce (Milani et al., 2017b). Wedlug Swiatowej Organizacji
Alergii (WAO) ilo$¢ osob cierpiacych z powodu chorob 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
zwickszeniem réznorodnosci mikroflory, ktora stymuluje ksztaltowanie si¢ prawidlowej odpowiedzi
immunologicznej. Charakterystyka nowych szczepow bakteryjnych wraz z oceng ich wilasciwosci
immunomodulujgcych oraz metod ich podawania umozliwi opracowanie bardziej spersonalizowanych
terapii oraz zmniejszy wystgpienie skutkow ubocznych czy rozwoju bakteriemii u 0séb z obnizong

odpornoscia.

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 szczepéw
wykorzystano szeroki przekroj linii komérkowych oraz mysi model uczulenia na owoalbuming (OVA).
Badane szczepy charakteryzowaly sie zroznicowanym potencjalem immunomodulacyjnym oraz
stopniem pochtaniania i przekazywania migdzy komodrkami nabtonkowymi, a komorkami
dendrytycznym. Ponadto termiczna inaktywacja wptyneta na zmiane indukowanej przez te szczepy
odpowiedzi cytokinowej. Na podstawie wynikéw 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, zardéwno 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

szczepow 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 innych mechanizméw immunomodulujacych.
Wilasciwosci te zostaly 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 zaréwno na poziomie lokalnym (w phlucach) jak
i systemowym. Oprocz 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 plucach myszy uczulonych na OVA.

Wyniki te wskazujg, ze stan zywotno$ci bakterii ma znaczacy wptyw na ich wlasciwosci
immunomodulacyjne. Dziatanie wysoka temperaturg na bakterie moze powodowac¢ 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 wilasciwosci. W Kkolejnych etapach pracy wyizolowano oraz
scharakteryzowano wtasciwosci immunomodulujagce wybranych antygenéw powierzchniowych
Bl 7952: peptydoglikanu, kwasoéw tejchojowych i polisacharydow. Zwigzki te zostaly wyizolowane,
0Czyszczone, a nastgpnie przeprowadzono charakterystyke wiasciwosci immunomodulacyjnych na
wybranych liniach komoérkowych oraz badania in vitro z wykorzystaniem naiwnych komorek
wyizolowanych ze szpiku kostnego oraz splenocytow. Wykazano, ze czasteczkami o najwigkszych
wlasciwosciach immunomodulujacych byty polisacharydy komoérkowe oraz te wyizolowane ze $luzu.
W przypadku kwasow lipotejchojowych (LTA) nie zaobserwowano zadnej aktywnosci, z kolei
peptydoglikan (PGN) indukowat dos¢ staba odpowiedZ immunologiczna.

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

zapobieganiu i leczeniu”.



