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2 SPIS SKRÓTÓW 
 

Skrót rozwinięcie angielskie rozwinięcie polskie 

BALF bronchoalveolar lavage fluid 
popłuczyny oskrzelowo-

pęcherzykowe 

Bl Bifidobacterium longum ssp. longum - 

BMDC bone marrow-derived dendritic cell 

komórki dendrytyczne 

pochodzące ze szpiku 

kostnego 

BMDM bone marrow-derived macrophages 
makrofagi pochodzące ze 

szpiku kostnego 

BSA bovine serum albumin surowicza albumina wołowa 

CFU colony forming unit jednostka tworząca kolonie 

CWP cell wall polysaccharides 
polisacharydy ściany 

komórkowej 

DC dendritic cells komórki dendrytyczne 

DLS dynamic light scattering 
dynamiczne rozpraszanie 

światła 

DMSO dimethyl sulfoxide dimetylosulfotlenek 

DSS dextran sulfate sodium 
sól sodowa siarczanu 

dekstranu 

ELISA Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay test immunoenzymatyczny 

ELS electrophoretic light scattering 
elektroforetyczne rozpraszanie 

światła 

EPS exopolysaccharides egzopolisacharydy 

GF germ free 
wolne od drobnoustrojów, 

jałowe 

GlcNAc N-acetylglucosamine N-acetyloglukozamina 

Glu glutamic acid kwas glutaminowy 

HEK 293 human embryonic kidney 293 
ludzkie komórki zarodkowe 

nerki 293 

HDM house dust mist roztocza kurzu domowego 

IBD inflammatory bowel disease wrzodziejące zapalenie jelit 

IBS irritable bowel syndrome zespół jelita drażliwego 

IL interleukin interleukina 

ILC2 group 2 innate lymphoid cells komórki 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 

niskonapięciowy 

M molar concentration (mol/dm3) molarność (mol/dm3) 
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mM milimolar concertation (mmol/dm3) milimolarność (mmol/dm3) 

MES 2-[N-morpholino]ethanesulfonic acid kwas 2-etanosulfonowy  

MFI Mean Fluorescence Intensity 
średnia intensywność 

fluorescencji 

MRS De Man, Rogosa and Sharpe De Man, Rogosa, Sharpe  

MRSC 
De Man, Rogosa and Sharpe with 0,05% L-

cysteine hydrochloride 

De Man, Rogosa and Sharpe z 

0,05% chlorowodorkiem L-

cysteiny 

MurNAc N-acetylmuramic acid kwas N-acetylomuraminowy 

NMR nuclear magnetic resonance 
spektroskopia magnetycznego 

rezonansu jądrowego 

NOD 
nucleotide-binding oligomerization domain-

like receptors 

domena oligomeryzacyjna 

wiążąca nukleotyd 

OVA ovoalbumin owoalbumina 

OD optical density gęstość optyczna 

PBS phosphate buffered saline 
buforowana fosforanem sól 

fizjologiczna 

PBMC peripheral blood mononuclear cell 
jednojądrzaste komórki krwi 

obwodowej 

PGN peptidoglycan peptydoglikan 

PRRs pattern recognition receptors 
receptory rozpoznające 

wzorce 

PS polysaccharide polisacharyd 

rpm revolutions per minute obrotów na minutę 

TLR toll-like receptor receptor toll-podobny 

TMB 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine 
3, 3', 5,5'- 

tetrametylobenzydyna 

TSLP thymic stromal lymphopoietin limfopoetyna zrębu grasicy  

T4SS type IV secretion systems systemy sekrecyjne typu IV 

SCFA short-chain fatty acids,  
krótkołańcuchowe kwasy 

tłuszczowe 

SEM scanning electron microscope 
skaningowy mikroskop 

elektronowy 

SDS sodium dodecyl sulfate dodecylosiarczan sodu 

SPF specific pathogen free 
wolne od określonych 

patogenów 

ssp. subspecies podgatunek 

WAO World Allergy Organization Światowa Organizacja Alergii 

WHO World Health Organization 
Światowej Organizacji 

Zdrowia 
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3 STRESZCZENIE 
 

Bakterie z rodzaju Bifidobacterium należą do grupy mikroorganizmów określanych 

mianem bakterii pro-zdrowotnych dla organizmu człowieka. Ich obecność w układzie 

pokarmowym noworodka pozwala na prawidłowe dojrzewanie układu odpornościowego. W XXI 

wieku szerokie zastosowanie antybiotykoterapii oraz wysoko przetworzonej diety, zwłaszcza 

w krajach wysokorozwiniętych, przyczyniło się do spadku ilość i różnorodności szczepów 

bakteryjnych m.in. z rodzaju Bifidobacterium (Olm et al., 2022). Zaburzenia w składzie 

jakościowym i ilościowym mikroflory bakteryjnej prowadzą do zwiększonego 

prawdopodobieństwa wystąpienia zaburzeń na tle autoimmunologicznym czy metabolicznym. 

Do najczęściej obserwowanych chorób zalicza się alergie, chroniczne zapalenie zatok, nieswoiste 

zapalenie jelit, otyłość i cukrzycę (Milani et al., 2017b). Według Światowej Organizacji Alergii 

(WAO) ilość osób cierpiących z powodu chorób o podłożu alergicznym sięga już 40% 

światowej populacji (Agache et al., 2019). Istotne jest zatem prowadzenie badań nad nowymi 

metodami leczenia chorób o podłożu alergicznym. Jednym z takich podejść jest prowadzenie badań 

nad zwiększeniem różnorodności mikroflory, która stymuluje kształtowanie się prawidłowej 

odpowiedzi immunologicznej. Charakterystyka nowych szczepów bakteryjnych wraz z oceną ich 

właściwości immunomodulujących oraz metod ich podawania umożliwi opracowanie bardziej 

spersonalizowanych terapii oraz zmniejszy wystąpienie skutków ubocznych czy rozwoju 

bakteriemii u osób z obniżoną odpornością.  

W niniejszej pracy doktorskiej przedstawiono charakterystykę właściwości 

immunomodulujących wybranych szczepów z rodzaju Bifidobacterium przebadanych jako żywe 

i termicznie inaktywowane bakterie. W celu dokładnej charakterystyki badanych szczepów 

wykorzystano szeroki przekrój linii komórkowych oraz mysi model uczulenia na owoalbuminę 

(OVA). Badane szczepy charakteryzowały się zróżnicowanym potencjałem immunomodulacyjnym 

oraz stopniem pochłaniania i przekazywania między komórkami nabłonkowymi, a komórkami 

dendrytycznym. Ponadto termiczna inaktywacja wpłynęła na zmianę indukowanej przez te szczepy 

odpowiedzi cytokinowej. Na podstawie wyników stymulacji linii nabłonkowych układu 

oddechowego do dalszych badań wytypowano 4 szczepy Bifidobacterium: Bin 369, Bl 7952,       

Bad 373 oraz Ban 218. W następnym etapie mysie komórki śledziony uwrażliwione na OVA 

zostały poddane stymulacji wybranymi szczepami. Przeprowadzone eksperymenty wykazały, że 

szczepy te, zarówno jako żywe jak i termicznie inaktywowane bakterie, obniżają poziom cytokin 

szlaku Th2 indukowanych podaniem OVA. Szczep Bifidobacterium longum ssp. longum CCM 

7952 (Bl 7952) jako jedyny z badanych szczepów nie indukował produkcji IFN-γ, mediatora 

odpowiedzi limfocytów Th1. Brak aktywacji szlaku Th1 oraz zahamowanie produkcji cytokin 

szlaku Th2 wskazuje, że potencjalne działanie przeciwalergiczne Bl 7952 opiera się na aktywacji 
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innych mechanizmów immunomodulujących. Właściwości te zostały sprawdzone w kolejnym 

etapie, gdzie podczas uwrażliwiania na owoalbuminę podawano myszom donosowo bakterie. 

Donosowe podanie żywych bakterii Bl 7952 prowadzi do zmniejszenia alergicznego stanu 

zapalnego zarówno na poziomie lokalnym (w płucach) jak i systemowym. Oprócz obniżenia 

poziomu cytokin szlaku Th2 dochodzi do spadku poziomu przeciwciał IgE skierowanych 

przeciwko OVA. W płucach obserwowany jest spadek liczby komórek immunologicznych, 

a w szczególności eozynofilii. Efekt uzyskany po podaniu myszom termicznie inaktywowanego 

szczepu Bl 7952 jest znacznie słabszy. Obserwuje się jedynie obniżenie poziomu IL-4 oraz 

zmniejszenie ilości eozynofilii przy równoczesnym wzroście liczby neutrofili i makrofagów 

w płucach myszy uczulonych na OVA.  

Wyniki te wskazują, że stan żywotności bakterii ma znaczący wpływ na ich właściwości 

immunomodulacyjne. Działanie wysoką temperaturą na bakterie może powodować zmiany 

strukturalne w różnego rodzaju związkach występujących na powierzchni komórek, takich jak 

białka, peptydoglikan, kwasy lipotejchojowe czy polisacharydy. Wskazuje to na istnienie 

cząsteczek efektorowych, które są odpowiedzialne za obserwowane właściwości. W kolejnych 

etapach pracy wyizolowano oraz scharakteryzowano właściwości immunomodulujące wybranych 

antygenów powierzchniowych Bl 7952: peptydoglikanu, kwasów tejchojowych i polisacharydów. 

Związki te zostały wyizolowane, oczyszczone, a następnie przeprowadzono charakterystykę 

właściwości immunomodulacyjnych na wybranych liniach komórkowych oraz badania in vitro 

z wykorzystaniem naiwnych komórek wyizolowanych ze szpiku kostnego oraz splenocytów. 

Wykazano, że cząsteczkami o największych właściwościach immunomodulujących były 

polisacharydy komórkowe oraz te wyizolowane ze śluzu. W przypadku kwasów lipotejchojowych 

(LTA) nie zaobserwowano żadnej aktywności, z kolei peptydoglikan (PGN) indukował dość słabą 

odpowiedź immunologiczną. 

Wyniki przedstawione w tej pracy stanowią podstawę do dalszych badań nad 

opracowaniem preparatów przeciwalergicznych zawierających antygeny powierzchniowe. Szczep 

Bl 7952 wykorzystany jest również przez doktorantkę w badaniach nad opracowaniem szybkiego 

testu przesiewowego do określenie właściwości przeciwalergicznych bakterii z wykorzystaniem 

ludzkich komórek nabłonka nosa w badania finansowanych z funduszy Narodowego Centrum 

Nauki w ramach Preludium 17 pt. „Donosowe podanie probiotyków – opracowanie modelu in vitro 

alergicznego zapalenia błony śluzowej nosa oraz ocena potencjału zastosowania szczepów 

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 (WAO), the number of 

people suffering from allergic diseases already reaches 40% of the world's population 

(Agache et al., 2019). It is 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-γ, 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 WSTĘP 
 

Ludzkie ciało zasiedlone jest przez ogromną ilość mikroorganizmów, do których zaliczamy 

bakterie, wirusy, grzyby i archeony. Występują one m.in. na naszej skórze, w układzie pokarmowy, 

oddechowym czy rozrodczym. Oddziaływanie mikroorganizmów na nasz organizm umożliwia 

kształtowanie się naszego układu odpornościowego oraz prawidłowy rozwój tkanek i organów 

(Berbers et al., 2017). Utrzymanie homeostazy w naszym organizmie jest uwarunkowane 

odpowiednią równowagą pomiędzy organizmami patogennymi a komensalnymi. Mikroorganizmy 

odgrywają znaczącą rolę w indukcji tolerancji immunologicznej, w procesie uczenia się przez nasz 

układ odpornościowy rozpoznawania szkodliwych cząsteczek (Turroni et al., 2022). Kluczowym 

momentem w życiu każdego człowieka są pierwsze miesiące życia. Badania wskazują, że tworząca 

się w tym okresie mikrobiota wpływa na możliwość wystąpienia chorób o podłożu 

autoimmunologicznym w dalszym życiu (Josefowicz et al., 2012; Milani et al., 2017a). 

Rozpoznanie specyficznych rodzajów bakterii przez naiwne limfocyty indukuje jedną z reakcji,      

w których limfocyty T mogą zwalczać bakterie (odpowiedź Th1, Th17) lub tolerować ich obecność 

w organizmie (odpowiedź Treg) (Lathrop et al., 2011; Zhao and Elson, 2018). Do tej pory 

szczegółowo zidentyfikowano kilka szczepów bakterii, których obecność skutkuje 

ukierunkowanym różnicowaniem się limfocytów T. Jednymi z nich są Bacteroides fragilis, które 

indukują u myszy germ-free (GF) znacznie większą liczbę limfocytów Treg produkujących 

regulatorową IL-10 w porównaniu do myszy kontrolnych (Mazmanian et al., 2008). Kolonizacja 

szczepami Clostridium również skutkuje różnicowaniem się limfocytów w kierunku limfocytów 

Treg produkujących IL-10 (Atarashi et al., 2011), natomiast występowanie w jelicie cienkim myszy 

szczepów Candidatus, określanych również jako segmentowe bakterie nitkowate, zwiększa ilość 

przeciwciał IgA oraz prowadzi do różnicowania się limfocytów w kierunku Th17 (Atarashi et al., 

2015). Z kolei obecność S. aureus produkujących endotoksyny w układzie oddechowym skutkuje 

zwiększoną ilością przeciwciał IgE oraz limfocytów Th2 (Hollams et al., 2010). Szczepy z gatunku 

Klebsiella prowadzą do różnicowania się limfocytów w kierunku Th1 (Atarashi et al., 2017),              

a pojawienie się w organizmie pasożytów indukuje aktywacje limfocytów szlaku Th2 (Ma et al., 

2019). 

Zachwianie równowagi pomiędzy mikroorganizmami w organizmie określane jest mianem 

dysbiozy mikrobioty. W zależności od miejsca jej wystąpienia określa się ją jako dysbiozę jelitową, 

pochwową czy układu oddechowego. Dysbioza charakteryzować się może nadmiernym rozrostem 

jednego bądź wielu gatunków mikroorganizmów, eradykacją niektórych gatunków lub 

pojawieniem się gatunków niepożądanych dla danego ekosystemu (Martinez et al., 2021).                 

W konsekwencji zmiany te prowadzą do zachwiania komunikacji pomiędzy mikroorganizmami,      

a układem immunologicznym, co prowadzić może do patologicznych zmian w organizmie. 
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Do chorób immunologicznych związanych z dysbiozą należą nieswoiste zapalenie jelit (IBD), 

zespół jelita drażliwego (IBS), reumatoidalne zapalenie stawów, cukrzyca typu 1 (Belizário and 

Faintuch, 2018), czy różnego rodzaju choroby o podłożu alergicznym (Bunyavanich and Berin, 

2019).  

Alarmująca jest zwłaszcza rosnąca liczba osób wykazujących oznaki alergii. Szacuje się, że    

w państwach rozwiniętych czy rozwijających się liczba ta może sięgać 40% populacji (Agache et 

al., 2019). Alergia jest patologiczną odpowiedzią układu odpornościowego na potencjalnie 

nieszkodliwe cząsteczki przyjmowane z pożywieniem, obecne w powietrzu lub po prostu                   

w otoczeniu, z którymi nasz organizm może mieć kontakt. Reakcja alergiczna prowadzi do 

aktywacji takich komórek immunologicznych jak komórki tuczne, bazofile i limfocyty T. Istnieje 

kilka mechanizmów jakie reakcja alergiczna może uruchamiać w zależności od przeciwciał jakie 

są podczas niej wytwarzane. W przypadku reakcji zależnej od przeciwciał IgE obserwuje się wzrost 

cytokin szlaku limfocytów Th2 takich jak IL-4, IL-5 i IL-13.  

Istnieje kilka teorii wskazujących jak dochodzi do rozwoju reakcji alergicznej. Czynniki 

genetyczne mogą predysponować do jej wystąpienia ale nie są one konieczne. Badania wskazują, 

że jedną z głównych przyczyn wystąpienia alergii jest dysbioza mikrobiologiczna. Może ona 

dotyczyć bakterii probiotycznych, które są wrażliwe na obecność antybiotyków. Bakteriami 

probiotycznymi zgodnie z definicją Światowej Organizacji Zdrowia (WHO) określa się żywe 

mikroorganizmy, które podane w odpowiedniej ilości wywołują efekt zdrowotny (FAO/WHO, 

2001). Należą do nich szczepy m. in. Bifidobacterium oraz Lactobacillus (Patangia et al., 2022). 

Brak lub spadek liczby tych szczepów umożliwia wzrost innym bakteriom należącym do gromad 

Firmicutes i Bacteroidetes. Prawidłową mikroflorę można przywrócić poprzez przyjmowanie 

przebadanych szczepów probiotycznych w postaci leków, suplementów, czy w pożywieniu (np. 

nabiału zawierającego odpowiednie kultury bakteryjne). W leczeniu niektórych schorzeń, takich 

jak przewlekłe zapalenie jelit spowodowane Clostridioides difficile zalecany jest transfer 

mikroflory jelitowej tzw. przeszczep kału (Khoruts, 2018). 

Bakterie z rodzaju Lactobacillus nazywane są również bakteriami kwasu mlekowego i należą 

do grupy fakultatywnych anaerobów. Stosowane są w preparatach mlecznych jak i suplementach 

diety (Górska et al., 2009). Z kolei szczepy Bifidobacterium są bezwzględnymi anaerobami                   

i znacznie trudniej hodować je w warunkach przemysłowych oraz przechowywać, tak by pacjent 

mógł przyjąć je jako żywe szczepy bakteryjne (Dylus et al., 2013). Jednak nowe badania wskazują, 

że niektóre inaktywowane szczepy probiotyczne lub ich antygeny również wykazują właściwości 

immunomodulacyjne identyczne lub zbliżone działaniem jakie obserwuje się po podaniu żywych 

bakterii (de Almada et al., 2016a). Inaktywowane bakterie lub elementy ściany komórkowej 

bakterii wraz z końcowymi produktami ich metabolizmu takimi jak krótkołańcuchowe nasycone 

kwasy tłuszczowe (SCFA) nazywane są postbiotykami. Proces inaktywacji bakterii zachodzi 

najczęściej poprzez obróbkę w wysokiej temperaturze, jednak można do tego celu wykorzystać 
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również promienie ultrafioletowe (UV), sonikację czy działanie związkami chemicznymi. 

Stosowanie postbiotyków eliminuje problemy technologiczne związane z przygotowaniem żywych 

bakterii, jak również umożliwia podanie dokładnie określonej dawki preparatu (Aguilar-Toalá et 

al., 2018).  

Badania przedstawione w mniejszej pracy doktorskiej skupiają się na porównaniu właściwości 

immunomodulujących wybranych szczepów Bifidobacterium oraz określeniu czy ich inaktywacja 

wysoką temperaturą prowadzi do zmian ich właściwości biologicznych, w tym działania 

przeciwalergicznego. Wykazano, że szczep Bifidobacterium longum ssp. longum CCM 7952 

hamuje odpowiedź szlaku Th2 w mysim modelu uczulenia na OVA. Potraktowanie bakterii wysoką 

temperaturą spowodowało zanik niektórych właściwości. Wyizolowano i oczyszczono antygeny 

powierzchniowe tj. peptydoglikan, kwasy lipotejchojowe i polisacharydy i określono ich 

właściwości immunomodulujące z wykorzystaniem komórek linii nabłonkowych, dendrytycznych 

i splenocytów.  

 KLINICZNY OBJAWY REAKCJI ALERGICZNEJ 
 

Alergia stanowi nieprawidłową, patologiczną odpowiedź układu odpornościowego,                  

a etiologia choroby nie jest do końca poznana. W medycynie pojęcie alergii jest bardzo szerokie      

i powiązywane z terminami takimi jak nietolerancja, atopia, czy astma. Nietolerancje pokarmowe 

związane są przede wszystkim z występowaniem specyficznych przeciwciał IgG lub brakiem 

kluczowego enzymu, jak w przypadku nietolerancji laktozy (Lomer, 2015). Zaburzeniem 

odpowiedzi immunologicznej wynikającym z genetycznych predyspozycji jest z kolei atopia. 

Po zetknięciu się z alergenem dochodzi do nadreaktywności komórek tucznych, a co za tym idzie, 

wzrostu poziomu cytokin prozapalnych i przeciwciał IgE (Justiz Vaillant et al., 2023). Astma             

z kolei jest chorobą zapalenia dróg oddechowych, w której dochodzi do skurczu oskrzeli, 

pojawienia się świszczącego oddechu, duszności i kaszlu. Jeśli reakcja ta zostaje wywołana 

alergenem określa się to jako astma alergiczna. Aktywowane zostają wtedy limfocyty Th2 oraz 

uwolnione przeciwciała IgE (Boonpiyathad et al., 2019). Definicje wszystkich wymienionych 

wyżej pojęć są do siebie zbliżone i dlatego też często zdaża się, że ciężko określić, który rodzaj 

choroby występuje u pacjenta. Ponadtol ze względu na mechanizm jaki jest uruchamiany w reakcji 

alergicznej alergię dzielimy na:  

a) Alergię niezależną od przeciwciał IgE, której diagnostyka jest utrudniona ze względu na 

opóźnioną reakcję (nawet po kilku dniach) immunologiczną dającą niespecyficzne objawy. 

Ponadto obserwuje się występowanie przeciwciał IgG i IgM (typ II tzw. cytotoksyczny), 

tworzenie kompleksów immunologicznych między alergenem, a przeciwciałami IgG (typ III) 

lub aktywację swoistych limfocytów T (typu IV) (Yu et al., 2016). Wykazano, że w przypadku 
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rozwoju alergii niezależnej od IgE często dochodzi do całkowitego ustąpienia objawów do        

3 roku życia (Savage et al., 2016).  

b) Alergię zależną od przeciwciał IgE, w której to udział biorą przeciwciała IgE, a okres od 

kontaktu z alergenem do wystąpienia reakcji immunologicznej jest prawie natychmiastowy 

(Yu et al., 2016). Z badań nad alergią pokarmową wynika, że obecność wysokiego poziomu 

przeciwciał IgE prowadzi do rozwoju przewlekłej alergii. Ponadto powiązano ten rodzaj 

alergii z występowaniem u dorosłych alergicznego zapalenia błony śluzowej nosa (Savage et 

al., 2016). 

Wyróżnia się cztery podstawowe rodzaje reakcji alergicznej w zależności od rodzaju 

alergenu oraz miejsca kontaktu (Rycina 1): 

1. Alergia wziewna, która zapoczątkowywana jest przez alergen znajdujący się w powietrzu. 

Jej pierwszymi objawami są katar, świąd, napady kichania lub kaszlu bez wystąpienia 

gorączki. Alergeny tej grupy dzieli się na: alergeny całoroczne takie jak roztocza kurzu 

domowego (HDM), i sezonowe takie jak pyłki roślin. Ponadto u pacjentów uczulonych na 

pyłki drzew często dochodzi do wystąpienia reakcji krzyżowej skutkującej wystąpieniem 

różnego rodzaju alergii pokarmowych. Dochodzi wtedy do reakcji na związki posiadające 

homologiczną budowę jak alergeny wywołującego alergię wziewną. W przypadku 

uczulenia na pyłek brzozy mogą to być jabłka, gruszki, pomidory czy orzechy laskowe           

i włoskie (pod. red. Pawliczak, 2013).  

2. Alergia pokarmowa, która objawia się występowaniem wymiotów lub biegunki po 

spożyciu alergenu. Pojawia się również ból brzucha, opuchlizna i zmiany skórne.                  

W niektórych przypadkach dochodzi również do niespecyficznych reakcji organizmu 

takich jak swędzenie, kichanie czy problemy z oddychaniem. Do najbardziej 

powszechnych alergenów należą tutaj mleko krowie, kurze jajka, ryby, gluten czy orzechy 

(Wrzyszcz and Mazur, 1997). Częściej jest diagnozowana u dzieci niż u dorosłych. 

3. Alergia kontaktowa, która występuje gdy dochodzi do reakcji alergenu na powierzchni 

komórek nabłonka skóry. Skutkuje wystąpieniem pieczenia, pojawieniem się silnego 

zaczerwienienia, pęknięć lub egzemy w miejscu kontaktu. Do środków uczulających należą 

lateks, kosmetyki, metale i barwniki (Mowad et al., 2016). 

4. Alergia na jad owadów, objawia się miejscowym występowaniem obrzęku lub reakcją 

ogólnoustrojową prowadzącą do wstrząsu anafilaktycznego (Burzyńska and Piasecka‐

Kwiatkowska, 2021). 
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Rycina 1 Zestawienie związków wywołujących odpowiedź immunologiczną organizmu u pacjentów 

chorych na alergię. Dane uzyskane na podstawie ankiety przeprowadzonej wśród 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 leżą zaburzenia homestazy między 

limfocytami Th2 i Th1. W normalnych, fizjologicznych warunkach, szlak Th2 ten jest uruchamiany 

w odpowiedzi na obecność pasożytów i ma na celu zablokowanie ich wniknięcia przez komórki 

nabłonka do organizmu. W procesie tym udział biorą limfocyty pomocnicze typu 2, eozynofile, 

komórki tuczne i bazofile. Przeciwciała IgE wiążą się z antygenami na powierzchni pasożytów, 

naprowadzając eozynofile, które to po związaniu do fragmentów przeciwciał IgE indukują reakcję 

cytotoksyczną (Allen and Sutherland, 2014).  

W przypadku alergii, kontakt alergenu z organizmem zapoczątkowuje szereg jednoczesnych 

i następujących po sobie reakcji (Rycina 2). Alergen może dostać się do organizmu poprzez 

przeniknięcie przez uszkodzoną wcześniej barierę lub poprzez czynne uszkodzenie nabłonka. 

Przykładem ostatniego może być alergen HDM, który dzięki swoim właściwościom 

proteolitycznym uszkadza błonę w miejscu kontaktu (Soh et al., 2023). Następnie komórki 

nabłonkowe rozpoczynają uwalnianie alarmin tj. IL-33, IL-25 (opisywanej również jako IL-17E), 

limfopoetyny zrębu grasicy (TSLP) oraz innych cytokin pro-zapalnych. Cząsteczki te są 

stymulatorami stanu zapalnego, jednak pełnią różną rolę. Przykładowo, IL-25 produkowana jest     
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w bardzo wysokim stężeniu u myszy uwrażliwionych na alergen, zwiększając napływ eozynofilii   

i aktywację komórek dendrytycznych (DC). U ludzi IL-25 zwiększa równie ilość populacji 

plazmacytoidalnych DC. Z kolei IL-33 indukuje zwiększenie wytwarzania cytokin i chemokin 

szlaku Th2 przez komórki immunologiczne. Ponadto na zaawansowanym etapie reakcji alergicznej 

cytokina ta aktywuje bazofile i komórki tuczne, które są źródłem IL-4 i IL-13 (Gordon et al., 2016; 

Motomura et al., 2014). TSLP uważa się za główny regulator odpowiedzi immunologicznej Th2,    

a u ludzi jest również związany z napływem neutrofili i szlakiem Th17 (Ji and Li, 2023). Alarminy 

IL-25, IL-33, TSLP aktywują dojrzewanie i namnażanie komórek limfoidalnych typu 2 (ILC2) 

rezydujących w okolicznych tkankach (Toki et al., 2020). ILC2 są nowo scharakteryzowaną grupą 

komórek, które fenotypowo i funkcjonalnie odpowiadają limfocytom Th2, jednak nie produkują 

cytokin w odpowiedzi na antygen oraz nie ulegają pozytywnej selekcji. Cytokiny i mediatory 

lipidowe produkowane przez komórki nabłonka aktywując ILC2, co prowadzi do produkcji przez 

te komórki dużych ilości IL-4, IL-5 oraz IL-13 (Klose and Artis, 2016; Rawlins et al., 2009). 

Powoduje to aktywację i podział eozynofilii, a także ich napływ do miejsca zapalenia razem                 

z alternatywnie aktywowanymi makrofagami. Uwolnienie IL-13 powoduje dojrzewanie i migrację 

DC do węzłów chłonnych (Eberl et al., 2015). Cytokina ta zwiększa również produkcję śluzu            

w komórkach kubkowych znajdujących się w nabłonkach układu oddechowego i pokarmowego. 

Zwiększona produkcja śluzu prowadzi do rozerwania białek ścisłych połączeń między komórkami 

tworzącymi nabłonek oraz indukuje ścieżkę alternatywnego aktywowania makrofagów (Liang et 

al., 2012; Sugita et al., 2018). Działanie synergistyczne IL-4 oraz IL-13 wpływa na kurczliwość 

mięśni gładkich dróg oddechowych (Ji and Li, 2023). Z kolei IL-5 zwiększa rekrutację eozynofilii 

do miejsca uszkodzenia nabłonka, a IL-4 stymuluje wytwotrzenie przeciwciał IgE i IgG1 przez 

limfocyty B (Cohn et al., 1997). 

Dojrzałe DC w węzłach chłonnych prezentują antygeny limfocytom pomocniczym 

folikularnym T (Thf), które następnie biorą udział w różnicowaniu naiwnych limfocytów T do 

limfocytów Th2. Z kolei zróżnicowane limfocyty Th2 produkują IL-4, IL-5 i IL-13, które aktywują 

kolejne naiwne limfocyty (Guo et al., 2015b). Ponadto DC i limfocyty Thf aktywują limfocyty B 

obecne w miejscu zapalenia, jak i w węzłach chłonnych, stymulując tym samym wytworzenie 

przeciwciał IgE, które z kolei aktywują bazofile.  

Komórki tuczne, eozynofile i bazofile produkują granule oraz reaktywne formy tlenu (Ji and 

Li, 2023). W granulach znajdują się histamina oraz mediatory lipidowe, które zapoczątkowują 

natychmiastową reakcję immunologiczną. Histamina pogłębia reakcję poprzez blokowanie 

różnicowania limfocytów Th1, przy jednoczesnej stymulacji limfocytów Th2 (Pucillo et al., 2018). 

W zależności od miejsca reakcji dochodzi do wycieku naczyniowego, skurczu oskrzeli czy świądu 

(Espinosa-Riquer et al., 2020).  
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Rycina 2 Graficzne przestawienie reakcji alergicznej zachodzącej w miejscu kontaktu z alergenem 

oraz w węzłach chłonnych (Biorender.com) 

5.1.2 Metody leczenia alergii  

 

Obecnie immunoterapia jest jedynym sposobem leczenia alergii. Wszystkie pozostałe 

metody hamowania reakcji alergicznej niwelują tylko jej objawy. Chorzy w pierwszej kolejności 

starają się wyeliminować przyczynę reakcji alergicznej. Przy brak możliwości unikania kontaktu     

z alergenenem są oni zmuszeni stosować leki przeciwalergiczne lub zdecydować się na rozpoczęcie 

immunoterapii. Przyjmowanie leków przeciwalergicznych hamuje określony etap reakcji 

immunologicznej zachodzącej w wyniku kontaktu z alergenem. Najczęściej stosowane są leki 

przeciwhistaminowe blokujące receptory H1, znajdujące się między innymi na powierzchni 

komórek immunologicznych i endotelialnych, uniemożliwiając produkcję tego mediatora stanu 

zapalnego (Pucillo et al., 2018). Pacjenci przyjmować mogą również kortykosteroidy (określane 

powszechnie jako sterydy), które są syntetycznymi pochodnymi hormonów kory nadnerczy. 

Charakteryzują się szerokim spektrum działania: hamują ekspresję genów białek zapalnych, 

zapobiegają uwalnianiu się mediatorów stanu zapalnego oraz redukują ilość komórek 

immunologicznych w miejscu zapalenia (Barnes, 2001). Od niedawna wykorzystuje się leki 

zawierające monoklonalne przeciwciała, które blokują receptory takich cytokin czy przeciwciał jak 

IL-33, IL-5, IL-4 czy IgE uniemożliwiając aktywację komórek immunologicznych (Chen et al., 

2021). W przypadku gwałtownej odpowiedzi immunologicznej po kontakcie z alergenem, gdy           

u pacjenta pojawia się szok anafilaktyczny wykorzystuje się zastrzyki z adrenaliną. Dochodzi wtedy 
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do prawie natychmiastowego zahamowania reakcji, rozkurczu oskrzeli, zaniku pokrzywki czy 

obrzęku (Yu et al., 2016).  

Obecnie jedyną metodą leczenia alergii jest swoista immunoterapia. Jej zastosowanie 

możliwe jest dzięki dokładnemu poznaniu mechanizmu działania limfocytów T w odpowiedzi 

immunologicznej. Nadal nie wiadomo dokładnie dlaczego u niektórych pacjentów daje ona trwałe 

efekty odczulające, a u niektórych tylko okresowe. Jednym z wyjaśnień może być zróżnicowany 

poziom limfocytów Treg scharakteryzowanych jako CD4+CD25+Foxp3+CD127neg/low. W przypadku 

pacjentów z niskim poziomem limfocytów Treg pod wpływem terapii dochodzi do wzrostu ich 

poziomu i dzięki temu lepszej odpowiedzi na terapię niż w przypadku pacjentów, u których przed 

terapią zaobserowano wyższy poziom limfocytów Treg (Gajdanowicz et al., 2020). Sam proces tzw. 

odczulania trwa wiele miesięcy, a nawet lat i polega na podawaniu pacjentowi w odstępach 

czasowych alergenu zaczynając od niewielkiej dawki i zwiększając ją do poziomu, który nie 

wzbudza niepożądanej odpowiedzi immunologicznej, a pozwala na indukcję tolerancji. Podczas 

długotrwałej stymulacji komórek immunologicznych niskimi dawkami dochodzi do spadku 

poziomu limfocytów Th2 i wzrostu liczby limfocytów Th1. Dzieje się to w wyniku aktywacji szlaku 

prowadzącego do produkcji limfocytów Treg i immunosupresorowych cytokin IL-10 i TGF-β, 

których ilość w trakcie trwania terapii rośnie. Głównym mechanizmem na jakim opiera się terapia 

jest wywołanie odpowiedzi opóźnionej i związanej z nią wzrostem poziomu przeciwciał IgG4, 

determinowanym przez obecność IL-10. Przeciwciała te z kolei wpływają na zmniejszenie poziomu 

przeciwciał IgE specyficznych względem alergenu oraz zahamowują aktywację komórek tucznych 

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

 ROZWÓJ UKŁADU IMMUNOLOGICZNEGO A MIKROBIOM 
 

W przypadku reakcji alergicznej układ odpornościowy reaguje na substancję obcą tzw. 

alergen - cząsteczkę, która nie stanowi zagrożenia dla organizmu człowieka. Po kontakcie                    

z alergenem organizm uruchamia szereg reakcji immunologicznych prowadzących do wywołania 

stanu zapalnego. Brak dokładnie zdefiniowanych przyczyn takiej reakcji, wskazuje, że wystąpienie 

chorób o podłożu alergicznym jest sumą wielu składowych, dlatego też opisanie dokładnych 

mechanizmów aktywujących cały szlak odpowiedzi immunologicznej jest wciąż przedmiotem 

badań i nie wszystkie jego aspekty są szczegółowo poznane (Hong et al., 2020).  

Najpowszechniejszymi hipotezami wyjaśniającymi występowanie zjawiska alergii są 

hipoteza tzw. „starych przyjaciół” i hipoteza „bioróżnorodności” wskazujące na zależność między 

mikrobiomem, a zdrowiem człowieka (Haahtela et al., 2013; Strachan, 1989). Postulują one, że 

zmiana stylu życia doprowadziła do ograniczenia ilości mikroorganizmów w organizmie 

człowieka. Osoby najczęściej diagnozowane jako alergicy zamieszkują kraje wysoko rozwinięte       

i rozwijające się. Styl życia prowadzony w tych krajach często określany jest jako wysoko 
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higieniczny, stresujący i opierający się na wysoko przetworzonej żywności (Berbers et al., 2017). 

Mikroorganizmy, które ewoluowały przez tysiące lat jako integralna część organizmu ludzkiego, 

nie były w stanie przystosować się do tak szybkich zmian jakie zaszły w naszym sposobie życia     

w przeciągu ostatnich lat (Turroni et al., 2022). Brak odpowiedniej flory uniemożliwia prawidłowe 

dojrzewanie centralnego układu nerwowego oraz odpornościowego (Rook et al., 2017), co                 

w konsekwencji skutkuje nieprawidłowym funkcjonowaniem tkanek i organów, i prowadzi do 

rozwoju nieprawidłowych reakcji organizmu na różnego rodzaju patogeny, czy związki chemiczne. 

Jeszcze do niedawna uważano, że worek owodniowy jest sterylnym środowiskiem, a do 

pierwszego kontaktu dziecka z bakteriami dochodzi dopiero podczas porodu, w drogach rodnych 

matki. W przypadku cesarskiego cięcia tymi mikroorgamizmami są bakterie znajdujące się na 

skórze i sprzęcie medycznym (Perez-Muñoz et al., 2017). Wyniki meta-analizy badań skupiających 

się nad identyfikacją bakterii w worku owodniowym podważają jednak te założenia i wskazują, że 

łożysko mogą kolonizować szczepy Lactobacillus, Ureaplasma, Fusobacterium, Staphylococcus, 

Prevotella i Streptococcus. Oprócz nich zidentyfikowano bakterie takie jak Propionibacterium, 

Pseudomonas i Escherichia, jednakże, uważa się, że mogą one być zanieczyszczeniem, gdyż ich 

obecność zidentyfikowano również w próbkach kontrolnych zawierających wodę o wysokim 

stopniu czystości (Zakis et al., 2022). Pomimo braku pewności co do momentu, w którym dochodzi 

do pierwszego kontaktu organizmu z bakteriami, naukowcy są zgodni, że zapoczątkowuje on szereg 

reakcji prowadzących do kształtowania układu odpornościowego gospodarza a także do 

prawidłowego dojrzewania pozostałych układów, narządów czy tkanek (Milani et al., 2017a).  

Nowe badania wskazują, że to nie sposób narodzin zwiększa prawdopodobieństwo 

wystąpienia alergii, a mniejsza ilość dzieci w rodzinie, brak kontaktu ze zwierzętami, nadmierna 

higiena, przyjmowanie antybiotyków i zanieczyszczenie środowiska naturalnego (Currell et al., 

2022). Badania wskazują, że najważniejszym okresem dla kształtowania się m.in. układu 

odpornościowego jest okres od narodzin do 3 miesiąca życia. Interakcje zachodzące w tym okresie 

aktywują receptory rozpoznające wzorce (PRR), a następnie uwolnienie cytokin i peptydów anty-

mikrobiologicznych. One z kolei modulują odpowiedź organizmu oraz mechanizmy aktywacji        

w zależności od substancji z jaką organizm się zetknie w dalszym życiu. Umożliwia to układowi 

odpornościowemu podział mikroorganizmów na komensalne, patogeny, czy bakterie probiotyczne 

(Berbers et al., 2017). Kształtowanie układu odpornościowego oraz mikrobiomu jelitowego kończy 

się mniej więcej w okresie przejścia dziecka z pokarmu płynnego na stały, czyli około 2 - 3 roku 

(Yatsunenko et al., 2012). W badaniach prowadzonych na myszach wykazano, że bakterie 

kolonizujące młody organizm są w stanie zróżnicować populacje limfocytów B. Limfocyty te 

następnie produkują naturalne przeciwciała (należące do klasy IgA, IgG i IgM) skierowane 

przeciwko znacznej liczbie glikanów bakteryjnych (Bello-Gil et al., 2019). Potwierdzają to badania 

z wykorzystaniem antybiotyków podawanym młodym myszom, gdzie oprócz dysbiozy jelitowej 

obserwuje się spadek liczby IgA+ limfocytów B oraz samego poziomu przeciwciał IgA (Borbet et 
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al., 2023). Przeciwciała te w późniejszym etapie życia myszy rozpoznają bakterie zamieszkujące 

układ pokarmowy, jednak mechanizm ich działania nadal nie jest dokładnie poznany. Intersującym 

spostrzeżeniem jest to, że bakterie należące do tej samej rodziny taksonomicznej i zasiedlające ten 

sam organizm indukują powstanie jednego specyficznego przeciwciała IgA, IgG lub IgM, a nie 

wielu (Bello-Gil et al., 2019).  

Najlepszym modelem badań nad wpływem mikrobioty na organizm gospodarza są myszy 

germ-free (GF). Myszy te nie posiadają żadnej mikroflory i aby je uzyskać wykorzystuje się 

intensywną antybiotykoterapię lub metodę cesarskiego cięcia, by młode urodziły się w sterylnych 

warunkach (Al-Asmakh and Zadjali, 2015). Dzięki badaniom porównawczym między myszami 

konwencjonalnymi, a myszami GF łatwo obserwować wpływ mikroorganizmów na kształtowanie 

się m.in. układu nerwowego, pokarmowego czy oddechowego (Kennedy et al., 2018). 

Wykorzystanie myszy GF umożliwia ponadto badania nad pojedynczymi szczepami 

mikroorganizmów lub mikrobiomem konkretnie zdefiniowanej grupy osób, np. badanie wpływu 

mikrobiomu osób otyłych. Już w latach 70 obserwacje myszy GF wykazały, że to dzięki 

cząsteczkom bakteryjnym dochodzi do różnicowania i dojrzewania kępek Peyera i enterocytów 

w śluzówce jelita (Pollard and Sharon, 1970). Struktury limfoidalne u myszy GF nie dojrzewają, 

co skutkuje większą wrażliwością tych myszy na patogenne mikroorganizmy (Zhang et al., 2016b). 

Dochodzi również do zmian struktur poszczególnych części jelit, gdyż w wyniku braku 

mikroorganizmów nie dochodzi do prawidłowego rozwoju śluzówki i kosmków jelitowych 

(Rycina 3). Utrudnia to przyswajanie niezbędnych dla organizmu substancji i minerałów (Gabay 

et al., 2020).  

 

Rycina 3 Układ pokarmowy myszy germ-free i konwencjonalnej. (A)Mysz hodowana w warunkach germ-

free na znacznie mniejszą wątrobę oraz ilość tłuszczu, ponadto znacznie powiększone jelito ślepe (B) mysz 

hodowana w warunkach kontrolnych na normalną wielkość wątroby i poziom tłuszczu. 
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Oprócz widocznych zmian fizjologicznych dochodzi również do zmian na poziomie 

populacji komórek (Kennedy et al., 2018). Myszy GF mają wyraźnie zredukowaną liczbę oraz 

dojrzałość komórek mieloidalnych, ponadto monocyty mają upośledzone możliwości migracji        

w organizmie (Emal et al., 2017; Khosravi et al., 2014). Nie zaobserowano zmian ilościowych 

populacji komórek dendrytycznych, jednak ich funkcje i dojrzewanie są znacznie zmienione             

w porównaniu do myszy konwencjonalnych (Ganal et al., 2012). Brak aktywacji szlaku receptora 

TLR2 przez mikroorganizmy powoduje z kolei zmniejszenie populacji limfocytów Tht u myszy GF. 

Skutkuje to obniżeniem poziomu przeciwciał IgA o wysokim powinowactwie do mikroflory 

śluzówkowej (Kubinak et al., 2015). Ponadto nie obserwuje się obecności żadnych naturalnych 

przeciwciał, które występują w myszach konwencjonalnych (Hapfelmeier et al., 2010). 

Brak mikroflory powoduje, że wywołanie reakcji alergicznej u myszy GF indukuje 

znacznie silniejszą odpowiedź immunologiczną niż u myszy konwencjonalnych czy myszy 

wolnych od specyficznych patogenów (SPF). Zwłaszcza poziom przeciwciał IgE w surowicy krwi 

jest znacznie wyższy u myszy GF. Ponadto obserwuje się również znaczące różnice w poziomach 

pozostałych przeciwciał (IgA, IgG1 i IgG2) pomiędzy myszami GF, a myszami 

konwencjonalnymi/SPF. Wyniki wskazują, że podczas reakcji alegicznej naiwne limfocyty B 

znajdujące się w śluzówce jelitowej myszy GF mogą być odpowiedzialne za produkcję przeciwciał 

IgE (Cahenzli et al., 2013). Wysoki poziom IgE w jelicie cienkim u myszy GF w porównaniu do 

myszy SPF został zaobserwowany również przez Jimenez-Saiz i współp. (Jiménez-Saiz et al., 

2020). Ich wyniki wskazują, że taka sytuacja obserwowana jest zarówno u myszy GF szczepów 

Balb/c i C57Bl/6. Badania Stefka i współp. również wskazują, że myszy GF uwrażliwione na 

orzechy arachidowe wykazują wysoki poziom cytokin i przeciwciał charakterystycznych dla szlaku 

Th2 w porównaniu do myszy konwencjonalnych/SPF. Ponadto zidentyfikowali mikroorganizmy 

należące do grupy Clostridia, które mogą mieć ochronny wpływ i osłabiać reakcję alegiczną (Stefka 

et al., 2014). W innych badaniach wykazano, że brak szczepów z rodzaju Staphylococcus wpływa 

na większą wrażliwość komórek układu odpornościowego myszy GF. U myszy tych oberwany jest 

również znacznie wyższy poziom właściwości proteolitycznych w komórkach tucznych błony 

śluzowej w porównaniu do myszy konwencjonalnych (Rodriguez et al., 2011). Brak mikroflory 

prowadzi do spadku liczby jak również braku dojrzewania komórek tucznych (Schwarzer et al., 

2019). Badania na modelach mysich wskazują, że obecność zróżnicowanej mikrobioty, a nie 

konkretnych szczepów reguluje prawidłowe działanie szlaku limfocytów Th2. 

Najprawdopodobniej reakcja polega na obecności dużej ilości antygenów powierzchniowych jak     

i związków produkowanych przez bakterie, które wpływają na indukcję limfocytów Treg (Foxp3+), 

które z kolei regulują limfocyty Th2 (Atarashi et al., 2011; Zhao and Elson, 2018).  

Obecne w pożywieniu związki i mikroorganizmy trafiają do jelit, gdzie stykają się                       

z komórkami nabłonkowymi, których podstawową rolą jest zapewnienie bariery między 

środowiskiem zewnętrznym, a wewnętrznym. Komórki te uniemożliwiają przedostanie się 
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patogenów, toksyn i antygenów do wnętrza organizmu. Ponadto w warstwie tej znajdują się 

komórki produkujące śluz (Johansson et al., 2013). Glikoproteiny w nim obecne umożliwiają 

wychwytywanie i zamykanie bakterii, wirusów czy grzybów umożliwiając ich usunięcie jeszcze za 

nim dotrą do powierzchni nabłonka. Zmniejsza to ilość antygenów rozpoznawanych przez komórki 

układu odpornościowego, a tym samym ogranicza ich immunogenność. W warstwie śluzówkowej 

dochodzi również do produkcji przeciwciał IgA, działających jako jedna z pierwszych linii ochrony 

przeciwbakteryjnej wiążąc się z obcymi antygenami obecnymi w świetle przewodu jelita. Obecność 

tych przeciwciał skierowanych przeciw mikrobiocie obserwuje się u zdrowych myszy i ludzi. 

Ponadto określa się je jako krzyżowo specyficzne, ponieważ wiążą się do bakterii posiadających 

zbliżone struktury antygenowe na powierzchni komórki, co wskazuje to, że mogą one regulować 

skład mikroflory (Pabst, 2012).  

W badaniach na myszach, u których zaraz po narodzinach rozpoczęto antybiotykoterapię 

zaobserwowano zmiany w składzie mikroflory jelitowej, które utrzymywały się nawet do                    

2 miesięcy po zakończeniu terapii. Myszy te poddane ekspozycji na roztocza kurzu domowego 

(HDM) wykazywały objawy reakcji alergicznej. Zaskakujące było, że starsze myszy GF, którym 

podano kał myszy z grup po antybiotykoterapii nie wykształciły żadnej alergii po kontakcie z HDM, 

jednak u ich potomstwa obserwowano wystąpienie reakcji alergicznej (Borbet et al., 2022).  

5.2.1 Stosowanie bakterii w leczeniu alergii  

 

Kolonizacja organizmu człowieka mikroorganizmami umożliwia kształtowanie 

odpowiednich mechanizmów immunologicznych, a jej zachwianie może prowadzić do poważnych 

problemów zdrowotnych (Berbers et al., 2017). Wiadomo, że znacznie większa ilość bakterii 

Enterobacteriaceae w porównaniu do Bacteroidaceae w okresie niemowlęcym została powiązana 

z rozwojem alergii pokarmowej w pierwszym roku życia (Azad et al., 2015). Z kolei wzrost ilości 

szczepów z rodziny Streptococcaceae i Lachnospiraceae przy równoczesnym spadku 

Leuconostocaceae jest powiązany z alergią na białka jajka kurzego (Fazlollahi et al., 2018).                 

Z drugiej strony, wskazano, że obecność bakterii z gatunków Clostridium i segmentowych bakterii 

nitkowatych (ang. segmented filamentous bacteria, SFB) indukuje szlak limfocytów Th17                    

i produkcję przeciwciał IgA łagodząc alergiczny stan zapalny (Bonnegarde-bernard et al., 2014). 

Szczepy B. longum IM55 i Lactobacillus plantarum IM76, wyizolowane z kału zdrowych ludzi, 

redukują poziom przeciwciał IgE oraz poziom cytokin IL-4 i IL-5 w modelu alergicznego nieżytu 

nosa wywołanego OVA u myszy (Kim et al., 2019). Podobnie podanie B. breve M-16V                          

i fruktooligosacharydów hamuje alergiczny stan zapalny w płucach myszy wywołanych OVA 

(Sagar et al., 2014).  

Większość bakterii dociera do organizmu wraz z pokarmem, dlatego też preparaty 

probiotyczne początkowo również były przygotowywane tak by można było je przyjąć w formie 
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doustnej. Badania naukowe z kilku ostatnich lat opisują nowy trend, w którym to probiotyki 

podawane są donosowo. Porównanie efektywności podawania szczepu L. paracasei NCC2461         

w formie doustnej i donosowej myszom uwrażliwionym na OVA wykazało, że podanie donosowe 

znacznie bardziej zmniejsza poziom cytokin szlaku Th2 oraz zwiększa poziom limfocytów Treg       

w płucach (Pellaton et al., 2012b). W badaniach na myszach uwrażliwionych na pyłek brzozy 

wykazano, że podanie donosowe żywych szczepów Lactobacillus rhamnosus GG redukowało 

alergiczny stan zapalny poprzez obniżenie poziomu cytokin IL-13 i IL-5 oraz spadek eozynofilii     

w płynie oskrzelowo-pęcherzykowym (Spacova et al., 2019). Badania na tkankach pobranych od 

pacjentów chorujących na przewlekłe zapalenie błony śluzowej nosa i zatok oraz zdrowych osób 

wykazało, że stosowanie preparatu zawierającego L. casei AMBR2 poprawia funkcjonowanie 

błony śluzowej poprzez odtworzenie struktur białek ścisłych połączeń. Ponadto podanie tego 

szczepu myszom, u których wywołano zapalenie błony nosowej poprzez donosowe podanie IL-4, 

odwraca spadek integralności błony oraz wpływa na ekspresję zoludyny-1 i okludyny (Martens et 

al., 2021). Podsumowując, badania wskazują, że preparaty probiotyczne podawane donosowo mogą 

wpływać pozytywnie na alergiczny stan zapalny w przestrzeniach przynosowych poprzez 

zróżnicowane działania takie jak okresową kolonizację i oddziaływania na komórki 

immunologiczne oraz na przepuszczalność bariery nabłonkowej. Jednym z atutów podawania 

bakterii donosowo wydaje się być ominięcie żołądka i niskiego pH, jakie w nim panuje (Pellaton 

et al., 2012a). Ponadto podanie donosowe skutkuje podaniem preparatu w bezpośrednie miejsce 

stanu zapalnego, umożliwiając szybsze i silniejsze działanie. Umożliwia też podanie znacznie 

mniejszej ilości bakterii niż w przypadku doustnej formy podania. 

 CHARAKTERYSTYKA BAKTERII Z RODZAJU BIFIDOBACTERIUM 
 

Bakterie z rodzaju Bifidobacterium należą do rodziny Bifidobacteriaceae, rzędu 

Bifidobacteriales i gromady Actinobacteria (Mattarelli and Biavati, 2018). Ich klasyfikacja została 

oparta na podstawie badań sekwencji 16S RNA. Charakteryzują się występowaniem dużej ilości 

(powyżej 47% reszt całego genomu) reszt guanidynowo-cytozynowych (Ventura et al., 2004). 

Są to pałeczki należące do bakterii Gram-dodatnich, których kształt komórki określany jest mianem 

bifid, czyli rozgałęzionym lub w kształcie litery Y. Wykazują one wysoki poziom pleomorfizmu 

w warunkach wzrostu, co oznacza, że jednocześnie w hodowli mogą występować komórki 

w kształcie pałeczki, bifid czy maczug (Bergey et al., 2012; Dhanashree et al., 2017). Bakterie te 

nie tworzą przetrwalników, są nieruchliwe i nie produkują katalazy. Bifidobacterium należą do 

bakterii beztlenowych lub mikroaerofilnych (Bergey et al., 2012).  

Podstawową metodą identyfikacji Bifidobacterium jest hodowla bakterii na selektywnych 

podłożach mikrobiologicznych takich jak podłoże De Man, Rogosa i Sharpe (MRS), czy Wilkins-

Chalgren. Pożywki te są zwykle dodatkowo modyfikowane poprzez suplementację 
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węglowodanami takimi jak laktoza, czy galaktoza oraz antybiotykami (np. neomycyna, 

kanamycyna, mupirocyna) lub aminokwasami (np. L-cysteina-HCl, chlorek litu) (Lugli et al., 2019; 

Novakova et al., 2016). Szczepy Bifidobacterium sprawdza się na obecność unikalnego enzymu 

fosfoketolazy fruktozo-6-fosforanowej (Modesto et al., 2021). Jest on kluczowym enzymem reakcji 

rozkładu heksoz do erytrozo-4-fosforanu, którego końcowym produktem są SCFA takie jak octan 

i mleczan (Pokusaeva et al., 2011). Reakcje tą określa się 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 zostały wyizolowane z kału niemowląt karmionych 

mlekiem matki w 1899 roku przez pediatrę Henriego Tisseira i nazwane Bacillus bifidus (Tissier, 

1899, 1900). Później nazwę tę zmieniono na Bacteroides bifidus, a od 1934 roku klasyfikowano je 

jako Lactobacillus bifidus (Weiss and Rettger, 1938). Obecnie bifidobakterie klasyfikowane są jako 

odrębny rodzaj obejmujący 94 taksony z 82 gatunkami i 12 podgatunkami (Rycina 4) (Duranti et 

al., 2021; Modesto et al., 2019). Obecność tych bakterii zaobserwowano w układzie pokarmowym 

wielu ssaków, ptaków, ryb i owadów (Kopečný et al., 2010; Praet et al., 2015), jak również                  

w ludzkiej krwi (Hoyles et al., 2002), ściekach (Biavati et al., 1982), czy sfermentowanym mleku 

(Watanabe et al., 2009). Genetycznymi markerami wykorzystywanymi do identyfikacji 

bifidobakterii są geny clpC, dnaB, dnaG, dnaJ1, purF, i rpoC (Cooper and Feil, 2004; Stackebrandt 

et al., 2002). Ponadto zidentyfikowano również 261 klasterów genów ortologicznych, 

występujących we wszystkich opisanych do tej pory szczepach i określono je jako tzw. 

bifidobakteryjny rdzeń genomowy (Lugli et al., 2019). Dzięki stworzeniu takiej biblioteki bakterie 

z rodzaju Bifidobacterium podzielono na 10 klastrów: 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 należą                 

B. adolescentis, B. bifidum, B. longum i B. pseudolongum (Milani et al., 2017b). W organizmie 

dorosłego człowieka najczęściej identyfikowanymi szczepami są B. bifidum, B. breve i B. longum 

(Duranti et al., 2017), a w okresie niemowlęcym B. breve, B. bifidum, B. longum i B. adolescentis 

(Turroni et al., 2012). Ilość poznanych i scharakteryzowanych szczepów Bifidobacterium z roku na 

rok wzrasta, gdyż nowe techniki ułatwiają ich identyfikację bez konieczności ich hodowli (Duranti 

et al., 2019; Modesto et al., 2019, 2021). 
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Rycina 4 Zestawienie scharakteryzowanych szczepów Bifidobacterium opisanych w literaturze 

(Alessandri et al., 2021) 

 ROLA BIFIDOBACTERIUM W ROZWOJU UKŁADU ODPORNOŚCIOWEGO 

CZŁOWIEKA 
 

Bifidobacterium w organizmie człowieka występują przede wszystkim w jelicie grubym, 

gdzie ich ilość może sięgać 109 -1010 CFU/g zawartości jelita. Ilość tych bakterii w jelitach dzieci 

karmionych mlekiem matki i urodzonych naturalnie może stanowić nawet do 91% całej mikroflory 

(Saturio et al., 2021; Turroni et al., 2012). Wspomniany wcześniej „Bifidobacterium shunt” 

umożliwia szczepom Bifidobacterium rozkład fruktooligosacharydów w siarze mleka matki oraz 

mucyn produkowanych w jelitach niemowląt (Arboleya et al., 2018; Sela et al., 2008; Suzuki and 

Ley, 2020). Jednym z charakterystycznych dla niemowląt szczepów jest B. longum ssp. infantis, 

który w swoim genomie zawiera aż cztery hydrolazy glikozylowe niezbędne do rozkładu 

oligosacharydów (Zabel et al., 2020). Co ciekawe obok niego izolowany jest szczep B. bifidum, 

który rozkłada znacznie bardziej złożone cząsteczki oligosacharydów niż B. longum ssp. infantis 

(Katoh et al., 2020). Taka ko-egzystencja uniemożliwia innym bakterią zasiedlenie niszy z powodu 

braku dostępnego źródła węgla (Garrido et al., 2015). Ponadto przekazywanie między różnymi 

szczepami składników odżywczych (ang. cross-feeding) umożliwia powstawanie złożonych 

społeczności szczepów Bifidobacterium oraz innych dobroczynnych bakterii. Organizm niemowląt 

nie posiada odpowiednich enzymów takich jak β-glukozydazy, α-fukozydazy czy  



32 
 

β-N-heksozoaminidazy, by rozłożyć złożone oligosacharydy znajdujące się w mleku matki (Suzuki 

and Ley, 2020). Są one natomiast produkowane przez szczepy Bifidobacterium, które rozkładając 

oligosacharydy dostarczają składników odżywczych niemowlętom (Alessandri et al., 2021; 

Goodrich et al., 2017). 

Ponadto przystosowanie się bifidobakterii do kolonizacji ludzkiego organizmu obejmuje 

produkcję szeregu białek i enzymów umożliwiających im ochronę przed tlenem, wolnymi 

rodnikami i kwasami żółciowymi (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 występująca np. u B. animalis ssp. lactis (Zuo 

et al., 2014). Szereg transporterów błonowych kodowanych w genomie bifidobakterii chroni je 

przed niskim pH żołądku. Co więcej dostosowują one również skład lipidowy swojej błony 

komórkowej, modyfikują struktury peptydoglikanu w zależności od warunków zewnętrznych 

takich jak zmiany pH, stres osmotyczny czy oksydacyjny (Matsumoto et al., 2004; Wei et al., 2019). 

Podobne mechanizmy ochronne zostają uruchamiane przy kontakcie bakterii z kwasami 

żółciowymi (Ruiz et al.; Xu et al., 2019), gdzie dochodzi do wytwarzania specyficznych 

egzopolisacharydów, białek czy zewnątrzkomórkowego DNA (Kelly et al., 2020). 

W czasie rozwoju człowieka, mikroflora jelit staje się bardziej zróżnicowana co skutkuje 

spadkiem ilości Bifidobacterium (między innymi B. longum, B. bifidum, B. breve i B. longum ssp. 

infantis) do około 3-7% całej mikroflory przy równoczesnym wzroście ilości mikroorganizmów        

z innych gromad takich jak Firmicutes i Bacteroidetes (Arboleya et al., 2016; Milani et al., 2017a). 

U osób starszych dochodzi do prawie całkowitego zaniku szczepów Bifidobacterium, co może być 

przyczyną występowania chorób o podłożu autoimmunologicznym i gastrycznym takich jak 

zaburzenia perystaltyki jelit, zapalenia czy raka żołądka (Devi et al., 2021; Sun et al., 2019). 

Charakterystycznymi szczepami występującymi u osób starszych są B. adolescentis,                              

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

 PROBIOTYCZNE WŁAŚCIWOŚCI SZCZEPÓW BIFIDOBACTERIUM 
 

Szczepy Bifidobacterium promują powstawanie fizjologicznej i immunologicznej 

homeostazy jelitowej oraz modulują rozwój błony śluzowej i produkcję śluzu. Brak lub eradykacja 

Bifidobacterium u noworodków została powiązana z wystąpieniem otyłości, astmy, alergii bądź 

innych chorób o podłożu autoimmunologicznym w późniejszym okresie życia (Alm et al., 2008; 

Marra et al., 2006; Nogacka et al., 2018). Obniżoną ilość szczepów Bifidobacterium i Lactobacillus 

zidentyfikowano u osób z zespołem jelita drażliwego (IBS) (Liu et al., 2017; Priya et al., 2022), 

oraz u chorych na wrzodziejące zapalenie okrężnicy (Duranti et al., 2016). Badania wskazują na 

korelację wysokiej ilości tych bakterii z mniejszą częstotliwością występowania zapalenia jelit           

i żołądka, atopowego zapalenia skóry i alergii u niemowląt (Fujimura et al., 2016; O’Mahony et al., 
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2005; Zanotti et al., 2015). Regularne przyjmowanie wybranych szczepów Bifidobacterium może 

złagodzić lub wyeliminować objawy bakteryjnej dysbiozy układu pokarmowego (Ventura et al., 

2012).  

W badaniach in vitro prowadzonych na ludzkich komórkach dendrytycznych pochodzących 

z monocytów wykazano, że niektóre żywe gatunki Bifidobacterium (B. longum, B. breve, B. bifidum 

i B. animalis ssp. lactis) są w stanie stymulować komórki dendrytyczne do dojrzewania i produkcji 

cytokin takich jak IL-12, IL-10, TNF-α i IL-1β (López et al., 2010). Badania na komórkach 

jednojądrzastych krwi obwodowej (PBMC) wykazały, że szczepy B. bifidum (IF 10/10, A8 i L22) 

są słabymi induktorami szlaku Th1, jednak indukcją szlak Th17 (López et al., 2010). Ponadto           

w zależności od badanego szczepu obserwuje się zróżnicowane właściwości immunomodulujące 

regulujące poziomy cytokin tj. IL-10, TNF-α, IFN-γ i IL-2 (Medina et al., 2007). Badania nad 

właściwościami B. longum KABPB042 z wykorzystaniem komórek nabłonkowych Caco-2 

wykazały, że bardzo efektywnie przylegają one do komórek nabłonka (około 70% komórek 

bakteryjnych) indukując równocześnie produkcję dużej ilości białek ścisłych połączeń takich jak 

okludyna-1, klaudyna 1 czy transporterów serotoninowych (Astó et al., 2022).  

Badania na myszach z autofagią wywołaną podaniem lipopolisacharydu (LPS) E. coli 

O111:B4, którym następnie podano wybrane szczepy bifidobakterii wskazują, że bakterie 

zmniejszają stan zapalny oraz chronią zdrowe komórki nabłonka jelitowego (Han et al., 2016). 

Podawanie myszom ekstraktu z nasion brokułu i B. longum CCF1206 prowadziło do produkcji 

przez te bakterie aktywnych związków sulforanowych, które wpływają na zmniejszenie stanu 

zapalnego w modelu zapalenia jelita wywołanego podaniem soli sodowej siarczanu dekstranu 

(DSS) (Wu et al., 2023). Nowe badania wskazują, że szczepy takie jak B. adolescentis PRL2019     

i B. adolescentis HD17T2H (Duranti et al., 2020) mają również znaczący wpływ na rozwój układu 

nerwowego poprzez produkcję neurotransmiterów tj. GABA, serotoniny, czy acetylocholiny 

(Duranti et al., 2020; Luck et al., 2020; Rutsch et al., 2020), co z kolei wpływa na zmniejszenie 

występowania stanów lękowych (Pinto-Sanchez et al., 2017). W kale i mózgu myszy 

skolonizowanych szczepami Bifidobacterium dentum zaobserowano podwyższony poziom 

niezbędnego do prawidłowego funkcjonowania ogranizmu aminokwasu - tyrozyny (Luck et al., 

2021). 

Badania dotyczące niemowląt wskazują, że podawanie im szczepów takich jak B. longum 

ssp. infantis EVC001, skutkuje zmianą polaryzacji limfocytów T z Th2 do Th1 oraz wyższą 

produkcją SCFA w porównaniu z grupą kontrolną. Obecność bifidobakterii u dzieci zwiększa ilość 

nieklasycznych monocytów (określanych często jako przeciwzapalne), limfocytów 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 wystąpienia egzemy                         

w późniejszym okresie (Ismail et al., 2016). Ze względu na właściwości pro-zdrowotne wybrane 

szczepy Bifidobacterium są 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. Obniża on ryzyko zasiedlenia organizmu przez bakterie 

chorobotwórcze oraz ogranicza lub całkowicie eliminuje skutki uboczne terapii tj. ból, wymioty 

czy biegunka (Sirvan et al., 2017). Korzystny efekt B. lactis B94 (Maflor®) zaobserwowano 

również w leczeniu infekcji gastroenterologicznych wywołanych przez rotawirusy (Erdoǧan et al., 

2012). Bifidobacterium breve wyizolowany ze stolców dzieci w wieku od 3 dni do 5 lat wykazuje 

działanie przeciwdrobnoustrojowe przeciwko enterepatogennym szczepom Klebsiella i Salmonella 

sp. (Delcaru et al., 2016). W pierwszym roku życia dużo dzieci cierpi na funkcjonalne zaburzenia 

żołądkowo-jelitowe, których objawy można uśmierzyć stosując preparat zawierający B. longum 

KABBP042 i Pediococcus pentosaceus KABP041 (Astó et al., 2022). Zaobserwowano również, że 

obecność szczepów Bifidobacterium i Lactobacillus znacznie zmniejsza objawy występujące przy 

zakażeniu Plasmodium sp. wywołującego u ludzi malarię (Ippolito et al., 2018). Szczepy te chronią 

przed infekcjami innymi pasożytami takimi jak Cryptosporidium parvum, czy Strongyloides 

venezuelensis (Leung et al., 2018). Badania prowadzone na starszych pacjentach (w wieku 69 - 80 

lat) wykazały, że podanie niektórych szczepów bifidobakterii indukuje u nich produkcję 

działających przeciwwirusowo IFN-α (Arunachalam et al., 2000) i IFN-γ oraz cytokin IL-2, IL-5      

i IL-10 (Spaiser et al., 2015).  

Większość mechanizmów działania szczepów probiotycznych Bifidobacterium                             

i Lactobacillus oparte jest o aktywację receptoru TLR2. Receptor ten działa tylko w kompleksie 

z dwoma innymi receptorami TLR1 lub TLR6. Dimerowi TLR2/TLR1 przypisuje się głównie 

właściwości pro-zapalne, które związane są z produkcją cytokin takich jak IL-12 i IL-17. Z kolei 

dimer TLR2/TLR6 może posiadać właściwości regulatorowe indukując produkcję IL-10 (Ren et 

al., 2016). W pracy Paveljšek i współp. można znaleźć informacje, że głównym receptorem 

aktywowanym przez szczep Bifidobacterium animalis ssp. animalis IM386 jest receptor 

TLR2/TLR6, który uruchamia kaskadę sygnałową NF-ƙB w sposób zależny od stężenia. Ponadto 

wykazali, że receptor TLR10 może również być aktywowany przez szczepy bifidobakterii na 

zasadzie sprzężenia zwrotnego. Równoczesna aktywacja receptora TLR10, TLR2 i TLR6 przy 

stosunku receptorów w komórce 1:1:1 hamuje aktywność kaskady NF-ƙB o 80% (Paveljšek et al., 

2021). Co ciekawe do tej pory zidentyfikowano tylko kilka ligandów receptora TLR10 

znajdujących się w wirusach lub patogennych bakteriach (Sartorius et al., 2021).  

 RÓŻNICE MIĘDZY PROBIOTYKAMI A POSTBIOTYKAMI 
 

Probiotyki, czyli „żywe mikroorganizmy”, których regularne przyjmowanie ma 

dobroczynny wpływ na zdrowie człowieka znane są ludziom od dawna w postaci kiszonek                    

i jogurtów. Nasza świadomość dotycząca ich niebagatelnej roli dla naszego organizmu wzrosła 

znacząco w ostatnich latach. Liczba publikacji skupiających się na badaniu właściwości oraz 
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możliwościach wykorzystania probiotyków przekracza rocznie ponad 500 pozycji (Day et al., 

2019). 

 Do tej pory opisano szereg właściwości pro-zdrowotnych jakie przyjmowanie szczepów 

należących do bakterii z rodzaju Lactobacillus, E. coli Nissle, Bifidobacterium czy Saccharomyces 

ma na organizm człowieka (George Kerry et al., 2018). Należy tutaj wspomnieć, że specyficzne 

właściwości pro-zdrowotne są zależne od szczepu, a nie rodzaju bakterii (López et al., 2010). 

Szczep aby mógł zostać zakwalifikowany jako probiotyczny powinien spełniać szereg kryteriów 

takich jak: I) być dokładnie zidentyfikowany i opisany; II) przejść przez badania sprawdzające jego 

bezpieczeństwo dla organizmu, a mechanizm działania powinien zostać opisany; III) przejść 

pozytywnie próby na modelach zwierzęcych; IV) przejść badania na grupach ludzi i wykazywać 

swoje właściwości w porównaniu z grupą placebo; V) być oporny na warunki jakie stosowane są 

podczas procesów technologicznych; VI) wykazywać przeżywalność podczas transportu przez 

przewód pokarmowy; VII) powinien być nieszkodliwy dla człowieka oraz nie wykazywać cech 

antybiotykoporności (Hill et al., 2014). Wiele szczepów Bifidobacterium pomimo spełnienia 

większości tych wymagań nie są bakteriami, które można w łatwy sposób zaadoptować do 

technologicznych procesów produkcji probiotyków, ponieważ są bezwzględnymi beztlenowcami. 

Wzrastają przez to koszty produkcyjne, a ponadto trudno ocenić ile bakterii przeżyje do momentu 

konsumpcji przez człowieka. Sprawia to, że bifidobakterie są mniej atrakcyjne przy 

opracowywaniu preparatów probiotycznych (Salminen et al., 2021). Należy również zwrócić 

uwagę na niebezpieczeństwa jakie mogą być związane z przyjmowaniem preparatów 

zawierających żywe bakterie. Szczególnie ważne jest to przy podawaniu tych preparatów osobom 

z osłabionym lub niewykształconym układem odpornościowym (Esaiassen et al., 2017; Lee and 

Kim, 2022; Weber et al., 2015). W literaturze znajdują się prace opisujące wystąpienie sepsy po 

podaniu preparatu probiotycznego zawierającego szczepy Bifidobacterium u dziecka z ostrą 

białaczką limfoblastyczną (Avcin et al., 2015) czy bakteriemii u wcześniaków (Bertelli et al., 2015). 

Ponadto badania na niektórych szczepach bifidobakterii wykazały, że mogą one wykazywać 

oporność na antybiotyki (Xu et al., 2018). W szczepie B. longum KABP042 za pomocą analizy 

in silico wykryto geny oporności na erytromycynę i klindamycynę (Astó et al., 2022), a geny 

oporności na tetracykinę znaleziono w szczepach B. animalis ssp. lactis (BB-12, Bi-07, Bi-04, 

HN019) (Rozman et al., 2020). 

Obecnie wiadomo, że aby uzyskać efekt pro-zdrowotny bakterie nie muszą być podawane 

w postaci żywych mikroorganizmów. W 2021 roku The International Scientific Association for 

Probiotics and Prebiotics (ISAPP) wprowadziła termin postbiotyk dla określenia produktów 

zawierających inaktywowane bakterie probiotyczne i/lub ich części/produkty przemiany materii, 

które mają korzystne właściwości zdrowotne. Synonimami tego słowa w literaturze są parabiotyk, 

parapsychobiotyk, "ghost” probiotyk, probiotyki tyndalizowane czy lizaty bakteryjne (Salminen et 

al., 2021). Do momentu opublikowania pracy w 2021 roku terminem postbiotyk często określane 
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były tylko rozpuszczalne cząsteczki/frakcje wyizolowane lub produkowane przez żywe bakterie.    

Z kolei termin parabiotyk opisywał inaktywowane lub niezdolne do podziału bakterie, których 

ściana komórkowa nie została naruszona (Aguilar-Toalá et al., 2021; Cuevas-González et al., 2020). 

Do podstawowych technik inaktywacji bakterii należą wysoka temperatura, ciśnienie, 

sonikacja, działanie ultrafioletem, napromieniowanie czy wykorzystanie związków chemicznych 

takich jak formaldehyd czy lizozym. Ich zastosowanie uszkadza podstawowe struktury komórki 

takie jak białka (np. denaturacja), lipidy, cukry czy DNA. Może prowadzić do przerwania ciągłości 

błony komórkowej (de Almada et al., 2016b), zahamowania procesów podziału lub całkowitego 

uśmiercenia bakterii. Badając właściwości inaktywowanych bakterii należy pamiętać by tak 

zoptymalizować metodę inaktywacji, aby nie doszło do zniszczenia ściany komórkowej bakterii. 

Taddese i współp. w swoich badaniach opisali szereg technik i protokołów wykorzystywanych do 

otrzymywania inaktywowanych bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych. Termiczna 

inaktywacja okazała się jedną z najlepszych technik do uzyskania postbiotyków. Środki takie jak 

etanol, wodorotlenek sodu, czy formalina uszkadzają podstawowe elementy struktur zewnętrznych 

ściany komórkowej, a czasem prowadzą nawet do utraty jej ciągłości (Taddese et al., 2018). 

Równocześnie należy mieć na uwadze, że wybrana metoda musi doprowadzić do całkowitej 

inaktywacji, czyli uśmiercenia komórki bądź wprowadzenia ją w stan trwale wegetatywny.                

W kolejnej pracy Taddese i współp. wykazali, że przy wyborze techniki należy dokładnie 

rozpatrzyć dalsze etapy badań do jakich posłużą inaktywowane bakterie oraz staranie dobrać 

warunki procesu względem badanego szczepu (Taddese et al., 2021). Wykorzystanie środków 

chemicznych często wiąże się ze zmianami strukturalnymi w białkach lub uwolnieniem ich ze 

ściany/błony komórkowej (Otzen et al., 2007). Z kolei pod wypływem sonikacji ultradźwiękowej 

w pożywce bakteryjnej dochodzi do powstawania pęcherzyków, które w kontakcie z powierzchnią 

bakterii tworzą regiony o bardzo wysokiej temperaturze i wysokim ciśnieniu, skutkując 

uśmierceniem komórki poprzez miejscowe inaktywacje struktur zewnętrznych (Piyasena et al., 

2003). Biorąc pod uwagę, że głównym celem badań nad postbiotykami jest ich wykorzystanie            

w preparatach przeznaczonych dla ludzi, termiczna inaktywacja wydaje się najlepszą metodą do 

inaktywacji bakterii. Ponadto wykorzystanie termicznie inaktywowanych bifidobakterii powinno 

pomóc w rozwiązaniu części problemów technologicznych napotykanych przy produkcji 

preparatów zawierających te szczepy, a także wyeliminować ryzyko wystąpienia bakteriemii. 

Potrzeba jednak większej ilości badań by można to było jednoznacznie zweryfikować czy takie 

inaktywowane szczepy nadal posiadają 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 komórkach nabłonka jelitowego HT-29 (Martorell et al., 2021), a stymulacja               

109 CFU/ml termicznie inaktywowanych szczepów B. bifidum MG731, L. reuteri MG5346,                      

L. rhamnosus MG316 i L. rhamnosus MG5200 indukuje apoptozę w ludzkich liniach nowotworów 
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układu pokarmowego. Wyniki te potwierdzono in vivo w humanizowanych myszach, którym 

wszczepiono komórki raka gruczolakowatego żołądka MKN1 (Kim et al., 2022). Badania mające 

na celu ocenę efektywności B. bifidum BGN4 w leczeniu zapalenia jelit i choroby Leśniowskiego-

Croha wykazały, że mniejszy spadek wagi ciała u myszy Balb/c zaobserwowano po podaniu 

termicznie inaktywowanych (HT) lub traktowanych lizozymem (LYS) bifidobakterii niż żywych 

bakterii. Ponadto myszy z grupy LYS charakteryzowały się znacznie lepszą szczelnością błony 

jelitowej (Lee et al., 2022). Badania nad termicznie zabitymi B. bifidum B1628 w modelu zapalenia 

jelit u myszy wykazały, że szczep ten zmniejsza obszar zapalenia oraz ilość cytokin pro-zapalnych, 

wpływa również na zwiększenie liczby bakterii z grupy Lactobacillus (Feng et al., 2022). Nie 

zawsze jednak inaktywowane bakterie wykazują te same właściwości immunomodulujące co żywe 

bakterie, ponadto czasem może dojść do ich całkowitej utraty (Santos et al., 2021). W przypadku 

szczepu B. longum ssp. lungum 51A wykazano, że hamuje on odpowiedź alergiczną przeciw 

owoalbuminie poprzez zredukowanie poziomu cytokin szlaku Th2 i przeciwciał IgE oraz indukcję 

IL-10. Podanie termicznie inaktywowanego szczepu nie powoduje jednak żadnych zmian                      

w poziomach przeciwciał IgE i wydzielniczych IgA (sIgA) w porównaniu do myszy, którym 

podano tylko OVA (Santos et al., 2021). W przypadku szczepu L. plantarum WCFS1 po termicznej 

inaktywacji dochodzi do znacznego zmniejszenia zdolności rozpoznawania ligandów 

powierzchniowych tego szczepu przez receptor TLR2 (Paveljšek et al., 2021). 

Współcześnie obserwowany jest również intensywny rozwój badań nad właściwościami 

cząsteczek efektorowych bakterii, które mogą być odpowiedzialne za korzystny efekt obserwowany 

dla całej komórki bakteryjnej. Badania skupiają się na ekstraktach komórkowych, antygenach 

powierzchniowych lub produktach metabolizmu bakterii (Górska et al., 2016; Ruas-Madiedo et al., 

2006; Speciale et al., 2019). Lee i współp. wykazali, że stymulacja linii makrofagów RAW264.7 

przez całe komórki, ekstrakt komórkowy bez ściany komórkowej, oczyszczoną ścianą komórkową 

i pożywkę pohodowlaną z B. bifidum BGN4 wywołuje bardzo zróżnicowaną odpowiedź 

immunologiczną. Żywe komórki indukują wyższą produkcję TNF-α, a ekstrakt komórkowy 

podwyższa poziom IL-6 w porównaniu do pozostałych grup (Lee et al., 2002). A w kolejnej pracy 

wykazano, że enzymatycznie zlizowane komórki B. bifidum BGN4 zmniejszają poziom pro-

zapalnych cytokin takich jak IL-1β, IL-6, IL-8 i TNF-α produkowanych przez komórki RAW 264.7 

stymulowane LPS (Lee et al., 2021). Do podobnych wyników doszli Kim i Ji, który wykazali że 

ekstrakt komórkowy z B. bifidum BGN4 zwiększa właściwości fagocytarne makrofagów                     

w porównaniu do makrofagów stymulowanych całymi bakteriami (Kim and Ji, 2006). Komponenty 

ściany komórkowej szczepów B. longum ATCC 15707 i BIF53 uzyskane w wyniku sonikacji 

hodowli komórkowej indukowały znacznie wyższy poziom IFN-γ i IL-2 w komórkach PBMC niż 

w przypadku stymulacji żywymi bakteriami (Medina et al., 2007). Badania in vitro na liniach 

nowotworowych takich jak HT-29 i Caco-2 wykazały, że związki produkowane przez niektóre 
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szczepy B. adolescentis mogą mieć apoptotyczne właściwości i hamować proliferacje komórek 

(Faghfoori et al., 2021). 

 ANTYGENY POWIERZCHNIOWE BIFIDOBACTERIUM 
 

W literaturze znajduje się szereg prac skupiających się na charakterystyce antygenów 

powierzchniowych wybranych szczepów Bifidobacterium takich jak egzopolisacharydy, 

polisacharydy ściany komórkowej, kwasy lipotejchojowe, glikolipidy, peptydoglikan i białka 

powierzchniowe wraz z opisem ich właściwości immunomodulujących (Rycina 5).  

 
Rycina 5 Schemat ściany komórkowej szczepów Bifidobacterium wraz z antygenami powierzchniowymi 

obecnymi na jej powierzchni (Pyclik et al., 2020) 

5.7.1 Peptydoglikan 

 

Ściana komórkowa bakterii Gram-dodatnich składa się przede wszystkim                                      

z peptydoglikanu. W zależności od szczepu Bifidobacterium stanowi on 30-70% wszystkich 

składników ściany komórkowej. Podstawowymi składowymi peptydoglikanu są                                     

N-acetyloglukozamina (GlcNAc) i kwas N-acetylomuraminowy (MurNAc) połączone wiązaniami 

β-1,4-O-glikozydowymi, które tworzą długi łańcuch polisacharydowy (Schumann, 2011). 

Polisacharyd ten usieciowany jest peptydowymi łańcuchami tworzącymi trójwymiarową i sztywną 

strukturę. Oprócz typowych aminokwasów występujących w białkach znajdują się w nim też inne 

aminokwasy takie jak L-ornityna (Veerkamp, 1971). Bakterie Gram-dodatnie charakteryzują 

dwoma typami struktur peptydoglikanu oznaczonymi jako A i B (Rycina 6) (Schumann, 2011), 

jednak do tej pory w szczepach Bifidobacterium zidentyfikowano wyłącznie typ A peptydoglikanu, 

który co ciekawe często występuje również u bakterii patogennych (Mattarelli and Sgorbati, 2018). 
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Rycina 6 Dwa typy budowy peptydoglikanu scharakteryzowane w bakteriach. Łańcuch peptydowy złożony 

jest z podjednostek (zaczynając od wiązania z MurNAc) L-Ala – D-Glu –L-Lys/L-Orn-D-Ala-(D-Ala) 

(Schleifer and Kandler, 1972). 

Peptydoglikan A charakteryzuje się występowaniem wiązania między grupą karbonylową 

D-alaniny w pozycji 4, a wolną grupą aminową aminokwasu będącego w pozycji 3 diaminokwasu, 

(Schleifer and Kandler, 1972). W grupie A wyróżnia się 4 podtypy: A1, A2, A3 i A4. Pierwszy         

z nich cechuje się występowaniem bezpośredniego wiązania pomiędzy łańcuchami peptydowymi. 

Podtyp A2 powstaje, gdy w łańcuchu peptydowym występują rozgałęzienia. Obecność mostku 

złożonego z dwóch do siedmiu reszt karboksylowych L-aminokwasów, glicyny lub obu tych 

cząsteczek określane jest jako podtyp A3. Ostatni podtyp wyróżnia się obecnością aminokwasów 

zawierających dwie reszty karboksylowe. Co więcej rozróżnia się formy α, β i γ, które opisują 

aminokwasy bezpośrednio biorące udział w tworzeniu łańcucha. W przypadku formy α, 

aminokwasem tym jest lizyna, w formie β to L-ornityna (L-Orn), a γ to kwas diaminopimelinowy 

(Schleifer and Kandler, 1972; Schumann, 2011). 

Tabela 1 Typy łańcuchów peptydowych łączących jednostki polisacharydowe w peptydoglikanie 

zidentyfikowane w szczepach Bifidobacterium (Mattarelli and Biavati, 2018) 

GATUNEK TYP POŁĄCZENIA 
TYPY ŁAŃCUCHÓW 

PEPTYDOWYCH 

B. astereoides, 

B. breve, B. reuteri, B. saguini 

A1α L-Lys, Gly (podstawia grupę 

α karbonylową D-Glu)  

B. catenulatum, B. magnum, B. 

pseudocatenulatum, B. hapali 

A3α 

 

L-Lys/L-Orn-L-Ala-L-Ala-L-Ser 

B. animalis ssp. animalis, 

B. animalis ssp. lactis,  

B. choerinum, B. cuniculi,  

B. ruminantium 

L-Lys/L-Orn-L-Ser-(L-Ala)-L-Ala-

L-Ala 

B. anugulatum,  A4α 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,  

B. merycicum, B. saeculare,  

B. stellenboschense,  

B. callitrichos 

L-Lys/L-Orn-D-Asp 

 B. pseudolongum ssp. 

pseudolongum,   

B. pseudolongum ssp. 

globosum 

A3β L-Orn/L-Lys-L-Ala-L-Ala (-L-Ala) 

B. longum ssp. longum, 

B. longum ssp. infantis, 

B. longum ssp. suis, 

B. longum ssp. suillum, 

B. lemurum 

L-Orn-L-Ser-L-Ala-L-Thr-L-Ala 

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

B. bifidum, B. myosotis A4β L-Orn-D-Ser-D-Asp 

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

 

Główną i najważniejszą funkcją peptydoglikanu jest tworzenie/zapewnienie mechanicznej 

osłony chroniącej bakterie przed zmianami ciśnienia osmotycznego oraz zmianami pH                          

w środowisku zewnętrznym (Vollmer et al., 2008). Peptydoglikan u ssaków rozpoznawany jest 

przez receptory wewnątrzkomórkowe NOD1, NOD2 (NOD nucleotide-binding oligomerization 

domain proteins - domena oligomeryzacji wiążąca nukleotyd) i inflamasom NLRP3 zawierający 

domenę pirynową z rodziny NLR (Moreira and Zamboni, 2012; Wolf and Underhill, 2018a). 

Receptory NOD rozpoznają tylko fragmenty peptydoglikanu, które zostały rozłożone przez różne 

enzymy znajdujące się w cytozolu komórki. Dipeptyd kwasu D-glutaminowego i kwasu mezo-

diaminopimelinowego (mDAP, obecny przede wszystkim u bakterii Gram-ujemnych) 

rozpoznawany jest przez receptor NOD1. Di- tri- bądź tetrapeptyd zawierający przynajmniej kwas 

N-acetylomuraminowy (MurNAc) aktywuje NOD2 (Irazoki et al., 2019). Z kolei aktywacja 

inflamasomu zapoczątkowana jest najprawdopodobniej przez wiązanie się zhydrolizowanych 

monomerów cukrowych N-acetyloglukozaminy ze znajdującą się w cytozolu heksokinazą (Wolf et 

al., 2016). Peptydoglikan rozpoznawany jest również przez białka rozpoznające peptydoglikan 
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(PGRPs, peptidoglycan recognition proteins) (Dziarski and Gupta, 2006). U ssaków obecnie 

scharakteryzowano cztery białka należące do tej rodziny PGRP opisane jako PGLYRP-1/2/3/4, 

które zidentyfikowano na powierzchni makrofagów, neutrofili, eozynofili, komórek wątroby czy 

nabłonka. Białka PGRP rozpoznają zarówno peptydoglikan bakterii Gram-dodatnich jak i Gram-

ujemnych (Wheeler et al., 2014). Oprócz właściwości bakteriobójczych i bakteriostatycznych, 

niektóre białka z tej rodziny wykazują dodatkowe funkcje. Białko PGLYRP2 wykazuje aktywność 

amidazy N-acetylomuramylo-L-alaninowej, która hydrolizuje wiązanie między MurNAc,                    

a L-alaniną (Dziarski and Gupta, 2006). W badaniach modelu zapalenia jelit wywołanego DSS 

wykazano, że obecność tej rodziny białek reguluje zróżnicowanie mikroflory jelitowej. Ponadto       

w badaniach tych wykorzystano mysie modele, w których badano delecję poszczególnych białek 

PGLYRP-1/2/3/4. Wyniki wykazały, że myszy z delecją PGLYRP 3-/- wykazywały największy 

stan zapalny. U wszystkich myszy z delecjami wykazano znaczy spadek masy ciała oraz 

podwyższony poziom cytokin pro-zapalnych (Saha et al., 2010). Pierwsze prace dotyczące 

rozpoznawania peptydoglikanu wskazywały, że bakteryjny peptydoglikan może być rozpoznawany 

również przez receptor TLR2 (Schwandner et al., 1999; Takeuchi et al., 1999). Kolejne prace 

jednak podważały te wyniki wskazując, że aktywacja tego receptora spowodowana była głównie 

występowaniem pozostałości innych antygenów powierzchniowych takich jak kwasy 

lipotejchojowe, czy polisacharydy (Travassos et al., 2004). Niemniej jednak, kolejne prace 

ponownie wskazywały, że w przypadku peptydoglikanu bakterii Gram-ujemnych, który zawiera 

kwas meso-diaminopimelinowy receptor TLR2 jest również odpowiedzialny za rozpoznanie tej 

cząsteczki (Asong et al., 2009).  

Do tej pory niewiele badań skupia się na właściwościach immunomodulujących 

peptydoglikanu. Peptydoglikan wyizolowany z Bifidobacterium indukcje cytokiny TNF-α, IL-6          

i produkcję azotynów w linii RAW 264.7 (Wang et al., 2001; Zhu et al., 2011). Co więcej 

peptydoglikan wyizolowany z B. breve, B. adolescentis i B. longum hamuje proliferację linii 

nowotworowych takich jak HT-1376, SNUC2A i DLD-1 (Kim et al., 2002). Zahamowanie, a nawet 

regresję guzów zaobserwowano u myszy z włókniakomięsakiem Meth-A po podaniu zawiesiny 

inaktywowanych termicznie bakterii B. longum ssp. infantis i zawiesiny zawierającej fragmenty 

ściany komórkowej tych bakterii (Sekine et al., 1985). Podanie myszom peptydoglikanu 

z B. bifidum powoduje z kolei apoptozę komórek raka jelita grubego (Li-sheng et al., 1999). 

W swojej pracy Yoshida i współp. zasugerowali, że peptydoglikan B. breve indukuje różnicowanie 

się naiwnych limfocytów T w kierunku odpowiedzi Th1 i dojrzewanie komórek dendrytycznych             

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

 

Kwasy tejchojowe to ujemnie naładowane polimery występujące u większości bakterii 

Gram-dodatnich. Zazwyczaj składają się one z 30-40 podjednostek zawierających fosforan glice-

rolu (Gro-P), fosforan rybitolu (Rbo-P) lub fosforan mannnitolu, monosacharydy takie jak glukoza, 

galaktoza i ramnoza oraz aminokwasy np. D-alaninę (Poxton, 2015). Rozróżnia się dwa rodzaje 

związków należących do tej grupy: 1) kwasy tejchojowe, które są związane kowalencyjnie ze 

ścianą i 2) kwasy lipotejchojowe, które są luźno zakotwiczone w błonie (Fischer, 1994).                      

W przypadku bakterii, u których ilość zasad cytozynowo-guanidynowych przekracza 50%, kwasy 

lipotejchojowe zastępowane są przez lipoglikany (Greenberg et al., 1996). Cząsteczki te są 

liniowymi bądź rozgałęzionymi polisacharydami zawierającymi ugrupowania hydrofilowe, które 

posiadają ładunek ujemny ponieważ są podstawione fosforanem monoglicerolu. W przypadku 

Bifidobacterium kwasy tejchojowe są jednymi z najmniej poznanych struktur powierzchniowych. 

Analiza DNA wykazała, że bakterie zawierają geny niezbędne do wytworzenia kwasów 

tejchojowych oraz lipotejchojowych np. tymidylilotransferazę glukozo-1-fosforanową 

(BBPR_0078), UDP-N-acetyloglukozaminę-N-acetylomuramylo-(pentapeptyd)pirofosforylo- 

undekaprenolo-N-acetyloglukozaminę MurG (BBPR_0556), fosfoglukomutazę (BBPR_1512)                

i transferazę fosfoglicerolową (BBPR_1314) (Colagiorgi et al., 2015). Wyniki badań nad tymi 

genami wykazały, że są one odmiennie ekspresjonowane w zależności od warunków 

środowiskowych co oznacza, że ładunek obecny na ścianie komórkowej może się znacząco różnić 

pomiędzy szczepami hodowanymi w warunkach in vitro a tymi, które będą np. rezydować                   

w jelitach gospodarza (Colagiorgi et al., 2015). 

Do tej pory opisano kilka struktur LTA wyizolowanych z Bifidobacterium. Do bardziej 

interesujących należą struktury B. bifidum (YIT 4007 i YIT 4013), B. breve (YIT 4010 i YIT 4014) 

oraz B. longum YIT 4007, które różnią się od siebie ilością grup glukozowych i galaktozowych 

(Iwasaki et al., 1990). Z kolei w szczepie B. longum BIM B-476-D zidentyfikowano aż dwa rodzaje 

kwasów tejchojowych (Tabela 2) (Valueva et al., 2013). 

Badania wykazały, że LTA bifidobakterii umożliwia im wiązanie się do komórek nabłonka 

jelitowego poprzez ich część lipidową (Op Den Camp et al., 1985). Obecnie niewiele wiadomo 

odnośnie właściwości immunomodulujących kwasów tejchojowych poza tym, że rozpoznawane są 

one przez heterodimer TLR2/TLR6 (Nilsen et al., 2008). Tylko dwie prace pochodzące z tego 

samego laboratorium wykazały, że podawanie LTA bifidobakterii w połączeniu z 5-fluorouracylem 

hamuje wzrost komórek wątrobiaka-22 poprzez regulację ilości komórek limfocytów Treg (Guo et 

al., 2015a; Xie et al., 2012). Zespół Balaguer z kolei wykazał, że LTA z B. animalis ssp. lactis 

BPL1 podawany C. elegance powoduje spadek masy ciała u tych organizmów poprzez aktywację 

szlaku IGF-1 (Balaguer et al., 2022). 
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Tabela 2 Wybrane struktury kwasów lipotejchojowych zidentyfikowane na powierzchni ściany 

komórkowej Bifidobacterium  

SZCZEP STRUKTURA ODNOŚNIK 

Bifidobacterium 

longum BIM B-

476-D 

 

 
 

(Valueva et 

al., 2013) 

Bifidobacterium 

bifidum YIT 

4007/ YIT 4013, 

Bifidobacterium 

breve YIT 4010/ 

YIT 4014, 

Bifidobacterium 

longum YIT 

4021 

 

(Iwasaki et 

al., 1990) 

 

Glcp,   Galp,   Galf,  (diacyl)Galf ,  grupa fosforanowa,   glycerol,  rybitol, 

 GlcNAc, L- Alanina, P[1-6]- wiązanie fosforanowe połączone z atomem węgla cząsteczki, 
 

przy której występuje opis 
 

5.7.3 Glikolipidy i fosfolipidy  

 

Cząsteczki polarne tj. glikolipidy i fosfolipidy są obecne na powierzchni bakterii i stanowią 

bardzo zróżnicowaną grupą związków. W ich strukturze można wyróżnić dwie części: grupę 

lipidową związaną z glicerolem lub sfingozyną oraz grupę, która może zwierać cząsteczki fosforu 

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

Bifidobacterium zostało opisanych w literaturze. Veerkamp i współp. wykazali, że w ścianie             

B. bifidum var pennsylvanicus dominują pochodne mono- di- i trigalaktozylodiglicerydów 

(Veerkamp, 1972). W swojej pracy Novik i współp. na podstawie analizy ekstraktów lipidów 
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szczepów B. longum B 379M, B. bifidum 791 i B. adolescentis 94BIM, wykazali, że skład lipidowy 

jest odmienny i charakterystyczny dla poszczególnych gatunków bakterii (Novik et al., 2005, 

2006). 

Timmer i współp. wykazali, że makrofagi wyizolowane ze szpiku kostnego i zróżnicowane 

do pro-zapalnych makrofagów M1 poprzez stymulacje LPS przy równoczesnym podaniu                   

1-β-D-galaktofuranozylo-3-gliceroplazmalomonoglicerydem pochodzącym z B. longum ssp. 

infantis ATCC 15702, produkowały znacznie mniejsze ilości tlenku azotu niż komórki z grupy 

kontrolnej (Timmer et al., 2014). Uznaje się, że polarne lipidy szczepów Bifidobacterium są 

rozpoznawanie przez receptory TLR2/TLR1 i TLR2/TLR6 (Akira et al., 2006; Ji-Hyun et al., 

2015). 

5.7.4 Polisacharydy 

 

Polisacharydy stanowią najlepiej poznaną grupę antygenów powierzchniowych bakterii          

z rodzaju Bifidobacterium. Wyróżnia się dwie zasadnicze grupy: zewnątrzkomórkowe 

polisacharydy (EPS), które wydzielane są do środowiska lub luźno związane z powierzchnią ściany 

komórkowej, i polisacharydy ściany komórkowej (CWP), które są kowalencyjnie zakotwiczone       

w peptydoglikanie (Deng et al., 2000). Ponadto pod względem chemicznym mogą one należeć do 

homo- (zbudowane z jednego rodzaju monosacharydu) lub hetero-polisacharydów (zbudowane            

z kilku rodzajów monosacharydów). Heteropolisacharydy (należące do EPS jak i CWP) 

Bifidobacterium składają się najczęściej z trzech podstawowych podjednostek cukrowych:                

D-glukozy, D-galaktozy i L-ramnozy (Salazar et al., 2009). Do rzadziej występujących cukrów         

w strukturach polisacharydowych należą 6-deoksy-L-taloza, kwas galakturonowy (Altmann et al., 

2016), D-mannoza i L-arabinoza (Shang et al., 2013). Masy cząsteczkowe polisacharydów wahają 

się w zakresie 104-106 Da, a ich skład różni się między poszczególnymi szczepami (Ruas-Madiedo 

and de los Reyes-Gavilán, 2005). Polisacharydy chronią bakterie przed rozpoznaniem przez 

komórki układu odpornościowego, a tym samym umożliwiają wytworzenie tolerancji na 

Bifidobacterium. Pośredniczą one również, podobnie jak LTA w procesie przylegania bakterii do 

komórek nabłonka (Fanning et al., 2012). Badania nad EPS i CWP wskazują, że struktura 

chemiczna i ilości w jakich są produkowane są uzależnione od warunków środowiska w jakich 

rosną bakterie. Gwarantuje to bakteriom znacznie większe prawdopodobieństwo przetrwania            

w zróżnicowanym pod względem warunków układzie pokarmowym (Kelly et al., 2020). 

Najlepszym sposobem na rozpoznanie szczepów produkujących EPS jest hodowla bakterii na 

płytce MRSC-agar, na której można zaobserwować gładki i błyszczący wygląd kolonii oraz fakt, 

że podczas posiewu śluz ciągnie się za ezą bakteriologiczną (De Vuyst and Degeest, 1999; Ruas-

Madiedo and de los Reyes-Gavilán, 2005). Zaobserowano, że B. longum ATCC 15707 produkuje 

znacznie większe ilości EPS, gdy bakterie były hodowane w pożywce zawierającej pepton/ekstrakt 

drożdżowy o pH=5,0, niż gdy były hodowane w pożywce zawierającej odłuszczone mleko.  
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Ponadto doszło również do zmiany proporcji cukrów tworzących łańcuch EPS w zależności od 

rodzaju dostępnego źródła węgla w środowisku (Abbad Andaloussi et al., 1995). Tworzenie 

ochronnej polisacharydowej otoczki na zewnątrz komórki pozwala bakteriom na przeżycie 

w niskim/wysokim pH, niskim/wysokim stężeniu soli czy w obecności enzymów trawiennych 

(Kelly et al., 2020). Badania z wykorzystaniem mutantów bakteryjnych nie produkujących 

polisacharydów i porównanie ich z dzikimi szczepami wskazują, że obecność wysoko 

cząsteczkowych łańcuchów może uniemożliwiać wiązanie się bakterii do komórek gospodarza 

(Lee et al., 2016). Badania z wykorzystaniem B. longum 105-A i jego mutantem nie produkującym 

CWP wykazały, że dziki szczep charakteryzuje się wyższą tolerancją na zmiany pH i obecność soli 

żółciowych, podczas gdy mutant nie był w stanie przeżyć w pH 6,5–3,5. Ponadto zaobserwowano 

zmiany w przyleganiu bakterii do komórek nabłonka CaCo-2 i makrofagów RAW 264.7. 

Co ciekawe, dziki szczep nie wiązał się do komórek ani nie był przez nie wchłaniany, mutant bez 

CWP z kolei wiązał się z CaCo-2 i uległ fagocytozie (Ashida et al., 2018). 

Podstawowymi technikami wykorzystywanymi do określenia struktur polisacharydów są 

spektroskopia magnetycznego rezonansu jądrowego (NMR), spektrometria mas oraz metody 

chemiczne takie jak analiza cukrowa, analiza metylacyjna i analiza konfiguracji absolutnej                   

z wykorzystaniem chromatografii gazowo-cieczowej sprzężonej z spektrometrią mas (Fontana and 

Widmalm, 2022). Polisacharydy są dotychczas najszerzej opisaną pod względem badań 

strukturalnych grupą antygenów powierzchniowych Bifidobacterium (Pyclik et al., 2020). Jednym 

z najbardziej prostych polisacharydów opisanych w literaturze jest polisacharyd B. longum 

YIT4028, który składa się z reszt D-galaktozy i L-ramnozy w stosunku 2:3 (Nagaoka et al., 1995) 

(Tabela 3). Z kolei innym ciekawym przykładem są dwa polisacharydy B. longum ssp. infantis 

ATCC15697 – nierozgałęziony, którego powtarzająca się podjednostka składa się z ośmiu 

monosacharydów, którymi są D-galaktoza i D-glukoza w stosunku molowy 3:1 i rozgałęziony 

z głównym łańcuchem zbudowanym przede wszystkim z galaktofuranozy i galaktopiranozy, które 

podstawione są β-D-glukopiranozą (Sela et al., 2008) (Tabela 3). Przykładem polisacharydu, który 

w łańcuchu głównym zawiera sześć reszt 6-deoksytalozy jest ten zidentyfikowany 

w B. adolescentis YIT4011 (Nagaoka et al., 1988) (Tabela 3). 
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Tabela 3 Przykładowe struktury polisacharydów zidentyfikowanych na powierzchni ściany komórkowej 

szczepów Bifidobacterium  

SZCZEP STRUKTURA  ODNOŚNIK 

B. longum 

YIT4028 

 

 

(Nagaoka et 

al., 1995) 

B. longum ssp. 

infantis 

ATCC15697 

 

 

(Sela et al., 

2008) 

B.adolescentis 

YIT4011 

 

 

(Nagaoka et 

al., 1988) 

 

 

 

Polisacharydy szczepów Bifidobacterium oprócz ochrony przed działaniem środowiska 

wpływają również na regulację ilości innych bakterii. EPS wyizolowany z B. pseudocatenulatum 

wpływa na wzrost Desulfovibrio i Feacalibacterium. Z kolei EPS z B. longum wspomaga wzrost 

Anaerostipes, Provotella i Oscillospira (Salazar et al., 2008). Ruas-Madiedo i współp. wykazali, że 

wysokie stężenia (5 mg/ml) EPS wyizolowanych ze szczepów B. longum NB667 i B. animalis 

IPLA-R1 może modulować wzrost bakterii B. animalis IPLA-R1 i Lactobacillus GG. 

Ponadto EPS-NB667 zwiększa zdolność patogennych szczepów Clostridioides difficile, 

Enterobacter sakazakii i E. coli do wiązania się z ludzkimi komórkami nabłonka jelitowego. 

W przypadku obecności w pożywce hodowlanej EPS-GG i EPS-IPLA-R1 zaobserowano wzrost 

zdolności przylegania szczepów Enterobacter sakazakii i E. coli (Ruas-Madiedo et al., 2006). 

Lopez i współp. wykazali, że w zależności od budowy, EPS był w stanie zmienić stopień adhezji 
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szczepów Bifidobacterium do linii komórek jelitowych i indukcję cytokin (López et al., 2012). 

Polisacharyd składający się w 60% z podjednostek ramnozowych chronił komórki nabłonkowe 

żołądka w modelu owrzodzenia wywołanego kwasem octowym (Nagaoka et al., 1994). Badania 

porównawcze właściwości modulujących B. animalis ssp. lactis DSM10140 i jego mutanta S89L, 

do którego wklonowano geny odpowiadające za produkcję EPS z B. animalis ssp. lactis IPLA-R1, 

wykazały, że mutant ma mniejsze zdolności przylegania do komórek nabłonka jelitowego HT-29. 

Ponadto nie tworzy tak rozbudowanych struktur biofilmu w porówaniu do szczepu produkującego 

EPS-DSM10140. Wskazuje to, że EPS o neutralnym ładunku i dużej masie cząsteczkowej jest 

w stanie zahamować indukcję cytokin prozapalnych, podczas gdy EPS o niewielkiej masie 

cząsteczkowej lub posiadający reszty kwasowe najczęściej stymuluje układ odpornościowy 

(Abdalla et al., 2021). Zaobserwowano również, że ujemnie naładowany łańcuch polisacharydowy 

stymuluje układ odpornościowy do indukcji odpowiedzi przeciw bakteriom Gram-dodatnim 

znacznie lepiej niż Gram-ujemnym (Nehal et al., 2019). 

EPS badane są również pod względem ich właściwości bakteriostatycznych. Ruas-Madiedo 

i współp. wykazali, że EPS izolowane z B. animalis ssp. lactis A1, B. animalis ssp. lactis IPLA R1, 

B. longum NB667 i L. rhamnosus GG hamują toksyczność Bacillus cereus względem komórek 

nabłonkowych Caco-2 (Ruas-Madiedo et al., 2010). Badania nad B. longum ssp. infantis 35624 

produkującym heteropolisacharyd pokazały, że jego podawanie chroni przed utratą wagi, obniża 

poziom cytokin prozapalnych i zmniejsza uszkodzenie nabłonka wywołane przez Salmonella 

enterica serovar Typhimurium UK1 (Altmann et al., 2016; Symonds et al., 2012). Porównanie 

właściwości immunomodulujących dwóch izogenicznych szczepów B. animalis ssp. lactis 

wykazało, że szczep S89L produkujący wysokocząsteczkowy EPS zawierający dużą ilość 

podjednostek ramnozowych indukuje znaczący wzrost bakterii z rodzaju Faecalibaculum, 

Erysipelotrichaceae i Lactobacillaceae oraz pośrednio stymuluje wzrost poziomu IL-5 i IL-27 

(Sabater et al., 2020).  

Polisacharydy Bifidobacterium rozpoznawane są głównie przez receptory TLR2 (Lebeer et 

al., 2010; Schiavi et al., 2016). Cząsteczki β-glukanu/galaktanu zidentyfikowane w B. bifidum są 

odpowiedzialne za indukcję limfocytów Foxp3+ Treg poprzez aktywację receptora TLR2 (Verma et 

al., 2018a). Podobnie dzieje się w przypadku EPS z B. longum ssp. longum 3562, który by hamować 

produkcję osteoklastów czy zapobiegać spodkowi ubytku kości w mysich modelach osteoporozy 

pomenstruacyjnej, wymaga obecności receptora TLR2 (Wallimann et al., 2021). Ponadto w kilku 

pracach opisano, że polisacharydy mogą wiązać się z receptorami lektynowymi typu C takimi jak 

dektyna-1, dektyna-2 czy receptorami mannozy (Hollmig et al., 2009; Sengupta et al., 2013). 

Niektóre badania również wskazują na aktywacje receptora TLR4 (Castro-Bravo et al., 2019; 

Zhang et al., 2016a). Badania nad EPS ze szczepów B. breve wykazały, że aktywacja odpowiedzi 

immunologicznej w komórkach monocytów THP-1 zależna jest od obecności białka MyD88, 

głównego adaptera w szlaku aktywacji odpowiedzi immunologicznej zależnej od receptorów TLR 
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(Hickey et al., 2021). Stymulacja komórek BMDM dwoma szczepami B. breve UCC2003                      

i JCM7017 oraz ich mutantami nie produkującymi EPS, prowadziła do znaczących różnic                   

w odpowiedzi cytokinowej. W przypadku szczepu UCC2003, mutant UCC2003EPSneg indukował 

znacznie wyższy poziom TNF-α oraz IL-10 w porównaniu do dzikiego szczepu. 

Z kolei w przypadku szczepu JCM7017, mutant JCM7017EPSneg indukował znacznie niższy poziom 

zarówno TNF-α jak i IL-10 w porównaniu do dzikiego szczepu. Oba szczepy produkujące EPS nie 

aktywowały limfocytów T CD4+ oraz dojrzewania komórek dendrytycznych (Hickey et al., 2021). 

Wyniki badań nad polisacharydem wyizolowanym z B. lactis A1dOxR wskazują, że 

odpowiada on za właściwości immunomodulacyjne tego szczepu. Uzyskane stosunki poziomów 

cytokin TNF-α/IL-10 i TNF-α/TGF-β wytwarzanych przez jednojądrzaste komórki krwi 

obwodowej (PBMC) stymulowane bakteriami i wyizolowanym z nich EPS były identyczne dla obu 

grup (Hidalgo-Cantabrana et al., 2014). Po podaniu myszom EPS uzyskanego z B. breve UCC2003 

dochodzi do zmian w populacji komórek limfocytów B, jak również spadku poziomu przeciwciał 

IgG i wydzielnicznych IgA (Fanning et al., 2012). Interesująca była obserwacja, w której bakterie 

z delecją genów odpowiedzialnych za produkcję EPS straciły całkowicie swoje właściwości 

modulujące w modelu IBD indukowanym LPS (Hughes et al., 2017). Schiavi i współp. wskazali, 

że EPS B. longum 35624 jest cząsteczkę determinującą właściwości przeciwzapalne tego szczepu 

poprzez modulowanie ścieżki limfocytów Th17 w badaniach nad zapaleniem okrężnicy i alergii 

wziewnej u myszy (Schiavi et al., 2016). EPS z B. animalis RH stymuluje proliferację komórek 

kępek Peyera oraz moduluje poziom IFN-γ co wpływa na równowagę między limfocytami Th1/Th2 

u myszy Kunming (Xu et al., 2017).  

5.7.5 Białka ściany komórkowej 

 

5.7.5.1  Serpiny  

 

Serpiny obecne są we wszystkich organizmach żywych, a ich główną funkcją jest hamowanie 

aktywności proteaz serynowych. Niektóre białka z tej grupy pełnią również inne zadania takie jak 

regulacja ciśnienia krwi, czy pośredniczą w transportowaniu hormonów (Mkaouar et al., 2019).      

W przypadku szczepów Bifidobacterium najprawdopodobniej umożliwiają łatwiejsze zasiedlenia 

układu pokarmowego inaktywując proteazy produkowane przez komórki gospodarza lub innych 

bakterii (Ivanov et al., 2006). Serpiny wiążąc się z proteazą zmieniają jej konformację przestrzenną 

co prowadzi do nieodwracalnej dezaktywacji białka (Loebermann et al., 1984). Taki mechanizm 

działania zaobserwowano dla serpin z B. longum NCC27 działających na elastazę trzustkową oraz 

neutrofilową. Z kolei serpina z B. longum hamuje nadmierną aktywność proteaz serynowych             

w miejscach zapalenia jelit, co znacząco ogranicza nadmierne uszkodzenie nabłonka (Ivanov et al., 

2006). W przypadku B. longum NCC2705 wykazano, że to obecność serpin indukuje zmiany             

w składzie mikrobiomu jelitowego oraz znacznie zmniejsza stan zapalny jelit w mysim modelu 
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nietolerancji na gluten wywołanej podawaniem toksyny cholery i gliadyny (McCarville et al., 

2017). Inne badania z wykorzystaniem mysiego modelu IBS wykazały, że spośród 33 szczepów 

Bifidobacterium to szczep B. breve CNCM I-5644 produkujący serpiny miał największy wpływ na 

ochronę komórek nabłonka jelitowego po podaniu kwasu nitrobenzenosulfonowy indukującego 

stan zapalny (Torres-Maravilla et al., 2022). 

5.7.5.2  Struktury przypominające pilusy 

 

Pilusy są charakterystycznymi długimi zewnątrzkomórkowymi strukturami biorącymi udział 

w oddziaływaniach między komórkami nabłonka gospodarza, a bakteriami lub między dwoma 

komórkami bakteryjnymi (Foroni et al., 2011; Turroni et al., 2017). Białka te zbudowane są 

zazwyczaj z podjednostek przypominających strukturalnie włos. Specyficzne adhezyny znajdujące 

się na powierzchni pilusów biorą udział w procesie przylegania bakterii do komórek poprzez 

wiązanie się do kwasów lipotejchojowych czy receptorów glikoproteinowych lub glikolipidowych 

(Ventura et al., 2012). Na powierzchni Bifidobacterium zidentyfikowano dwa rodzaje pilusów: 

zależne od sortazy i Tad-pilusy (Foroni et al., 2011; O’Connell Motherway et al., 2011).  

5.7.5.3  Pilusy zależne od sortazy 

 

Obecnie tylko w niektórych gatunkach Bifidobacterium zidentyfikowano pilusy zależne od 

sortazy, enzymu proteolitycznego biorącego udział w budowie struktur zewnątrzkomórkowych. 

Bakterie u których 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, że u B. pseudolongum ssp. GLOB10b pilusy występują 

tylko w obecności skrobi w pożywce hodowlanej (Milani et al., 2017c). Pilusy u bifidobakterii 

składają się z trzech podjednostek białkowych, z których jedna jest głównym rusztowaniem, a dwie 

służą jako wsparcie (Proft and Baker, 2008; Telford et al., 2006). U B. bifidum PRL2010 są one 

zbudowane z pilusu głównego występującego w dwóch formach FimA i FimP oraz pomocniczego 

FimB i/lub FimQ (Foroni et al., 2011; Krishnan et al., 2016). W zależności od szczepu rozłożenie 

pilusów jak i ich ilości jest zmienna. U B. bifidum PRL2010 zaobserwowano dużą liczbę pilusów 

na wertykalnych końcach komórki. Z kolei B. longum ssp. infantis ATCC15696 ma tylko niewielką 

ilość pilusów na powierzchni komórki (Foroni et al., 2011). Aktywacja genów odpowiedzialnych 

za ich produkcję zależy od warunków środowiska tj. źródła węgla w pożywce, pH, temperatury czy 

stresu osmotycznego (Foroni et al., 2011).  

Mechanizm wiązania Bifidobacterium do komórek gospodarza za pomocą pilusów 

stworzono w oparciu o badania nad B. bifidum PRL2010. Model ten zakłada, że pilusy są wydłużane 

przez bakterie do momentu gdy natknie się ona na antygeny powierzchniowe innych komórek. 

Główny pilus FimA wiąże się z typowymi powierzchniowymi glikanami, takimi jak fukoza                  

i mannoza, a FimP z węglowodanami obecnymi w diecie (Turroni et al., 2013). Badania 
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przeprowadzone na dzikim szczepie B.bifidum YIT 10347 oraz jego mutancie, którego geny 

budujące pilusy zależne od sortazy zostały uszkodzone w wyniku mutagenezy, wykazały że szczep 

dziki znacznie lepiej wiąże się z powierzchnią komórek nabłonka i chroni je przed działaniem 

kwasów (Ishikawa et al., 2021). Do tej pory ukazała się tylko jedna praca, w której wykazano, że 

pilusy mogą pełnić rolę immunomodulującą i indukować in vitro ekspresję genów kodujących 

TNF-α w linii ludzkich makrofagach U937. Wyniki in vivo na zdrowych myszach Balb/c również 

potwierdzają, że bakterie zawierające pili indukują produkcję TNF-α, a ponadto hamują ekspresję 

genu il10 (Turroni et al., 2013). 

5.7.5.4  Tad-pilusy 

 

Tad-pilusy lub pilusy typu IV są innym rodzajem struktur na powierzchni Bifidobacterium, 

które po raz pierwszy scharakteryzowano u B. breve UCC2003 (O’Connell Motherway et al., 2011). 

Tad-pilusy są zbudowane z powtarzalnych podjednostek homopolimerowych, które połączone są 

ze sobą wiązaniami niekowalencyjnymi. Tworzą one charakterystyczne spirale dzięki 

oddziaływaniom bocznych grup aminokwasowych naładowanych ujemnie bądź dodatnio. Geny 

kodujące Tad-pilusy są konserwatywne i łatwo je zidentyfikować u wielu przedstawicieli bakterii 

Gram-dodatnich i Gram-ujemnych. Ich podstawową funkcją jest wiązanie się z glikoproteinami        

i glikolipidami znajdującymi się na powierzchni komórek nabłonka jelit. Do tej pory nie opisano 

żadnych właściwości immunomodulacyjnych tych struktur (Tomich et al., 2007), jednak wykazano 

że są one niezbędne w procesie kolonizacji układu pokarmowego oraz promują proliferację 

komórek nabłonkowych (O’Connell Motherway et al., 2019). 

5.7.5.5  Bakteryjne systemy sekrecyjne typu IV (T4SS) 

 

Jednym ze składowych elementów T4SS jest białko TgaA, które zostało scharakteryzowane 

u Bifidobacterium jako enzym peptydoglikanolityczny, który składa się z dwóch konserwatywnych 

podjednostek litycznych: transglikozylazy mureinowej (LT, cd00254.3) oraz amidohyrolazy 

/peptydazy zależnej od cysteiny i histydyny (CHAP; pfam05257.4). Guglielmetti i współp. 

wykazali, że białko to jest ekspresjonowane na powierzchni B. bifidum MIMBb75 i posiada 

właściwości immunomodulujące. Białko to zdolne jest do aktywacji komórek dendrytycznych, 

które produkowały IL-2 i TNF-α. Co ciekawe, indukcję TNF-α przez komórki dendrytyczne 

przypisuje się obecności LPS i aktywacji receptora TLR4. Dalsze badania jednak wykluczyły tę 

możliwość, a ponadto wykazały, że białko TgaA nie jest rozpoznawane przez ten receptor 

(Guglielmetti et al., 2014).  

5.7.5.6  Pozostałe białka powierzchniowe 

 

Do innych białek, które mogą potencjalnie wykazywać właściwości immunomodulujące 

należą fosfoketolaza fruktozo-6-fosforanowa czy enolaza fosforanowa. Oba białka zostały 
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zidentyfikowane w szczepach B. longum ssp. longum CCM 7952 i CCDM 372 W badaniach nad 

określeniem ich immunoreaktywność z wykorzystaniem surowic: krwi obwodowej uzyskanej            

z królika immunizowanego tymi szczepami, człowieka oraz myszy GF monokolonizowanej 

szczepem CCDM 372. Zidentyfikowane zostały również inne immunoreaktywne białka określane 

mianem „moonlight proteins” takie jak kinazy asparaginiwe i pirogronianowe, transporter ABC, 

czy dehydrogenaza 3-fosforanu aldehydu glicerynowego. Białka te charakteryzują się pełnieniem 

więcej niż jednej funkcji w komórce (Górska et al., 2016). Lipoproteina bopA wyizolowana 

z B. bifidum MIMBb75 jest odpowiedzialna za wiązanie się bakterii do komórek nabłonkowych, 

indukuje również produkcję IL-6 i IL-8 oraz umożliwia adhezję bakterii do komórek nabłonkowych 

CaCo-2 (Gleinser et al., 2012; Guglielmetti et al., 2008). Co ciekawe wyniki innej grupy częściowo 

zaprzeczają by białko to brało udział w procesie przylegania bakterii do komórek, wskazując, że 

wykorzystanie przeciwciał anty-bopA nie wpływa na wiązanie się bakterii do komórek nabłonka 

CaCo-2 i HT-29 (Kainulainen et al., 2013). Za pomocą narzędzi bioinformatycznych 

zidentyfikowano również sekwencję aminokwasową podjednostki translokazy SecA w B. longum 

DJ10A (Uniprot ID: B3DR89), która indukowała w komórkach krwi obwodowej produkcję IL-6, 

IL-12p70 oraz IL-23 i tym samym, jak wskazują naukowcy, może wpływać na równowagę 

Th17/Th22. Samo białko znajduje się na powierzchni błony komórkowej, gdzie uczestniczy               

w przemieszczaniu się polipeptydów z wykorzystaniem ATP (Hidalgo-Cantabrana et al., 2017).  
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6 CEL PRACY 
 

Głównym celem pracy było określenie właściwości immunomodulujących szczepu 

Bifidobacterium longum spp. longum CCDM 7952 w terapii schorzeń o podłożu alergicznym. 

Cel realizowany był poprzez trzy cele cząstkowe: 

1. Określenie in vitro profilu cytokinowego jaki indukują wybrane szczepy Bifidobacterium 

z wykorzystaniem szeregu linii komórek immunologicznych i nabłonkowych oraz splenocytów 

uzyskanych od myszy uwrażliwionych na OVA. Równocześnie określenie wpływu termicznej 

inaktywacji bakterii na właściwości immunomodulujące oraz fizykochemiczne badanych szczepów 

bakteryjnych.  

2.  Określenie możliwości wykorzystania wybranego szczepu Bifidobacterium w leczeniu 

alergii wziewnej z wykorzystaniem mysiego modelu alergii wziewnej indukowanej OVA                     

z uwzględnieniem wpływu termicznej inaktywacji bakterii. 

3.  Określenie właściwości immunomodulaujących antygenów powierzchniowych wybranego 

szczepu Bifidobacterium, które mogą być odpowiedzialne za obserwowane właściwości 

biologiczne.  
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7 MATERIAŁY I METODY  

 SZCZEPY BAKTERYJNE I WARUNKI HODOWLI 
 

Osiem szczepów Bifidobacterium otrzymano z Czeskiej Kolekcji Mikroorganizmów 

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). Zostały one wyizolowane 

z kału zdrowych ludzi bądź noworodków karmionych mlekiem matki. Szczepy hodowano 

w płynnym podłożu MRS (Oxoid, Hampshire, UK) z dodatkiem 0,05% chlorowodorku L-cysteiny 

(MRSC, Merck Millipore, Massachusets, USA) w temperaturze 37 oC, w warunkach beztlenowych 

(80% N2, 10% CO2, 10% H2) 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 36MK, Labnet Iternational), 

a osad bakteryjny przemyto dwukrotnie sterylnym buforem fosforanowym (PBS, IITD PAN, PL). 

Liczbę komórek bakterii określano po 48-godzinnej hodowli w warunkach beztlenowych, poprzez 

policzenie powstałych kolonii na podłożu stałym MRSC wzbogaconym agarem (Oxoid, 

Hampshire, UK) (Daniela et al., 2011). Dodatkowo, liczba komórek bakterii została określona            

z wykorzystaniem QuantomTx Microbial Cell Counter (Logos Biosystems, Korea Południowa). 

Uzyskane stężenia bakterii zostały następnie przypisane do wartości gęstości optycznej (OD) 

mierzonej przy λ = 600 nm. 

Tabela 4 Szczepy Bifidobacterium uzyskane z Czeskiej Kolekcji Mikroorganizmów Mleczarskich. Bakterie 

hodowano w warunkach beztlenowych (80% N2, 10% CO2, 10% H2) w pożywce MRSC w temperaturze 37 oC 

przez 48 -72 godziny. 

NAZWA SYSTEMOWA SZCZEPU SKRÓT 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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 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 oC. Inaktywację prowadzono przez godzinę w łaźni wodnej 

(W115E, Laboplay, PL) w temperaturze 65 oC (Simpson et al., 2005). Po ostudzeniu do temperatury 

pokojowej, próbki przechowywano w temperaturze 4 oC. Skuteczność inaktywacji została 

sprawdzona poprzez 48-godzinną hodowlę bakterii na podłożu płynnym MRSC, a następnie 

wysianie ich na podłoże stałe MRSC-agar. 

 SKANINGOWA MIKROSKOPIA ELEKTRONOWA NISKONAPIĘCIOWA 
 

Badania z wykorzystaniem skaningowej mikroskopii elektronowej umożliwiają 

zobrazowanie warstwa po warstwie fragmentów powierzchni bakterii, co prowadzi do powstania 

dwuwymiarowego obrazu, który pozwala zaobserwować delikatne zewnątrzkomórkowe struktury 

nie uszkadzając komórek (Pollard et al., 2017). 

Żywe bakterie zostały pobrane z podłoża stałego MRSC-agar (patrz rozdział 7.1) przy użyciu 

silikonowego chipa o wymiarach 7 x 7 mm. Bakterie inaktywowane termicznie zawieszono w 1 ml 

PBS i umieszczono w probówce typu Eppendorf, w której zanurzono chip. W obu przypadkach, 

chip pozostawiono na 2 min, aby umożliwić bakteriom przyklejenie się do jego sylikonowej 

powierzchni. Następnie chipy przepłukano PBS o 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 przepłukano 5-krotnie 0,1 M 

buforem kakordylowym, za każdym razem prowadząc 30 min inkubację w 4 oC. Proces 

odwodnienia prowadzono poprzez serię godzinnych inkubacji w lodowym metanolu (POCH, PL) 

o następujących stężeniach 25, 40, 60, 80 i 100%. Chipy przemyto 100% metanolem i wysuszono 

z użyciem ciekłego CO2 w suszarce Leica CPD300 AUTO (Leica Microsystems, DE). Następnie 

bakterie na chipie zostały zobrazowane w skaningowym mikroskopie elektronowym 

niskonapięciowym (LV-SEM, Auriga 60, Carl Zeiss, DE) przy napięciu przyspieszającym 1,2 kV 

(Al-Wrafy et al., 2019). 

 POMIARY WIELKOŚCI I ŁADUNKU SZCZEPÓW BIFIDOBACTERIUM 
 

Żywe i termicznie inaktywowane szczepy Bifidobacterium przygotowano w stężeniu            

107 CFU/ml w objętości 300 μl PBS (opis hodowli i inaktywacji w rozdziałach 7.1 i 7.2). Próbki 

umieszczono w kuwecie pomiarowej (Folded Capillary Cell, DTS1070, Malvern Panalytical, UK), 

a następnie określono rozmiar komórki poprzez pomiar dynamicznego rozpraszania światła 

(Dynamic Light Scattering, DLS) oraz potencjał zeta poprzez elektroforetyczne pochłanianie 
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światła (Electrophoretic Light Scattering, ELS) z wykorzystaniem Zetasizer Nano ZS (Malvern 

Panalytical, UK). Pomiar DLS umożliwił określenie wielkości cząsteczki poprzez pomiar 

rozproszenia wiązki lasera padającego na tą cząsteczkę. Ponadto mierzy rozrzut wielkości 

pomiędzy badanymi cząsteczkami (Berne and Pecora, 2000). ELS umożliwił pomiar ładunku 

powierzchniowego cząsteczek poprzez działanie pola elektrycznego na komórki bakterii. Badanie 

prędkości ruchu komórek w polu elektrycznym określa się jako ruchliwość elektroforetyczną               

i przelicza na jednostki potencjału zeta (Ware and Flygare, 1972). Pomiary wykonano rozcieńczając 

próbkę do objętości 1,5 ml w wodzie ultraczystej. Każda próbka została zmierzona pięciokrotnie    

w temperaturze 25 oC przy napięciu regulowanym automatycznie przez oprogramowanie Zetasizer 

Nano software v3.30 (Malvern Panalytical, UK). Przyjęto współczynnik dyspersji RI równy 1,333 

oraz lepkość (Cp) równą 0,87.  

 WARUNKI HODOWLI UNIEŚMIERTELNIONYCH LINII KOMÓRKOWYCH 
 

W Tabeli 5 umieszczono spis linii komórkowych wykorzystanych w badaniach wraz 

z informacjami o ich pochodzeniu i użytej pożywce hodowlanej. 

 

Tabela 5 Linie komórkowe wykorzystane do oceny właściwości immunomodulujących żywych i termicznie 

inaktywowanych szczepów Bifidobacterium 

LINIA 

KOMÓRKOWA 
CHARAKTERYSTKIA LINII 

POŻYWKA 

HODOWLANA 

RAW 264.7 (ATCC 

TIB-71)  

Linia adherentnych makrofagów 

wyizolowana z mysiego guza 

indukowanego wirusem 

białaczki Ablesona 

RPMI 1640 (Gibco, USA) 

10% FBS (ThermoFisher 

Scientific, USA) 

100 U/ml penicylina, 100 µg/ml 

streptomycyna i 2 mM L-glutamina 

(1% PenStrepGlu, ThermoFisher 

Scientific, USA) 

JAWS II (ATCC 

CRL-11904) 

Linia adherentnych i nie 

adherentnych komórek 

dendrytycznych wyizolowanych 

ze szpiku kostnego myszy 

MEM- alpha (Gibco, USA)  

10% FBS  

1% PenStrepGlu 

 

TC-1 (ATCC CRL-

2785) 

Linia mysich adherentnych 

komórek nabłonka płucnego, a 

następnie unieśmiertelniona 

wirusem brodawczaka ludzkiego 

16 (HPV-16) E6/E7 i ko-

transformowana przy 

wykorzystaniu ludzkiego genu 

c-Ha-Ras 

DMEM (Gibco, USA)  

10% FBS  

1% PenStrepGlu 

 

iBMDM (Siednienko 

et al., 2010) 

Linia mysich adherentnych 

makrofagów wyizolowana z 

makrofagów pochodzących ze 

szpiku kostnego, a następnie 

unieśmiertelniona przy pomocy 

DMEM  

10% FBS 

1% PenStrepGlu 



56 
 

rekombinowanego retrowirusa 

J2 

MH-S (CRL-2019) Linia mysich adherentnych i nie 

adherentnych makrofagów 

pęcherzykowych 

wyizolowanych z popłuczyn 

oskrzelowo-pęcherzykowych 

myszy Balb/c i 

transformowanych przy pomocy 

małpiego wirusa 40 

RPMI 1640 

10% FBS  

1% PenStrepGlu 

0,05 mM β-merkaptoetanol (Sigma 

Aldrich, USA) 

RBL-2H2 (CRL-

2256, ATCC) 

Linia adherentnych szczurzych 

pochodzących z krwi 

obwodowej 

EMEM (Gibco, USA) 

15 % FBS 

1% PenStrepGlu 

HEK293-hTLR2 

(293-htlr2, 

InvitroGen) 

Linia ludzkich komórek 

embrionalnych nerki HEK293, 

do których stabilnie 

wprowadzono geny kodujące 

ludzkie receptory TLR2 wraz z 

genami reporterowymi IL-8 i 

NF-κB 

Pasaż 1 - 3 po wysianiu: 

DMEM 

10% FBS 

1% PenStrepGlu 

100 μg/ml normocyny (InvitroGen, 

USA) 

Pasaż 4 i wyższe: 

DMEM 

10% FBS 

1% PenStrepGlu 

100 μg/ml normocyny 

10 µg/ml blastycydyny 

(InvitroGen, USA) 

HEK293-hTLR4 

(293-htlr4a, 

InvitroGen) 

Linia ludzkich komórek 

embrionalnych nerki HEK293 

do których stabilnie 

wprowadzono geny kodujące 

ludzkie receptory TLR4 wraz z 

genami reporterowymi IL-8 i 

NF-κB 

Pasaż 1 - 3 po wysianiu: 

DMEM 

10% FBS 

1% PenStrepGlu 

100 μg/ml normocyny 

Pasaż 4 i wyższe: 

DMEM 

10% FBS 

1% PenStrepGlu 

100 μg/ml normocyny 

10 µg/ml blastycydyny 

HEK293-hNOD2 

(293-hnod2, 

InvitroGen) 

Linia ludzkich komórek 

embrionalnych nerki HEK293 

do których stabilnie 

wprowadzono geny kodujące 

ludzkie receptory NOD2 wraz z 

genami reporterowymi IL-8 i 

NF-κB 

Pasaż 1 - 3 po wysianiu: 

DMEM 

10% FBS 

1% PenStrepGlu 

100 μg/ml normocyny 

Pasaż 4 i wyższe: 

DMEM 

10% FBS 

1% PenStrepGlu 

100 μg/ml normocyny 

10 µg/ml blastycydyny 

 

Linie komórkowe hodowano w inkubatorze w temperaturze 37 oC, w obecności 5% CO2 

(Inkubator CO2 Binder BF170, Binder, Sigma Aldrich, USA). Pożywkę hodowlaną wymieniano co 

dwa lub trzy dni. Komórki pasażowano, gdy 70-80 % powierzchni naczynia hodowlanego było 

zajęte przez komórki (konfluencja). W pierwszej kolejności usuwano starą pożywkę, a następnie 
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do naczynia dodawano roztwór 0,25% trypsyny - EDTA o pH 7,2. Naczynie z komórkami 

umieszczano z powrotem w inkubatorze na 2-10 min w zależności od linii. Roztwór trypsyny               

i EDTA trawi białka znajdujące się na powierzchni komórki przez co dochodzi do oderwania się 

komórek od ścian naczynia. Zawiesinę komórek przenoszono do sterylnego falkonu z pożywką          

i wirowano przy 1200 rpm, przez 5 min. Osad komórkowy (pelet) rozpuszczano w świeżej pożywce 

do uzyskania pożądanej gęstości i ponownie umieszczano w naczyniu hodowlanym. W przypadku 

kultur nie adherenych komórki zbierano wraz z pożywką do próbówki typu falkon, zwirowano           

i ponownie wysiewano w świeżej pożywce przy odpowiedniej gęstości komórek.  

Linie ludzkich komórek embrionalnych nerki HEK293, do których stabilnie wprowadzono 

geny kodujące ludzkie receptory TLR2, TLR4 i NOD2 (InvivoGen, USA), hodowano zgodnie           

z zaleceniami producenta. Po rozmrożeniu komórki umieszczono w pożywce DMEM wzbogaconej 

glukozą z dodatkiem 10% FBS, 1% PenStrepGlu i 100 μg/ml normocyny (InvitroGen, USA). 

Po osiągnięciu przez komórki 70-80% konfluencji pożywkę usunięto, a komórki inkubowano                 

w ciepłym sterylnym PBSie przez 2-3 min w 37 oC. Tak uzyskaną zawiesinę komórek wirowano 

przy 1200 rpm przez 5 min. Po 3 pasażu do pożywki hodowlanej dodano 10 µg/ml blastycydyny 

(InvivoGen, USA). Badania przeprowadzone na tych liniach zostały wykonane pomiędzy trzecim, 

a dwudziestym pasażem zgodnie z instrukcją producenta.  

Komórki zliczano poprzez przygotowanie mieszaniny komórek z 0,4 % błękitem trypanu 

(Sigma Aldrich, USA) w stosunku 1:1 (v/v) i naniesieniu w objętości 10 µl na slajd. Ich liczbę 

określono przy wykorzystaniu licznika komórek TC20 (TC20 Automated Cell Counter, BioRad, 

USA). Uzyskane wartości przedstawiały liczbę komórek na ml oraz ich przeżywalność.  

7.5.1 Badanie właściwości immunomodulujących bifidobakterii w warunkach in vitro 

wykorzystując linie unieśmiertelnione  

 

Komórki linii opisanych w punkcie 7.5 w ilości 0,5 x 106 zawieszono w 150 μl pożywki 

hodowlanej, a następnie naniesiono na dołek 96-dołkowej płytki (Nunc MaxiSorp, Sigma Aldrich) 

i pozostawiono na 4-6 godzin w inkubatorze (37 oC, 5% CO2). Inkubacja ta umożliwia komórkom 

przyklejenie się do powierzchni płytki. W przypadku linii nie adherentnych, komórki pozostawiano 

na płytce przez 1 godzinę. Następnie do dołków dodawano 50 µl preparatów zawierających żywe 

bądź inaktywowane termicznie bakterie zawieszone w PBSie w ilości 0,5 x 107 CFU/dołek.               

W przypadku stymulacji antygenami, dodawano je w końcowym stężeniu równym 10 µg/ml dla 

LTA lub peptydoglikanu i 30 µg/ml dla polisacharydów. Stymulację prowadzono przez 18 godzin, 

a następnie płytki wirowano przy 1200 rpm przez 5 min. Płyn z nad hodowli umieszczono                   

w -40 oC do momentu wykonania testów immunoenzymatycznych typu ELISA (Invitrogen, 

Thermo Fisher). Uzyskane próbki przebadano na obecność cytokin szlaku Th1/Th2/Treg (IL-4,       

IL-5, IL-6,IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A, MCP-1, GM-CSF, interferon typu I, TNF-α i TGF-β) 
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postępując zgodnie z zaleceniami producenta. Eksperymenty zostały wykonane w conajmniej 

trzech powtórzeniach. 

Komórki linii HEK293 odklejano poprzez potraktowanie je 2-3 ml ciepłego PBSu przez          

5 min. Komórek nie wirowano ponieważ zgodnie z zaleceniami producenta ulegają wtedy adhezji 

tworząc trudne do rozdzielenia agregaty. Komórki w stężeniu 5 x 104 komórek/dołek naniesiono na 

96-dołkowe płytki w objętości 180 μl pożywki (DMEM, 10% FBS, 1 % PenStrepGlu, 100 μg/ml 

normocyny). Na płytce wcześniej umieszczono próbki (bakterie lub antygeny) w objętości 20 μl. 

MDP (100 ng/ml, dla NOD2, InvivoGen, USA), LPS-Ultrapure E. coli O111:B4 (100 ng/ml dla 

TLR4, Sigma Aldrich, USA), Pam3SCK (1 μg/ml dla TLR2, InvivoGen, USA) wykorzystano jako 

kontrolę pozytywną. Kontrolą negatywną był sterylny PBS. Na dołek naniesiono 20 µl                            

1 x 107 CFU/dołek preparatu bakteryjnego bądź antygenu w końcowym stężeniu: 10 µg/ml LTA 

lub peptydoglikanu i 30 µg/ml polisacharydów. Płytki inkubowano w 37 oC, 5% CO2 w przedziale 

od 6 do 16 godzin. Oznaczanie poziomu aktywacji receptorów wykonana dwoma metodami:            

1) Pożywkę hodowlaną z nad komórek zebrano, a następnie oznaczono poziom IL-8 wykonując 

test ELISA (Human IL-8/CXCL8 Quantikine ELISA Kit, R&D Systems, USA) zgodnie                       

z zaleceniami producenta. Absorbancje mierzono przy długości fali λ=450 nm (Biotek PowerWave 

HT, USA), albo 2) za pomocą komercyjnie dostępnego testu kolorymetrycznego HEK-Detection 

(InvivoGen, USA), w którym absorbancję mierzono przy długości fali λ= 630 nm. Eksperyment 

wykonano 3-krotnie. 

7.5.2 Badanie cytotoksyczności bakterii za pomocą testu SRB 

 

Cytotoksyczność bakterii zbadano poprzez wykonanie testu wykorzystującego barwnik 

sulforodaminę B (test SRB, Sigma Aldrich, USA) (Vichai and Kirtikara, 2006). Test ten opiera się 

na kolorymetrycznym oznaczeniu białek w żywych komórkach eukariotycznych. Linie 

makrofagową RAW 264.7 inkubowano z żywymi i termicznie inaktywowanymi szczepami bakterii 

tak jak opisano w punkcie 7.5.1. Po 18 godzinnej stymulacji na dołek zawierający 200 µl pożywki 

naniesiono 200 µl zimnego roztworu 20 % kwasu trifluorooctowego (Sigma Aldrich, USA)                  

i inkubowano przez 1 godzinę w 4 C. Płytkę przepłukano 3 razy 1% kwasem octowym, a następnie 

naniesiono 50 µl roztworu 0,04% SRB w 1% kwasie octowym (POCH, PL). Po 30 min inkubacji 

w temperaturze pokojowej płytkę przepłukano 3-krotnie 1% kwasem octowym i dokładnie 

osuszono na papierowym ręczniku. Barwnik uwolniono z komórek poprzez dodanie 100 µl 10 mM 

Tris pH=10,5 i wytrząsaniu przez 30 min (wytrząsarka do płytek mikrolitowych PSU-2T, Bionovo, 

PL). Wartość absorbancji zmierzono za pomocą spektrofotometru Biotek PowerWave HT przy 

długości fali λ= 610 nm. Eksperyment wykonano 2-krotnie.
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7.5.3 Badanie produkcji azotynów (NO2
-) przez linie komórkowe w odpowiedzi na 

bifidobakterie 

 

Powstawanie, a następnie uwalniane tlenku azotu przez komórki jest szybką reakcją 

immunologiczną w odpowiedzi na zmieniające się warunki środowiska. Cząsteczka ta jest bardzo 

niestabilna i w kontakcie z powietrzem szybko tworzy azotyny i dwutlenek azotu. Tlenek azotu        

w organizmie jest cząsteczką efektorową, która pełni wiele zróżnicowanych funkcji np. działa jako 

neuromodulator w ośrodkowym układzie nerwowym, czy wpływa na motorykę jelit (Bryan and 

Grisham, 2007). Test Griess (Promega GmbH, DE) jest jednym z dostępnych komercyjnie kitów 

badających poziomu azotynów w warunkach in vitro. Linie makrofagową RAW 264.7 inkubowano 

z żywymi i termicznie inaktywowanymi szczepami bakterii tak jak opisano w punkcie 7.5.1. 

Po 18 godzinnej stymulacji, płytki odwirowano przy 1200 rpm przez 5 min, zebrano 50 µl płynu 

z nad hodowli i umieszczono na płytce 96-dołkowej. Wykorzystując pożywkę hodowlaną 

przygotowano świeży standard 100 µM roztworu azotynów (NO2
-). Po nałożeniu krzywej 

standardowej oraz próbek, do dołków naniesiono 50 µl roztworu sulfanilamidu i inkubowano 

z wytrząsaniem przez 10 min w temperaturze pokojowej chroniąc przed światłem. Następnie 

dodano roztwór chlorowodorku N-1-naftyloetylenodiaminy (NED) w kwasie fosforanowym. 

Ponownie inkubowano 10 min. Absorbancję zmierzono przy długości fali λ = 530 nm. 

7.5.4 Badanie pochłaniania bakterii przez komórki nabłonka TC-1 

 

Na płytkę 24-dołkową naniesiono 0,2 x 106 komórek/dołek linii TC-1 w objętości 1 ml 

zawieszonych w pożywce bez antybiotyków (DMEM, 10% FBS). Komórki pozostawiono na płytce 

przez 5 godzin by umożliwić im przytwierdzenie do powierzchni naczynia. W tym czasie żywe 

bądź termicznie inaktywowane szczepy Bifidobacterium wybarwiono Syto9 (λ wzbudzenia = 486-

485 nm, λ emisji = 498-501 nm, ThermoFisher Scientific, USA) zgodnie z zaleceniami producenta. 

Do zawiesiny bakteryjnej zawierającej 1 x 108 komórek/ml dodano Syto9 tak by uzyskać stężenie 

końcowe 5 µM. Próbkę mieszano przez 1 min, a następnie inkubowano 30 min w temperaturze 

pokojowej. Barwnik Syto9 umożliwia wyznakowanie kwasów nukleinowych (RNA i DNA)              

w żywych jak i martwych bakteriach. Na dołek płytki 24-dołkowej naniesiono 0,2 x 107 CFU/ml 

bakterii i inkubowano przez noc w 37 oC. Płyn znad hodowli komórek TC-1 zebrano, a komórki 

przemyto 2-krotnie ciepłym PBSem. Komórki następnie zebrano za pomocą roztworu 0,25% 

trypsyny-EDTA o pH=7,2 zgodnie z procedurą opisaną w punkcie 7.5 i umieszczono w PBSie. 

Próbki analizowano za pomocą cytometru BD FACSCalibur (BD Biosciences, CA, USA) badając 

fluorescencję w kanale FL1/FITC (λ emisji = 530/30 nm) oraz wielkość (i powierzchnię komórek). 

Komórki niebarwione posłużyły do umiejscowienia bramki oznaczającej komórki, które nie 

pochłonęły bakterii. Analiza wyników została oparta o średnią intensywność fluorescencji (MFI) 

w stosunku do niebarwionej kontroli. Eksperyment powtórzono 3-krotnie. 
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7.5.5 Badanie przekazywania bakterii pomiędzy komórkami nabłonka TC-1, a komórkami 

dendrytycznymi JAWS II 

 

Początkowo prowadzono stymulację komórek TC-1 bifidobakteriami barwionymi Syto9TM 

tak jak opisano w punkcie 7.5.4, jednak po nocnej inkubacji i 2-krotnym płukaniu ciepłym PBSem 

na płytkę naniesiono komórki dendrytyczne JAWS II wybarwione barwnikiem PKH26 (Sigma 

Aldrich) w stężeniu 0,2 x 107 komórek/dołek w pożywce bez antybiotyków (MEM- alfa, 10% FBS). 

Komórki w kokulturze (1:1) inkubowano 4 godziny, następnie zebrano za pomocą roztworu 0,25% 

trypsyny-EDTA o pH 7,2 zgodnie z procedurą opisaną w punkcie 7.5 i zawieszono w PBSie. 

Czerwony fluorochrom PKH26 (λ wzbudzenia=551 nm, λ emisji=567 nm) wiąże się ze membraną 

żywych komórek eukariotycznych. Próbki analizowano za pomocą FACSCalibur w kanale FL2/PE 

(λ emisji=585/42) dla PKH26, FL1/FITC (λ emisj =530/30 nm) oraz pod względem wielkości            

(i powierzchni komórek). Komórki niebarwione posłużyły do umiejscowienia bramki oznaczającej 

komórki, które nie pochłonęły bakterii. Analiza wyników została oparta o średnią intensywność 

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

 STYMULACJA KOMÓREK PIERWOTNYCH IZOLOWANYCH Z MYSZY 

BALB/C 
 

Wszystkie badania na zwierzętach zostały zatwierdzone przez Komisję do Spraw Ochrony     

i Wykorzystania Zwierząt Doświadczalnych Instytutu Mikrobiologii Czeskiej Akademii Nauk            

i wykonane zgodnie z wydaną przez ten organ zgodą o numerze 91-2019. 

Komórki dendrytyczne szpiku kostnego (BMDC) zostały wyizolowane z kości udowych          

i piszczelowych naiwnych myszy Balb/c zgodnie z procedurą opisaną przez Matheu i współp. 

(Matheu et al., 2008) z jedną różnicą, która dotyczyła składu pożywki hodowlanej. Zawiesinę 

komórek o gęstości 4 x 106 komórek/ml hodowano na szalce Petriego w objętości 10 ml pożywki 

RPMI 1640 zawierającej 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 

świeżej pożywki, a w szóstym dniu delikatnie usunięto 10 ml pożywki i zastąpiono ją świeżą. 

Siódmego dnia hodowli komórki zebrano, zliczono i naniesiono w objętości 400 µl i stężeniu  

0,5 x 106 komórek/dołek na płytkę 48-dołkową. Dodano zawiesinę żywych i termicznie 

inaktywowanych bifidobakterii w objętości 100 µl i stężeniu 0,5 x 107 CFU/dołek lub antygenów 

powierzchniowych o stężeniach 10 µg/ml dla LTA lub peptydoglikanu i 30 µg/ml dla 

polisacharydów. Po 20 godzinach określono stężenie cytokin (IL-10 i IL-12p70, IL-6 i TNF-α) 

w nadsączach zebranych znad hodowli za pomocą testu ELISA Ready-Set-Go! (eBioscience, USA) 

zgodnie z instrukcją producenta. Eksperyment powtórzono 2-krotnie. 

Komórki immunologiczne śledziony (tzw. splenocyty) wyizolowano z samic myszy Balb/c 

uwrażliwionych na OVA. Myszy uczulono dwoma dawkami 10 μg OVA (frakcja V, Sigma Aldrich, 
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USA) zmieszanej z 200 μl 0,65 mg soli aluminium w PBS (Serva, DE), podawanych dootrzewnowo 

(i.p.) w dwutygodniowych odstępach. Siedem dni po drugiej immunizacji myszy uśmiercono 

poprzez przerwanie kręgów szyjnych. Śledziony zostały sterylnie usunięte i umieszczone                    

w zimnym PBSie. Po przepuszczeniu komórek przez sito o porach 70 μm, komórki umieszczono 

w pożywce RPMI 1640 z 10% FBS, 1% PenStrepGlu i 10 mM HEPES (Gibco, USA). Splenocyty 

w objętości 150 µl i stężeniu 5 x 106 komórek/dołek umieszczono na płytce 96-dołkowej,                       

a następnie re-stymulowano 500 mg/ml OVA (Worthington, USA) podanej w objętości 50 µl oraz 

żywymi lub termicznie inaktywowanymi bifidobakteriami w objętości 50 µl i stężeniu                            

5 x 107 CFU/dołek. Kontrolą pozytywną odpowiedzi cytokinowej na re-stymulację OVA były 

komórki stymulowane tylko OVA i PBS. Z kolei za negatywną kontrolę posłużyły niestymulowane 

komórki (podano tylko PBS). Inkubację prowadzono przez 72 godziny w 37 oC. Płytki zwirowano 

przy 1200 rpm przez 5 min, a w nadsączach znad hodowli komórkowej oznaczono cytokiny IL-4, 

IL-5, IL-13, IFN-γ i IL-10 (Multiplex Mouse Cytokine/Chemokine, Millipore, Sigma Aldrich, 

USA) z wykorzystaniem Bio-Plex 200 System (Bio-Rad, USA). Eksperyment został powtórzony 

3-krotnie. 

Izolację naiwnych splenocytów wykonano tak jak opisano powyżej jednak do stymulacji 

wykorzystano termicznie inaktywowany Bl 7952 o stężeniu 5 x 107 CFU/dołek oraz jego antygeny 

w następujących stężeniach: 10 µg/ml LTA i peptydoglikanu i 30 µg/ml polisacharydów. 

Po 72-godzinnej hodowli oznaczono stężenie cytokin IL-6, IFN-γ i IL-10 za pomocą systemu 

Bio-Plex 200 (Bio-Rad, USA) z wykorzystaniem kitu Millipore Map Mouse Cytokine/Chemikone 

Panel (Sigma Aldrich, USA). Eksperyment został powtórzony 3-krotnie. 
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 MODEL IN VIVO MYSIEGO MODELU UWRAŻLIWIENIA NA OWOALBUMINĘ 
 

Samice myszy Balb/c w wieku 6 - 8 tygodni hodowano w klatkach typu IVC (Tecniplast, IT) 

z 12:12 godzinnym cyklem światło/ciemność, swobodnym dostępem do wody i sterylnej diety 

(Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG, Lage, DE). Doświadczenia (Rycina 7) zostały 

zatwierdzone przez Komisję do Spraw Ochrony i Wykorzystania Zwierząt Doświadczalnych 

Instytutu Mikrobiologii Czeskiej Akademii Nauk i wykonane zgodnie ze zgodą o numerze 91-2019. 

Myszy podzielono na trzy grupy (6 - 8 myszy w grupie):  

I grupa to myszy, które otrzymały PBS i zostały uwrażliwione na OVA; 

II grupa to myszy, które otrzymały żywe bakterie Bl 7952 (UN Bl 7952) i zostały uwrażliwione na 

OVA; 

III grupa to myszy, które otrzymały termicznie inaktywowane bakterie Bl 7952 (HT Bl 7952)               

i zostały uwrażliwione na OVA. 

 

 

 

Rycina 7 Schemat eksperymentu – mysi model alergii wziewnej indukowanej owoalbuminą (OVA). 6-8-

tygodniowe samice myszy Balb/c (n = 6-8) były dootrzewnowo immunizowane 10 µg OVA + soli aluminium 

(Alum) w dniu 1 i 14 eksperymentu, dawkę przypominającą 15 µg OVA + soli aluminium podano w dniu 21. 

Siedem dni po trzeciej immunizacji rozpoczęto ekspozycję myszy na 100 µg OVA przez 4 kolejne dni. Żywe 

(UN Bl 7952) bądź poddane obróbce termicznej (HT Bl 7952) bifidobakterie w dawce 1x107 CFU/30 μl lub 

PBS podawano donosowo 4 godziny przed podaniem OVA. Myszy uśmiercono w 32 dniu eksperymentu 

(BioRender.com). 

Myszom podano dootrzewnowo (i.p.) 10 μg OVA (frakcja V, SigmaAldrich,USA) i 0,65 

mg soli aluminium rozpuszczonych w 200 μl PBS w dniu 1 i 14 eksperymentu. W 21 dniu 

eksperymentu myszom podano 15 μg OVA i 0,65 mg soli aluminium w PBS (200 μl). Siedem dni 

po ostatniej immunizacji myszy znieczulono 1,5% izofluranem (przepływ 0,5 litra/min) i podano 

donosowo (i.n.) 107 CFU żywych lub termicznie inaktywowanych bakterii Bl 7952 w 30 μl PBS. 

Grupie kontrolnej podawano tylko PBS. Cztery godziny później myszy ponownie znieczulono 
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1,5% izofluranem i podano 100 μg OVA w PBS w objętości 30 μl. Myszy uśmiercono poprzez 

przerwanie kręgów szyjnych. Zebrano krew obwodową, śledzionę oraz płyn przestrzeni 

oskrzelowo-pęcherzykowych (BALF) i płuca. Krew pozostawiono na lodzie przez godzinę do 

czasu powstania skrzepu, a następnie zwirowano (10 000 rpm, 10 min, 4 oC). Uzyskaną surowicę 

krwi obwodowej przeniesiono do świeżej probówki typu Ependorff i umieszczono w -40 oC. BALF 

uzyskano poprzez kaniulację odsłoniętej tchawicy i delikatne przepłukanie płuc dwoma 

objętościami 0,5 ml sterylnej soli fizjologicznej buforowanej fosforanem Dulbecco (D-PBS, Gibco, 

USA). Popłuczyny następnie odwirowano (1000 rpm, 7 min, w 4 oC). Zebrany płyn znad osadu 

umieszczono w -40 oC. Osad komórkowy z kolei rozpuszczono w 200 μl RPMI 1640 i zliczono ich 

całkowitą ilość. Komórki w ilości 1 x 105 w 100 µl odwirowano w wirówce Cytospin 

(ThermoFisher Scientific, USA) przy 1000 rpm, przez 15 min, w 4 oC na szkiełku mikroskopowym, 

utrwalono metanolem i wybarwiono zestawem Dip-Quick-strain zgodnie z zaleceniami producenta 

(ThermoFisher Scientific, USA). Obserwacji dokonano w mikroskopie świetlnym 

przy powiększeniu 40x. Charakterystykę komórek oparto na standardowych kryteriach 

morfologicznych (Sarate et al., 2021). Doświadczenie wykonano 2-krotnie. 

7.7.1 Ocena poziomu cytokin produkowanych przez komórki śledziony stymulowane 

OVA  

 

Splenocyty wyizolowano zgodnie z procedurą opisaną w rozdziale 7.6. Na dołek 

96-dołkowej płytki nanoszono 5 x 106 komórek w objętości 200 μl pożywki RPMI 1640  

z 10% FBS i 1% PenStrepGlu, a następnie re-stymulowano przy wykorzystaniu 500 μg/ml OVA 

lub pozostawiono bez stymulacji. Po 72 godzinach hodowli w 37 oC, 5% CO2 zebrano nadsącz znad 

hodowli komórkowej i oznaczono poziom wybranych cytokin szlaków Th1/Th2 tj. IL-4, IL-5, 

IL10, IL-13 i IL-17A (Multiplex Mouse Cytokine/Chemokine (Millipore, Sigma Aldrich, USA) za 

pomocą Bio-Plex 200 System (Bio-Rad, USA). Poziom IFN-γ został oznaczony za pomocą testu 

ELISA (R&D Duo set System, USA) zgodnie z zaleceniami producenta. 

7.7.2 Analiza płynu oskrzelowo-pęcherzykowego 

 

Płyn oskrzelowo- pęcherzykowy przebadano na obecność cytokin IL-4, IL-5, IL-13, IL-10, 

IFN-γ i IL-17A (Mouse Cytokine/Chemikine Multiplex Immunoassay (Millipore, Sigma Aldrich, 

USA) zgodnie z zaleceniami producenta.  

7.7.3 Ocena histopatologiczna płuc 

 

Mniejszy płat płucny utrwalono w 4% paraformaldehydzie (Sigma Aldrich, USA) przez 24 

godziny, a następnie w 80% etanolu (POCH, PL) przez kolejne 24 godziny. Po zatopieniu w bloku 

parafinowym tkankę pocięto na 5 μm skrawki za pomocą mikrotomu rotacyjnego (Leica HistoCore 

BIOCUT, Leica Biosystems, USA). Szkiełka ze skrawkami barwiono metodą Schiffa kwasem 
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nadjodowym (metoda PAS), umożliwiającym wykrycie obecnego w komórkach glikogenu. Ocenę 

zmian histopatologicznych wykonano w mikroskopie świetlnym przy powiększeniu 40x 

(Drinić et al., 2017). Ocenie poddano: a) stopień zapalenia przestrzeni okołonaczyniowych 

i okołooskrzelowych (stopień: 0= brak zmian, 1= mała liczba komórek, 2= umiarkowana liczba 

nacieków komórkowych, 3= duża liczba komórek), b) obecność leukocytów w przestrzeniach 

pęcherzykowych (0= brak komórek, 1= 2 - 4 komórek, 2= 4 - 10 komórek, 3= więcej niż 

10 komórek) oraz c) liczbę komórek PAS-pozytywnych na 50 zliczonych komórek nabłonka 

oskrzelowo-pęcherzykowego (0= brak komórek, 1= mniej niż 12 komórek, 2= 12 - 25 komórek, 

3= więcej niż 25 komórek). Wyniki histopatologiczne wyrażono jako sumę pojedynczych wyników 

podzieloną przez 3. Zaszyfrowane skrawki zostały ocenione przez dwóch niezależnych ekspertów. 

7.7.4 Analiza poziomu przeciwciał w surowicy krwi obwodowej oraz BALF 

 

Poziom przeciwciał specyficznych względem OVA w surowicy krwi obwodowej i BALF 

(izolacja w rozdziałe Materiały i Metody 7.7) określono przy pomocy testu ELISA zgodnie 

z procedurą opisaną przez Milani i współp. (Milani et al., 2017b). Płytkę 96-dołkową (Nunc 

MaxiSorp, Sigma Aldrich, USA) pokryto 100 μl OVA (5 μg/ml) w PBSie i inkubowano przez noc 

w temperaturze 4 oC. Płytkę przepłukano PBSem z 0,05% Tween 20 (Sigma Aldrich, USA) 

i blokowano w 1% BSA w PBSie (ThermoFisher Scientific, USA) przez godzinę w temperaturze 

pokojowej. Próbki surowicy rozcieńczano 1:10 000 dla oznaczenia przeciwciał IgG1, 1:100 dla 

przeciwciał IgG2a i 1:10 dla przeciwciał IgA. Dla oznaczenia przeciwciał w BALF wykonano 

rozcieńczenia 1:10 dla przeciwciał IgG1, a do pozostałych wykorzystano nierozcieńczone próbki. 

Po 2 godzinnej inkubacji płytkę przepłukano i naniesiono szczurze przeciwciała anty-mysie IgG1, 

IgG2a, IgA (Pharmingen, BD Biosciences, USA) w rozcieńczeniu 1:500. Następnie naniesiono 

mysie anty-szczurze przeciwciało IgG sprzężone z peroksydazą chrzanową (HRP) w stężeniu 

1:2000 (Jacksion Immuno Labs, USA). Poziomy przeciwciał zmierzono poprzez badanie λ=405 

nm z wykorzystaniem Infinite M200 (Tecan, CH). 

Całkowitą ilość przeciwciał IgA w surowicy i BALF określono testem ELISA firmy Bethyl 

(Mouse IgA ELISA Quantitation Set, USA) wykonanym zgodnie z instrukcją producenta. Płytkę 

96-dołkową opłaszczono przeciwciałem IgA (100 μl/dołek) w rozcieńczeniu 1:100 w 0,05 M 

buforze węglanowym o pH 9,6 i inkubowano w temperaturze pokojowej przez godzinę. Następnie 

przemyto płytkę 5-krotnie 0,05% Tween 20 w PBSie i blokowano 200 μl 1% BSA w PBSie. Po 

30 min płytkę ponownie przepłukano 5-krotnie i naniesiono 100 μl krzywej standardowej lub 

próbki. Po godzinnej inkubacji w temperaturze pokojowej płytkę przepłukano 5-krotnie 

i naniesiono 100 μl przeciwciała z HRP (rozcieńczenie 1: 30 000, Bethyl, USA). Po godzinnej 

inkubacji w temperaturze pokojowej, płytkę przepłukano 5-krotnie i naniesiono 100 μl roztworu 

3,3',5,5'- tetrametylobenzydynowym (TMB, BD Bioscience, USA). Płytkę inkubowano 15 min 

w ciemnym miejscu, a reakcję zatrzymano poprzez dodanie 100 μl 2 M kwasu siarkowego VI 
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(H2SO4, POCH, PL). Wyniki odczytano za pomocą spektrofotometru Biotek PowerWave HT przy 

długości fali λ=450 nm. 

Poziom przeciwciał IgE specyficznych względem OVA w surowicy krwi obwodowej 

i BALF oznaczono ilościowo poprzez badanie degranulacji szczurzych białaczkowych komórek 

bazofilowych (RBL-2H3) (Górska et al., 2017). Komórki RBL-2H3 naniesiono na dołek w ilości 

4 x 104 i uwrażliwiono biernie poprzez inkubację z surowicą w stężeniu 1:810 lub płynem BALF 

w stężeniu 1:20 przez 2 godziny w temperaturze 37 oC. Następnie komórki przemyto PBSem 

i dodano 250 µl 0,6 µg/ml OVA. Komórki inkubowano kolejne 30 min w temperaturze 37 oC. Płyn 

znad hodowli zebrano, a następnie inkubowano z 4-metyloumbelliferylo-N-acetylo-β-D-

glukozaminidem (Sigma Aldrich, USA), związku fluorescencyjnego, który pozwolił na oznaczenie 

poziomu β-heksozoaminidazy. Pomiar fluorescencji wykonano poprzez wzbudzenie fali przy 

λ=360 nm i odczytanie wyniku przy λ=465 nm z wykorzystaniem Infinite M200 (Tecan Group Ltd, 

CH). Wyniki odniesiono do próbki referencyjnej, w której zamiast surowicy czy BALF dodano 

1% Triton X-100 (Sigma Aldrich, USA). Związek ten indukuje uwolnienie wszystkich granuli 

zamkniętych w komórkach RBL-2H3. Wartość ta została określona jako 100% uwolnienia                  

β-heksozoaminidazy.  

Test ELISA z wykorzystaniem całych komórek bakteryjnych wykonano na 96-dołkowej 

płytce (Nunc MaxiSorp, USA) (Koba et al., 2016), na którą naniesiono 100 μl zwierających 25 μg 

żywych bądź termicznie inaktywowanych bifidobakterii w PBSie. Płytkę natychmiast odwirowano 

przy 1200 rpm przez 10 min. Usunięto 80 μl PBSu, a na dołki naniesiono 100 µl 

0,1% glutaraldehydu (Sigma Aldrich, USA) i inkubowano przez 30 min w temperaturze pokojowej. 

Pipetą zebrano 100 µl mieszaniny, a następnie płytkę blokowano 0,1% BSA w PBSie z 0,1 M 

gliceryną (POCH, PL) przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Płytkę przemyto 0,05% 

Tweenem 20 w PBSie (Sigma Aldrich, USA), a później inkubowano 0,25% BSA w PBSie 

z dodatkiem chlorku magnezu (POCH, PL) przez noc w temperaturze 4 oC. Po wypłukaniu PBSu, 

na płytkę naniesiono próbki BALF w rozcieńczeniu 1:1 lub surowicy w rozcieńczeniu 1:10 

i inkubowano 3 godziny w temperaturze pokojowej. By wykryć IgA swoiste dla bakterii 

wykorzystano przeciwciała IgA sprzężonych z HRP w rozcieńczeniu 1:10 000 (Bethyl, USA). Po 

godzinnej inkubacji w temperaturze pokojowej płytkę przepłukano 5-krotnie i naniesiono 100 μl 

roztworu TMB. Po 30 min inkubacji w ciemnym miejscu reakcję zatrzymano 100 μl 2M H2SO4. 

Wyniki odczytano z wykorzystaniem spektrofotometru Biotek PowerWave HT przy długości fali 

λ=450 nm. 
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 IZOLACJA ANTYGENÓW POWIERZCHNIOWYCH 

7.8.1 Peptydoglikan 

 

Izolacja peptydoglikanu (PGN) została wykonana według protokołu Chateau i współp. 

(Chateau et al., 2019). 1 g suchej masy bakteryjnej rozpuszczono w 100 ml 25 mM buforu 

fosforanowego (2,973 g/L NaH2PO4 x H2O + 0,926 g/L Na2HPO4 x 7 H2O, POCH, PL) w wysokiej 

kolbie stożkowej. Umieszczono na mieszadle magnetycznym ustawionym na szybkość 

300 obr/min. Następnie dodawano kroplami 100 ml wrzącego 8% dodecylosiarczan sodu (SDS, 

Sigma Aldrich, USA). Całość schłodzono do temperatury pokojowej i zwirowano na ultrawirówce 

Sorvall WV+ (45 000 x g, 30 min, 15 oC, ThermoFisher Scientific, USA). Osad poddano ponownej 

ekstrakcji w warunkach opisanych powyżej. Po zwirowaniu na ultrawirówce (45 000 x g, 30 min, 

15 oC) osad przepłukano 6-krotnie 25 mM buforem fosforanowym, w celu pozbycia się SDSu, 

a następnie zliofilizowano do dalszego oczyszczania.  

7.8.1.1 Oczyszczanie peptydoglikanu 

 

2 g PGN zawieszono w 1 ml 25 mM buforu fosforanowego, a następnie dodano 210 μg/ml 

DNAzę (Sigma Aldrich, USA), 210 μg/ml RNAzę (Sigma Aldrich, USA) i 10 mM chlorku 

magnezu (MgCl2, POCH, PL) (Chateau et al., 2019). Inkubowano przez 6-8 godzin na wytrząsarce 

(Eppendorf Thermomixer Compact, USA) w temperaturze 37 oC. Dodano α-amylazy (Sigma 

Aldrich, USA) w stężeniu końcowym 100 μg/ml i inkubowano kolejną godzinę. Po dodaniu 

proteazy (Sigma Aldrich, USA) w stężeniu końcowym 447 μg/ml i całonocnej inkubacji w 37 oC 

wszystkie enzymy inaktywowano poprzez 2 godzinną inkubację w temperaturze 60 oC. 

Peptydoglikan zwirowano przy 48 000 x g, 20 min, 15 oC, osad rozpuszczono w 48% kwasie 

fluorowodorowym (Sigma Aldrich, USA) i inkubowano 24 godziny w temperaturze pokojowej. 

Zawiesinę dializowano w woreczkach dializacyjnych o masie cząsteczkowej odcięcia 2 kDa (Slide-

a-Lyzer, VWR, PL) przez 24 godziny zmieniając wodę co najmniej 3-krotnie. Liofilizowany 

peptydoglikan następnie zawieszono w 50 mM MES o pH 6,0 (Sigma Aldrich, USA). Do zawiesiny 

dodano lizozymu o stężeniu 2mg/ml (Sigma Aldrich, USA), 100 U/ml mutanolizyny (Sigma 

Aldrich, USA) i 10 mM MgCl2, a następnie inkubowano przez noc w 37 oC na kołysce. 

Po inaktywacji w 100 oC przez 10 min peptydoglikan zliofilizowano do dalszych badań. Frakcje 

rozdzielono na rozpuszczalną i nierozpuszczalną poprzez rozpuszczenie 1 mg PGN w ultaczystej 

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

7.8.2 Kwasy lipotejchojowe 

 

Izolacja kwasów lipotejchojowych (LTA) została wykonana zgodnie z protokołem Moratha 

i współp. (2001). Rozpuszczono 4 g bakteryjnej masy w 30 ml ultraczystej wody i sonikowano 

10 min (Sonikator VCX500, Labo Plus, PL). Następnie dodano 30 ml n-butanolu i inkubowano na 
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wytrząsarce (Multitron Standard Infors HT, Agema-Lab S.C., PL) przez 30 min w temperaturze 

pokojowej. Wirowano przy 11 000 rpm, 20 min, 4 oC (Hermle Centrifuge Z 36MK, Labnet 

International, PL). Mieszaninę zebraną znad osadu pozostawiono do momentu rozdziału na dwie 

fazy, tak by następnie zebrać tylko fazę wodną zawierającą LTA. Próbka została następnie 

zliofilizowana.  

7.8.2.1 Oczyszczanie LTA 

 

LTA oczyszczano na kolumnie o wymiarach 16 x 400 mm (XK 16/40, VWR, PL) 

wypełnionej 120 ml złoża 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 

zwierające LTA zidentyfikowano na podstawie testu DuBois (rozdział Materiały i Metody 7.8..2.2). 

Wybrane frakcje zawierające reszty cukrowe połączono i zliofilizowano.  

7.8.2.2 Kolorymetryczny pomiar reszt cukrowych metodą DuBois 

 

Zawartość reszt cukrowych w kwasach lipotejchojowych i polisacharydach monitorowano 

metodą DuBois (DuBois et al., 1956). Na płytkę 96-dołkową naniesiono 30 μl frakcji, następnie 

dodano 30 μl 5% fenolu (POCH, PL) i 150 μl stężonego H2SO4. Po 30 min inkubacji płytkę 

odczytano w spektrofotometrze Biotek PowerWave HT przy długości fali λ=490 nm. 

7.8.3 Polisacharydy 

 

Izolację polisacharydów (PS) wykonano zgodnie z protokołem opisanym przez Górską 

i współp. (Górska et al., 2017). Zawieszono 10 g masy bakteryjnej w 50 ml wodzie ultraczystej 

i sonikowano w łaźni ultradźwiękowej P-line (ThermoFisher Scientific, USA) przez 5-10 min. Do 

zawiesiny dodano 10 ml 60% kwasu trichlorooctowego (Sigma Aldrich, USA) i inkubowano na 

wytrząsarce w temperaturze pokojowej przez 2,5 godziny. Następnie zawiesinę zwirowano przy 

13 000 rpm przez 20 min w 4oC (Hermle Centrifuge Z 36MK, PL). Mieszaninę znad osadu zebrano, 

a sam osad wykorzystano do powtórnej ekstrakcji. Do połączonego wodnego roztworu z obu 

izolacji dodano 5 objętości zimnego etanolu (POCH, PL) i inkubowano przez noc w -20 oC. 

Następnego dnia zawiesinę zwirowano przy 13 000 rpm przez 50 min w temperaturze 4 oC. Osad 

rozpuszczono w niewielkiej ilości wody ultraczystej i pozostawiono do ogrzania w temperaturze 

pokojowej. Zawiesinę dializowano przez 24 godziny w woreczkach dializacyjnych o masie 

cząsteczkowej odcięcia 2 kDa (Slide-a-Lyzer, VWR, PL), zamrożono w -20 oC i następnie 

zliofilizowano. 
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7.8.3.1 Oczyszczenie polisacharydów 

 

PS rozpuszczono w 50 mM Tris-HCl o pH 7,5 zawierającym DNAzę i RNAzę (Sigma 

Aldrich, USA) o końcowych stężeniach 210 μg/ml oraz 10mM MgCl2 (POCH, PL). Zawiesinę 

inkubowano przez 6 godzin w 37 oC, po czym dodano proteazę ze Streptomyces griseus (Sigma 

Aldrich, USA) o stężeniu końcowym 447 μg/ml i pozostawiono na noc w 37 oC. Zamrożono 

w - 20 oC i zlioflizowano. Polisacharydy oczyszczono z wykorzystaniem chromatografii 

jonowymiennej, na złożu 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-HCl o pH 8,2 (POCH, 

PL). Do dalszych etapów oczyszczania wybrano tylko te frakcje, w których zidentyfikowano reszty 

cukrowe metodą DuBois (rozdział Materiały i Metody 7.8.2.2). Wybrane frakcje połączono 

i zliofilizowano. Następnie przeprowadzono rozdział z wykorzystaniem chromatografii 

kolumnowej. Do tego celu wykorzystano kolumnę o objętości 200 ml i wymiarach 16 x 400mm 

(XK16/40, VWR, PL) zawierającą złoże Toyopearl HW-55S (Tosoh Bioscience GmbH, DE). 

Eluentem był 0,1 M octan sodu (POCH, PL). Frakcje przebadano na obecność reszt cukrowych 

(metoda DuBois, Materiały i Metody 7.8.2.2), następnie wybrane frakcje połączono, dializowano 

w woreczkach dializacyjnych o masie cząsteczkowej odcięcia 2 kDa przez 24 godziny 

i zliofilizowano. 

 SPEKTROSKOPIA JĄDROWEGO REZONANSU MAGNETYCZNEGO (NMR) 
 

Identyfikację polisacharydów i kwasów lipotejchojowych wykonano za pomocą 

spektroskopii NMR. 4 mg badanego związku rozpuszczono w 160 µl D2O (99,96 %, Sigma 

Aldrich, USA). Pomiary wykonano w probówkach o średnicy 3 lub 5 mm. Do tego celu 

wykorzystano NMR Avance III 600 MHZ (Bruker Biospin, CH) wyposażonego w kriosonde 

CryoQCI 5 mm. Przesunięcia chemiczne wyznaczono na podstawie eksperymentów 

jednowymiarowych 1H przeprowadzonych w temperaturze pokojowej (298K). Analizę wyników 

wykonano przy wykorzystaniu oprogramowania TopSpin 4.0.7 (Bruker BioSpin, CH). 
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 ANALIZA STATYSTYCZNA 
 

Zaprezentowane wyniki zostały przedstawione jako średnia z błędem standardowym średniej 

(± SEM). Wyniki uzyskane podczas eksperymentów zostały przeanalizowane w programie 

GraphPad Prism 8 i 9. W badaniach in vitro w których do stymulacji wykorzystywano 8 szczepów 

nietraktowanych i termicznie inaktywowanych bakterii wykorzystano testy: t-studenta i Two-way 

ANOVA z porównaniem Dunetta. ∗∗∗∗p < 0.0001, ∗∗∗p < 0.001, ∗∗p< 0.01, ∗p < 0.05; ns, bez 

statystycznego znaczenia. W przypadku badań in vivo nad szczepem Bl 7952 oraz w badaniach 

antygenów powierzchniowych zastosowano test One-way ANOVA z porównaniem Dunetta, 

a wyniki istotne statystycznie ze względu na zbyt dużą ilość danych oznaczono >#  
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8 WYNIKI 

 CHARAKTERYSTYKA WŁAŚCIWOŚCI FIZYKOCHEMICZNYCH SZCZEPÓW 

BIFIDOBACTERIUM  
 

W celu oceny różnic morfologicznych między szczepami Bifidobacterium oraz tych 

wynikających z inaktywacji termicznej, wykonano zdjęcia za pomocą skaningowego mikroskopu 

elektronowego. Przykładowe obrazy zostały zamieszczone na Rycinie 8. Wszystkie przebadane 

żywe bakterie posiadają gładką powierzchnią komórki i wykazują polimorfizm z przewagą 

komórek o kształcie pałeczek i maczug. Tylko kilka pojedynczych komórek przyjmowało kształt 

„bifid”. Godzinna inaktywacja w temperaturze 65 oC prowadziła do niewielkich zmian 

morfologicznych na powierzchni komórek bakteryjnych, która stała się bardziej nieregularna 

i porowata (Rycina 8). Nie zaobserwowano jednak by komórki uległy zniszczeniu, ponieważ nie 

znaleziono fragmentów uszkodzonej ściany komórkowej. 

 

Rycina 8 Inaktywacja termiczna w temperaturze 65 oC zmienia strukturę powierzchni bifidobakterii. 

Obrazy LV-SEM (A) żywych i (B) termicznie inaktywowanych komórek Bl 7952 oraz (C) żywych i (D) 

termicznie inaktywowanych komórek Bad 373, (E) żywych i (F) termicznie inaktywowanych komórek Bad 

370. Skala (1 μm) dotyczy wszystkich prezentowanych obrazów. 
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Badanie wielkości komórek za pomocą DLS wykazało, że wszystkie analizowane żywe 

szczepy mieszczą się w przedziale wielkości od 2 do 4 μm. Najmniejszy rozmiar komórek 

zaobserwowano w przypadku szczepu Bl 7952, który to miał tylko 2,417 μm (SEM ± 0,124), 

a największy dla Ban 366 mający 4,034 μm (SEM ± 0,102) (Rycina 9). 
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Rycina 9 Różnice fizykochemiczne między żywymi i termicznie inaktywowanymi bifidobakteriami. Pomiary 

wielkości (µm) i potencjału zeta (mV) nietraktowanych (niebieskie słupki) i poddanych inaktywacji termicznej 

(pomarańczowe słupki) szczepów bifidobakterii wykonanych przy użyciu Zetasizer Nano ZS. Dane 

przedstawiono jako średnią ± SEM z 5 pomiarów; różnice statystyczne analizowano za pomocą testu 

t-Studenta między żywymi a termicznie inaktywowanymi, * różnica istotna statystycznie p<0,05. 

Uzyskane parametry są typowe dla bakterii z gatunku Bifidobacterium, które z danych 

literaturowych mają rozmiar komórki mieszczący się w przedziale od 0,5 do 8 μm (Bergey et al., 

2012). Wyniki pomiarów DLS dla inaktywowanych bakterii wskazały na istotny wpływ termicznej 

obróbki na rozmiar bakterii. Dla większości badanych szczepów obserwowano zmniejszenie 

rozmiarów komórek po termicznej inaktywacji. Przykładem jest tu Bl 7952, którego rozmiar 

komórki zmniejszył się do 1,602 μm (SEM ± 0,070). Co ciekawe, szczep Bad 373 jako jedyny 

znacząco zwiększył rozmiar komórek po inaktywacji termicznej. Z kolei badania zmiany potencjału 

zeta uzyskane za pomocą ELS wskazały na wysokie zróżnicowanie wartości ładunku komórek 

w zależności od szczepu. Najniższy ładunek komórkowy posiadały Bad 373 (-34,0 ± 0,503), 

Bad 368 (-31,86 ± 0,168) i Bl 7952 (-31,24 ± 0,435), a najwyższy Ban 366 (-18,88 ± 0,258) 

i Bl 372 (-16,24 ± 0,277). Termiczna inaktywacja, tylko w przypadku czterech szczepów 

prowadziła do znaczącej statystycznie zmiany ładunku komórki. U szczepów Bin 369, Bad 373, 

Bad 368, Ban 366 doszło do wzrostu ładunku na powierzchni komórek. Nie wykazano jednak by 

zachodziła jakakolwiek korelacja między zmianami potencjału zeta, a wielkością komórki 

(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 określono CFU szczepów, a wyniki 
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zamieszczono w Tabeli 6. U wszystkich szczepów bakterii obserwowano spadek przeżywalności 

bifidobakterii po 48 godzinach za wyjątkiem szczepu Ban 218. Największy spadek ilości bakterii 

zdolnych do dalszego podziału zaobserwowano dla szczepu Bad 373. Spadek przeżywalności 

postępował wraz z wydłużaniem czasu inkubacji w PBSie. Po 72 godzinach największy spadek 

zaobserowano dla szczepu Bin 369, gdzie ilość bakterii spadła do 103 CFU/ml oraz Bl 372, których 

liczba sięgała 104 CFU/ml. 

 

Tabela 6 Określenie przeżywalności bifidobakterii w PBS po 48 i 72 godzinnej inkubacji 

Szczep 
Wyjściowa wartość 

CFU [komórek/ml] 

Przeżywalność bakterii w PBS wyrażona w CFU 

po 48 godzinach po 72 godzinach 

Bl 372 15,147 x 108 1,6 x 108 1,66 x 104 

Bl 7952 7,463 x 108 0,87 x 108 9,58 x 105 

Ban 366 36,73 x 108 0,97 x 108 6,38 x 107 

Ban 218 3,66 x 108 3,59 x 109 4,65 x 108 

Bad 368 3,41 x 108 3,9 x 108 9,95 x 106 

Bad 370 5,228 x 108 1,2 x 108 7,36 x 107 

Bad 373 16,94 x 108 1,1 x 107 5,09 x 105 

Bin 369 46,146 x 108 7,5 x 108 6,82 x 103 

 

 Podsumowując, obrazowanie komórek bakterii za pomocą metod mikroskopowych 

wykazało, że termiczna inaktywacja nie zaburza integralności ściany komórkowej. Ponadto ocena 

właściwości fizycznych takich jak wielkość i ładunek wykazała, że w niektórych szczepach 

dochodzi do zmian zewnątrzkomórkowych. Dodatkowo oszacowano, że preparaty żywych bakterii 

nie powinny być wykorzystywane w dalszych eksperymentach po 48 godzinach od momentu ich 

przygotowania. W dalszych etapach pracy „żywe” bakterie zostały określone terminem 

„nietraktowane”.
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 CHARAKTERYSTYKA WŁAŚCIWOŚCI IMMUNOMODULUJĄCYCH 

TERMICZNIE INAKTYWOWANYCH SZCZEPÓW BIFIDOBACTERIUM  
 

W celu określenia właściwości immunomodulujących badanych szczepów wykonano szereg 

analiz in vitro z wykorzystaniem różnych typów linii komórkowych. Istotne było również 

określenie jak inaktywacja termiczna wpłynie na właściwości biologiczne bakterii.  

8.2.1 Wpływ bifidobakterii na komórki układu odpornościowego 

 

W pierwszym etapie określono jak bifidobakterie wpływają na komórki makrofagowe. 

Określono ich stopień proliferacji, zdolność do produkcji tlenku azotu oraz profil wytwarzanych 

cytokin (Ryciny 10 - 12). Mieloidalne komórki układu odpornościowego są głównymi komórkami 

odpowiedzialnymi za zapoczątkowanie reakcji alergicznej w organizmie.  

Ocena cytotoksyczności bakterii wykazała, że stymulacja komórek RAW 264.7 

bifidobakteriami w stosunku 1:10 (ilość komórek makrofagowych: bakterii) nie zwiększa 

proliferacji w porównaniu do kontroli nietraktowanej (Rycina 10). Bakterie nie są też toksyczne 

dla komórek. Nie obserwowano różnic w aktywności pomiędzy nietraktowanymi, a termicznie 

inaktywowanymi bakteriami.  
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Rycina 10 Ocena cytotoksyczności badanych szczepów Bifidobacterium z wykorzystaniem linii 

makrofagów/monocytów RAW 264.7. Komórki stymulowano nietraktowanymi (niebieskie słupki) 

i termicznie inaktywowanymi (pomarańczowe słupki) bakteriami przez 18 godzin. Kontrolą negatywną był 

PBS, a pozytywną 1µg/ml LPS O111:B4, które podano w tej samej objętości co bakterie. Bezpośrednim 

wyznacznikiem ilości żywych komórek jest ilość białek, które związały się z sulforodaminą B. Eksperyment 

został wykonany trzykrotnie, a zamieszczone dane zostały przedstawione jako średnia ± SEM. Analiza 

porównawcza została wykonana na podstawie test t-Studenta pomiędzy nietraktowanymii termicznie 

inaktywowanymi bakteriami * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. Test Dunetta 2 way-ANOVA wykonano 

w odniesieniu do komórek niestymulowanych,# p<0,05. 
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Badanie azotynów wykonano w świeżo zebranych nadsączach pohodowlanych komórek 

makrofagowych RAW 267.4. Wyniki wskazują, że wszystkie nietraktowane szczepy bifidobakterii 

indukują produkcję NO2
- jednak jego poziom nie jest wysoki w porówaniu do poziomu uzyskanego 

po stymulacji komórek LPSem i nie przekracza 10 µM (Rycina 11). Najniższy poziom NO2
- 

uzyskano dla szczepu Bl 7952 (2,988 ± 0,703), a najwyższy dla Ban 366 (9,980 ± 0,269). 

Interesującym była obserwacja, iż w przypadku czterech szczepów (Bl 7952, Bl 372, Ban 366, Ban 

218) termiczna inaktywacji obniża znacząco zdolność bakterii do indukcji NO2
- i tylko jeden szczep 

Bad 373 indukował wzrost produkcji tej cząsteczki po termicznej inaktywacji. U szczepów 

Bad 368, Bad 370 i Bin 369 nie zaobserwowano wpływu termicznej inaktywacji na zdolność 

szczepów do indukcji NO2
-.  
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Rycina 11 Oznaczenie poziomu azotynów (NO2
-) w nadsączach pohodowlanych linii RAW 264.7. Komórki 

stymulowano nietraktowanymi (niebieskie słupki) i termicznie inaktywowanymi (pomarańczowe słupki) 

bakteriami przez 18 godzin. Do wykonania testu Greiss wykorzystano tylko świeżo zebrany nadsącz. Kontrolą 

negatywną był PBS, a pozytywną 1µg/ml LPS O111:B4, które podano w tej samej objętości co bakterie. 

Eksperyment został wykonany dwukrotnie, a zamieszczone dane zostały przedstawione jako średnia ± SEM. 

Analiza porównawcza została wykonana na podstawie test t-Studenta pomiędzy nietraktowanymii termicznie 

inaktywowanymi bakteriami * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001,. Test Dunetta 2 way-ANOVA wykonano 

w odniesieniu do komórek niestymulowanych, istotne statystycznie # 

Stymulacja linii makrofagowej RAW 264.7 wykazała, że z pośród badanych cytokin 

i chemokin (IL-4, IL-5, IL-6,IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A, MCP-1, GM-CSF, interferon typu I, 

TNF-α i TGF-β) linia komórkowa w odpowiedzi na bakterie produkowała tylko IL-10 i TNF-α. 

Nietraktowane bakterie wykazują tendencję do indukcji IL-10, niemniej jednak wartości te nie są 

statystycznie istotne, gdy porównamy je do kontroli PBS. Tylko stymulacja komórek 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 Wpływ nietraktowanych i termicznie inaktywowanych szczepów bifidobakterii na wytwarzanie 

cytokin przez linię makrofagów RAW 264.7. Poziom (A) IL-10 i (B) TNF-α w nadsączach komórkach został 

zmierzony za pomocą testu ELISA po 18 godzinnej stymulacji z nietraktowanymi (niebieskie słupki) 

i termicznie inaktywowanymi (pomarańczowe słupki) bakteriami. Kontrolą negatywną był PBS, a pozytywną 

1µg/ml LPS O111:B4, które podano w tej samej objętości co bakterie. Eksperyment został wykonany 

dwukrotnie, a zamieszczone dane zostały przedstawione jako średnia ± SEM. Analiza porównawcza została 

wykonana na podstawie test t-Studenta pomiędzy nietraktowanymii termicznie inaktywowanymi bakteriami 

* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, analizę między kontrolą negatywną, a bakteriami wykonano na podstawie 

testu Dunetta 2-way ANOVA, wyniki istotne statystycznie >#. 

W przypadku TNF-α wszystkie nietraktowane oraz termicznie inaktywowane bakterie (za 

wyjątkiem inaktywowanych Bl 7952) indukują wytwarzanie znacznej ilości tej cytokiny 

w porówaniu do kontroli (Rycina 12B). W przypadku większości szczepów można zaobserwować, 

że inaktywacja skutkuje spadkiem zdolności do indukcji TNF-α w komórkach RAW 264.7. Tylko 

po stymulacji szczepem Bl 372 widać, że termiczna inaktywacja zwiększa zdolności szczepu do 

indukcji większych ilości TNF-α.  

Właściwości immunomodulujące sprawdzono również na innych liniach makrofagowych 

biorąc pod uwagę dane literaturowe wskazujące, że szczepy bakteryjne mogą w odmienny sposób 

wpływać na różne linie makrofagowe w zależności od miejsca ich pochodzenia. W przypadku linii 

iBMDM również sprowadzono cytokiny należące go szlaków Th1/Th2/Treg (IL-4, IL-5, IL-6, 
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IL- 10, IL-12p70, IL-13, IL-17A, MCP-1, GM-CSF, interferon typu I, TNF-α i TGF-β), ale po 

stymulacji bakteriami zaobserowano tylko wzrost poziomu IL-10 i chemoatraktantu monocytów-1 

(MCP-1). Stymulacja iBMDM nietraktowanymi termicznie szczepami Bl 7952, Ban 366, Bad 368, 

Bad 370, Bad 373 i Bin 369 prowadziła do indukcji IL-10 (Rycina 13A). Po termicznej inaktywacji 

zaobserwowano tendencję do spadku poziomu IL-10, ale bez istotności statystycznej. W przypadku 

poziomu MCP-1, którego główną funkcją w organizmie jest regulacja migracji i aktywacji 

populacji monocytów i makrofagów (Deshmane et al., 2009) wszystkie nietraktowane szczepy 

bakterii indukowały znaczący poziom tej chemokiny w porówaniu do kontroli. Tylko w przypadku 

szczepów Bl 7952, Ban 218 i Bad 373 po termicznej inaktywacji dochodzi do prawie całkowitego 

wyciszenia produkcji tej chemokiny w komórkach iBMDM (Rycina 13B). Po stymulacji 

pozostałymi szczepami zaobserwowano tylko częsciowy spadek indukcji MCP-1. Co ciekawe, 

tylko inaktywowany szczep Bin 369 miał tendencję do indukcji wyższego poziomu tej chemokiny. 
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Rycina 13 Wpływ nietraktowanych i termicznie inaktywowanych szczepów bifidobakterii na linię 

makrofagów pochodzących ze szpiku kostnego iBMDM. Poziom (A) IL-10, (B) MCP-1 w nadsączach 

komórkach został zmierzony za pomocą testu ELISA po 18 godzinnej stymulacji z nietraktowanymi (niebieskie 

słupki) i termicznie inaktywowanymi (pomarańczowe słupki) bakteriami. Kontrolą negatywną był PBS, 

a pozytywną 1µg/ml LPS O111:B4, które podano w tej samej objętości co bakterie. Eksperyment został 

wykonany trzykrotnie, a zamieszczone dane zostały przedstawione jako średnia ± SEM. Analiza porównawcza 

została wykonana na podstawie test t-Studenta pomiędzy nietraktowanymi i termicznie inaktywowanymi 

bakteriami * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, analizę między kontrolą negatywną, a bakteriami wykonano 

na podstawie testu Dunetta 2-way ANOVA, wyniki istotne statystycznie >#. 
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Ostatnią z badanych linii komórek mieloidalnych była linia mysich makrofagów 

pęcherzykowych wyizolowanych z płuc (MH-S). Analiza stymulacji tej linii wykazała, że po 

inkubacji ze szczepami Bifidobacterium produkuje ona tylko IL-6, TNF-α, a po 72 godzinnej 

stymulacji GM-CSF (Rycina 14).  
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Rycina 14 Wpływ nietraktowanych i termicznie inaktywowanych szczepów bifidobakterii na linię 

makrofagów płucnych MH-S. Poziom (A) IL-6, (B) TNF-α i (C) GM-CSF w nadsączach komórkach został 

zmierzony za pomocą testu ELISA po 18 lub 72 godzinnej stymulacji z nietraktowanymi (niebieskie słupki) 

i termicznie inaktywowanymi (pomarańczowe słupki) bakteriami. Kontrolą negatywną był PBS, a pozytywną 

1µg/ml LPS O111:B4, które podano w tej samej objętości co bakterie. Eksperyment został wykonany 

trzykrotnie, a zamieszczone dane zostały przedstawione jako średnia ± SEM. Analiza porównawcza została 

wykonana na podstawie test t-Studenta pomiędzy nietraktowanymi i termicznie inaktywowanymi bakteriami 

* p<0,05, *** p<0,001, analizę między kontrolą negatywną, a bakteriami wykonano na podstawie testu 

Dunetta 2-way ANOVA, wyniki istotne statystycznie >#.  
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Analiza statystyczna wykazała, że istotny statystycznie poziom indukcji IL-6 

zaobserowano tylko w przypadku stymulacji nietraktowanymi bakteriami Ban 366, Ban 218, Bad 

368 i Bin 369 (Rycina 14A). Najwyższy poziom TNF-α zaobserwowano po podaniu 

nietraktowanych Bin 369, Ban 366, Ban 218 i Bad 368. Ponadto termiczna inaktywacja szczepów 

Bl 372, Ban 366 i Bin 369 nie wpłynęła na ich zdolność do indukcji wytwarzania TNF-α przez linię 

makrofagów MH-S. W przypadku termicznie inaktywowanych szczepów Ban 218 i Bad 368 

indukcja TNF-α spada znacząco w porównaniu do nietraktowanych szczepów (Rycina 14B). 

Po 18 godzinnej stymulacji zaobserwowano nieznaczny wzrost poziomu czynnika stymulującego 

tworzenie kolonii granulocytów i makrofagów (GM-CSF), dlatego też cząsteczka ta była oznaczona 

po 72 godzin stymulacji (Rycina 14C). Czynnik ten jest odpowiedzialny miedzy innymi za 

aktywacje i migrację komórek szpiku do miejsca infekcji oraz umożliwia zwiększenie 

przeżywalności komórek w miejscu zapalenia. Ponadto aktywuje eozynofile, neutrofili i bazofili 

oraz stymuluje ich proliferację (O’Shea et al., 2019). Wyniki wskazują, że tylko nietraktowane 

szczepy Ban 366, Ban 218, Bad 368 i Bin 369 indukują produkcję GM-CSF, jednak po termicznej 

inaktywacji zdolność ta spada znacząco i tylko dla szczepu Ban 366 poziom ten nadal pozostaje 

statystycznie istotny w porównaniu do PBSu.
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8.2.2 Pochłanianie bifidobakterii przez komórki nabłonka oraz przekazanie ich 

komórkom prezentującym antygen  

 

Komórki nabłonka stanowią pierwszą linię kontaktu z bakteriami, dlatego też istotnym było 

określenie wpływu bifidobacterii na te komórki. W badaniach wykorzystano mysią linię nabłonka 

płucnego TC-1, w której po 18 godzinnej stymulacji szczepami Bifidobacterium i sprawdzono 

poziomy cytokin szlaków Th1/Th2/Treg. Zaobserwowano, że linia TC-1 produkowała cytokiny 

takie jak IL-6, MCP-1 i po 72 godzinnej stymulacji GM-CSF (Rycina 15).  
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Rycina 15 Wpływ nietraktowanych i termicznie inaktywowanych szczepów bifidobakterii na komórki 

nabłonka płucnego TC-1 w warunkach in vitro. Poziom (A) IL-6, (B) MCP-1 i (C) GM-CSF w nadsączach 

komórkowych linii TC-1 został zmierzony za pomocą testu ELISA po 18 lub 72 godzinnej stymulacji 

z nietraktowanymi (niebieskie słupki) i termicznie inaktywowanymi (pomarańczowe słupki) bakteriami. 

Kontrolą negatywną był PBS, a pozytywną 1µg/ml LPS O111:B4, które podano w tej samej objętości co 

bakterie. Eksperyment został wykonany trzykrotnie, a zamieszczone dane zostały przedstawione jako średnia 

± SEM. Analiza porównawcza została wykonana na podstawie test t-Studenta pomiędzy nietraktowanymi 

i termicznie inaktywowanymi bakteriami, statystycznie istotna różnica * p<0,05, *** p<0,001; analizę 

między kontrolą negatywną, a bakteriami wykonano na podstawie testu Dunetta 2-way ANOVA, wyniki 

istotne statystycznie >#. 
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Uzyskane wyniki poziomu IL-6 wskazują, że tylko nietraktowane szczepy Ban 366, Bad 368 

i Bad 369 wzbudzają istotną statystycznie produkcję tej cytokiny w komórkach w porównaniu do 

kontroli (Rycina 15A). Po termicznej inaktywacji bakterii dochodzi jednak do znaczącego spadku 

jej produkcji. Stymulacja nietraktowanymi Bl 372, Ban 366, Ban 218, Bad 368, Bad 373 i Bin 369 

prowadzi do indukcji MCP-1 przez komórki linii TC-1, podczas gdy stymulacji szczepami Bl 7952 

i Bad 370 indukuje tylko nieistotny statystycznie poziom tej chemokiny. Termiczna inaktywacja 

bakterii wpływa na spadek zdolności 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 indukowały jego znaczący 

poziom. Najwyższy poziom GM-CSF zaobserwowano po podaniu nietraktowanych szczepów 

Bl 7952 (81,846 ± 32,041 pg/ml) i Ban 366 (83,927 ± 6,962 pg/ml), a najniższy po podaniu Ban 218 

(55,047 ±0,166 pg/ml) i Bad 370 (55,641 ± 7,242 pg/ml). Termiczna inaktywacja zmniejsza 

właściwości bakterii do indukcji tej chemokiny u wszystkich szczepów za wyjątkiem szczepu 

Bad 370. W przypadku szczepów 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 być istotny statystycznie 

w porównaniu do kontroli (Rycina 15C). 

Kolejnym etapem badań in vitro było określenie zdolności komórek nabłonkowych do 

pochłaniania bifidobakterii. Po inkubacji komórek nabłonkowych z bakteriami wybarwionymi 

uprzednio SYTO9TM, zbadano jaka część komórek TC-1 pochłonęła bakterie. Wyniki oparto 

o wartości średniej intensywności fluorescencji (MFI) w zakresie światła zielonego. Bakterie, które 

zostały pochłonięte w największej ilości należały do nietraktowanych szczepów Ban 218 i Bad 368. 

Z kolei szczep Bad 370 został pochłonięty najsłabiej. Termiczna inaktywacja marginalnie wpłynęła 

na spadek pochłaniania bakterii przez komórki nabłonka. Tylko w przypadku Bl 7952, Bad 373 

i Bin 369 stopień pochłonięcia uległ statystycznie istotnemu spadkowi (Rycina 16A).  

Następnie przebadano jak nietraktowane i termicznie inaktywowane bakterie są 

przekazywane pomiędzy komórkami nabłonka, a komórkami dendrytycznymi JAWS II. Wyniki 

wskazują, że nietraktowane bakterie, które zostały pochłonięte przez linię TC-1 są przekazywane 

w większym stopniu niż inaktywowane. U wszystkich termicznie inaktywowanych szczepów za 

wyjątkiem Bad 370 widać, że wartość MFI jest niższa niż 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 zachodzą pomiędzy wartościami MFI pochłoniętych bakterii, 

a następnie przekazanych komórkom dendrytycznym wskazuje, że za wyjątkiem szczepu Bad 370 

komórki pochłaniają i przekazują znacznie lepiej nietraktowane bakterie (Rycina 16C). Widać to 

wyraźnie na przykładzie Ban 368 i Bin 369, gdzie po obróbce termicznej obserwuje się znaczny 

spadek wartości MFI zarówno w badaniu pochłaniania jaki i przekazywania.  
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Rycina 16 Pochłanianie bifidobakterii na komórki nabłonka, a następnie ich transfer do komórek 

immunologicznych. (A) Pochłanianie nietraktowanych (niebieskie słupki) i termicznie inaktywowanych 

(pomarańczowe słupki) komórek bakteryjnych przez komórki linii nabłonka płucnego TC-1 i (B) transfer 

komórek pochłoniętych przez komórkami nabłonka, do komórek dendrytycznych JAWS II, (C) badanie 

korelacji Pearsona pomiędzy przekazywaniem i pochłanianiem bakterii Eksperyment został wykonany 

trzykrotnie, a zamieszczone dane zostały przedstawione jako średnia ± SEM. Analiza porównawcza została 

wykonana na podstawie test t-Studenta pomiędzy nietraktowanymi i termicznie inaktywowanymi bakteriami, 

statystycznie istotna różnica * p<0,05. 

Następnie określono właściwości modulatorowe szczepów bifidobakterii 

z wykorzystaniem komórek rozpoznających antygen. W pierwszej kolejności sprawdzono 

odpowiedź linii komórek dendrytycznych JAWS II, jednak stymulacja badanymi szczepami  
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(oraz LPS) nie doprowadziła do indukcji produkcji żadnych badanych przez nas cytokin/chemokin 

(dane nie pokazane). Następnie eksperymenty przeprowadzono na komórkach dendrytycznych 

wyizolowanych ze szpiku kostnego myszy (BMDC). W badaniach skupiono się przede wszystkich 

na ocenie możliwości badanych bakterii do indukcji wytwarzania IL-10 i IL-12p70 (Rycina 17). 
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Rycina 17 Wpływ nietraktowanych i termicznie inaktywowanych szczepów bifidobakterii na komórki 

prezentujące antygen w warunkach in vitro. Poziom (A) IL-10 i (B) IL-12p70 w nadsączach komórkowych 

komórek dendrytycznych BMDC został zmierzony za pomocą testu ELISA po 20 godzinnej stymulacji 

z nietraktowanymi (niebieskie słupki) i termicznie inaktywowanymi (pomarańczowe słupki) bakteriami. 

Kontrolą negatywną był PBS, a pozytywną 1µg/ml LPS O111:B4, które podano w tej samej objętości co 

bakterie. Eksperyment został wykonany dwukrotnie, a zamieszczone dane zostały przedstawione jako średnia 

± SEM. Analiza porównawcza została wykonana na podstawie test t-Studenta pomiędzy nietraktowanymi 

i termicznie inaktywowanymi bakteriami, statystycznie istotna różnica * p<0,05, ** p<0,01; analizę między 

kontrolą negatywną, a bakteriami wykonano na podstawie testu Dunetta 2-way ANOVA, wyniki istotne 

statystycznie >#.  

Komórki dendrytyczne wyizolowano i zróżnicowano zgodnie z opisem umieszczonym 

w Materiałach i Metodach 7.6, stymulowano nietraktowanymi i termicznie inaktywowanymi 

bakteriami przez 20 godzin, a następnie zmierzono poziom cytokin w nadsączach znad hodowli. 

Wyniki wskazują, że wszystkie badane szczepy stymulują produkcję obu tych cytokin. Najwyższy 

poziom IL-10 zaobserwowano po stymulacji szczepami Bl 7952 (31404 ± 636 pg/ml) i Bad 368 

(29821 ± 1583 pg/ml). Z kolei najniższy w przypadku Ban 366 (16527 ± 1484 pg/ml) i Bad 373 

(16929 ±2189 pg/ml). Nie zaobserwowano znaczących różnic w poziomach pomiędzy 

nietraktowanymi, a termicznie aktywowanymi bakteriami za wyjątkiem szczepu Ban 366, gdzie 

termiczna inaktywacja bakterii skutkowała znaczącym spadkiem indukcji produkcji IL-10 
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w porównaniu do nietraktowanych bakterii (Rycina 17A). Najwyższy poziom IL-12p70 uzyskano 

po stymulacji Bl 372. Co ciekawe termiczna inaktywacja szczepów nieznacznie podwyższyła 

zdolność bakterii do indukcji tej cytokiny. Zauważalne jest to zwłaszcza u szczepów Ban 218 

i Bad 370 (Rycina 17B). 

8.2.3 Badanie roli receptorów TLR i NOD w rozpoznawaniu bifidobakterii 

 

W nadsączach hodowli ludzkich komórek HEK293, którym stabilnie wprowadzono geny 

kodujące ludzki receptory hTLR2, hTLR4, hNOD2 i hNOD1 stymulowanych szczepami 

bifidobakterii w stężeniu 107 CFU, oznaczono poziom IL-8. W przypadku aktywacji receptorów 

hTLR4 i hNOD1 przez bifidobakterie poziom IL-8 był niewykrywalny, co świadczy o tym, że te 

receptory nie biorą udziału w rozpoznawaniu bakterii (dane nie pokazane). Szczepy bifidobakterii 

są rozpoznawane głównie przez receptor hTLR2. Najwyższy poziom IL-8 zaobserwowano dla 

bakterii Bifidobacterium adolescentis (Bad 368, Bad 370 i Bad 373) co świadczy o najlepszym 

rozpoznawaniu przez receptor. Z kolei najniższy poziom zaobserwowano po stymulacji Ban 366. 

Termiczna inaktywacja u większości szczepów nie powoduje zmian w rozpoznawaniu antygenów 

bakteryjnych przez receptor TLR2. Tylko w przypadku szczepów Bl 7952, Ban 218 i Bin 369 

widać, że inaktywowane termicznie bakterie indukują wyższe poziomy IL-8 niż nietraktowane 

bakterie (Rycina 18A). W przypadku receptora NOD2 analiza statystyczna wykazała, że tylko dwa 

szczepy (Bl 372 i Ban 218) są rozpoznawane przez ten receptor. Po inaktywacji termicznej 

możliwość rozpoznawania bakterii Bl 372 znacznie spada. W przypadku Ban 218 zaobserowano 

z kolei, że inaktywacja umożliwia wydajniejsze rozpoznawaniem bakterii przez ten receptor 

(Rycina 18B). 
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Rycina 18 Wpływ podania bifidobakterii na aktywację receptorów hTLR2 i hNOD2. Poziom cytokiny IL-8 

posłużył jako wskaźnik aktywacji receptorów. Komórki stymulowano nietraktowanymi (niebieskie słupki) 

i termicznie inaktywowanymi (pomarańczowe słupki) bakteriami przez 16 godzin. Jako kontrole pozytywne 

zastosowano ligand TLR2 Pam3CSK4 (1 μg/ml) i ligand NOD2 dipeptyd muramylowy (MDP; 100 ng/ml), 

PBS zastał wykorzystany jako kontrola negatywną. Eksperyment został wykonany dwukrotnie, 

a zamieszczone dane zostały przedstawione jako średnia ± SEM. Analiza porównawcza została wykonana na 

podstawie test t-Studenta pomiędzy nietraktowanymi i termicznie inaktywowanymi bakteriami, statystycznie 

istotna różnica * *p<0,01. 

Wykonane badania pozwoliły na ocenę specyficznych właściwości immunomodulujących 

8 szczepów Bifidobacterium. Wszystkie badane szczepy zarówno w komórkach immunologicznych 

jak i nabłonkowych indukowały odpowiedź immunomodulującą i pozwoliły na opracowanie 

profilów cytokinowych. Ponadto wykazano, że termiczna inaktywacja wpływa na właściwości 

modulujące badanych w pracy szczepów. W dalszych etapach pracy skupiono się na badaniu 

in vitro 4 szczepów (Bl 7952, Ban 218, Bad 373 i Bin 369) ze względu na ich zróżnicowaną 

odpowiedź immunomodulującą.  
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 PORÓWNANIE WŁAŚCIWOŚCI IMMUNOMODULUJĄCYCH WYBRANYCH 

SZCZEPÓW BIFIDOBACTERIUM Z WYKORZYSTANIEM KOMÓREK 

ŚLEDZIONY WYIZOLOWANYCH Z MYSZY UWRAŻLIWIONYCH NA OVA 
 

Z myszy BALB/c uprzednio uwrażliwionych na owoalbuminę wyizolowano splenocyty 

(rozdział Materiały i Metody 7.6), które następnie re-stymulowano OVA oraz bakteriami przez 

72 godziny. W nadsączach hodowli splenocytów oznaczono cytokiny szlaków Th1/Th2. Kontrolą 

negatywną były komórki stymulowane PBSem, a pozytywną komórki re-stymulowane tylko OVA. 

Re-stymulacja splenocytów samą OVA spowodowało 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 komórek.  

Nie zaobserwowano produkcji IFN-γ (Rycina 19D), głównej cytokiny szlaku Th1. 
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Rycina 19 Nietraktowane i termicznie inaktywowane szczepy bifidobakterii wpływają na produkcję cytokin 

indukowanych podaniem OVA w hodowlach splenocytów pobranych z myszy uwrażliwionych na OVA. 

Poziom cytokin (A) IL-5, (B) IL-4, (C) IL-13, (D) IFN-γ, (E) IL-6 i (F) IL-10 oznaczono po 72 godzinnej 

stymulacji OVA oraz nietaktowanymi (niebieskie słupki) lub termicznie inaktywowanymi (pomarańczowe 

słupki) bakteriami. Komórki stymulowane PBS posłużyły jako kontrola negatywna. Poziom cytokin 

oznaczono z wykorzystaniem Luminexu 2000 (BioRad, USA). Wartości zebrano z dwóch niezależnych 

eksperymentów. Różnice między nietraktowanymi i termicznie inaktywowanymi bakteriami zbadano za 

pomocą testu t-Studenta (*p <.0.05). Porównanie między grupą, której podano tylko OVA, a grupami z OVA 

i bakteriami przebadano za pomocą testu ANOVA Dunett'a #p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001, ####p < 

0.0001. 
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Wszystkie badane szczepy bifidobakterii hamują produkcję cytokin szlaku Th2. Nie 

zaobserwowano by inaktywacja termiczna wpłynęła na poziom tych cytokin. Jedynym wyjątkiem 

jest tu szczep Bl 7952, gdzie traktowanie komórek wysoką temperaturą wpływa na słabszą supresję 

IL-4 w porównaniu do nietraktowanych komórek (Rycina 19B). Szczep ten jako jedyny nie 

aktywował produkcji IFN-γ. Ban 218 podany niezależnie czy jako nietraktowane, czy 

inaktywowane bakterie spowodował znaczący wzrost interferonu. Z kolei w przypadku Bad 373 

i Bin 369 tylko termicznie inaktywowane bakterie indukowały wzrost poziomu tej cytokiny 

(Rycina 19D). W przypadku IL-6, tylko stymulacja szczepem Bad 373 prowadziła do wzrostu 

poziomu tej cytokiny (Rycina 19E). Stymulacja nietraktowanymi szczepami Bl 7952 i Bin 369 

hamuje indukcję produkcji IL-10 wywołanej OVA, jednakże potraktowanie szczepów wysoką 

temperaturą znosi ten efekt (Rycina 19F).  

Uzyskane wyniki wskazują, że szczep Bl 7952 hamuje odpowiedź szlaku Th2 indukowaną 

podaniem OVA w mysich komórkach śledziony, równocześnie jako jedyny nie wzbudził 

odpowiedzi Th1. Może to sugerować, że indukuje on inną ścieżkę odpowiedzi immunologicznej 

w odpowiedzi na alergen. Ponadto wcześniejsze badania dotyczące tego szczepu wykazały, że 

zapobiega on uwrażliwieniu myszy na alergeny pyłku brzozy Bet v1 w modelu myszy 

gnotobiotycznych, które były mono kolonizowane tym szczepem (Schwarzer et al., 2013). Na 

podstawie tych informacji, szczep Bl 7952 został wybrany do dalszych eksperymentów in vivo. 

 DONOSOWE PODAWANIE NIETRAKTOWANEGO I TERMICZNIE 

INAKTYWOWANEGO BL 7952 OSŁABIA HUMORALNĄ I KOMÓRKOWĄ 

ODPOWIEDŹ IMMUNOLOGICZNĄ W MYSIM MODELU ALERGII 

WYWOŁANEJ PODANIEM OVA 
 

Charakterystykę właściwości przeciwalergicznych szczepu Bl 7952 wykonano w mysim 

modelu alergii wziewnej na OVA opisanym w rozdziale Materiały i Metody punkt 7.7. W pierwszej 

kolejności przebadano czy pobrane splenocyty od myszy traktowanych bakteriami i OVA, po 

re-stumulacji OVA będą produkowały cytokiny szlaków Th1/Th2. Grupę myszy, która 

przyjmowała nietraktowany szczep Bl 7952 oznaczono jako UN Bl 7952/OVA, a termicznie 

inaktywowane bakterii HT Bl 7952/OVA. Grupa kontrolna została opisana jako PBS/OVA. Myszy, 

które przyjmowały nietraktowane bakterie Bl 7952 mają obniżony poziom cytokin szlaku Th2 tj. 

IL-5, IL-4 i IL-13 (Rycina 20A, B i C) w porównaniu do grupy PBS/OVA. Po podaniu myszom 

inaktywowanych termicznie bakterii obniżeniu ulegał tylko poziom IL-5. W przypadku IL-10 

i IL- 6 (Rycina 20D i G) obserwuje się trend, w którym widać, że podanie donosowe myszom 

nietraktowanych bakterii wpływa na zmniejszenie produkcji obu tych cytokin w splenocytach, 

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

jest znikoma, a ponadto nie obserwowano istotnie statystycznych zmian w obrębie badanych grup.  

 

 

Rycina 20 Donosowe podanie nietraktowanych i termicznie inaktywowanych bakterii Bl 7952 osłabia 

odpowiedź immunologiczną wywołaną przez owoalbuminę. Poziom cytokin (A) IL-5, (B) IL-4, (C) IL-13, 

(D) IFN-γ, (E) IL-6 i (F) IL-10 oznaczono po 72 godzinnej stymulacji OVA w grupach myszy przyjmujących 

nietraktowane (UN Bl 7952/OVA, niebieskie słupki), inaktywowane (HT Bl 7952/OVA, pomarańczowe słupki) 

bakterie lub PBS (PBS/OVA, czarne słupki). Poziom cytokin oznaczono z wykorzystaniem Luminexu 2000 

(BioRad, USA). Wartości są wyrażone jako wykres pudełkowy ze słupkami wartości średniej i minimalnej do 

maksymalnej; każda kropka reprezentuje pojedynczą mysz. Istotną różnicę między grupami doświadczalnymi 

otrzymującymi PBS/OVA i traktowanymi bifidobakteriami/OVA obliczono za pomocą One-way ANOVA 

Dunnett *p <0,05. **p < 0,01. 

Na podstawie poziomu przeciwciał oszacowano również obwodową odpowiedź 

organizmu.W surowicy krwi oznaczono poziom przeciwciał IgE, IgG1, IgG2a i IgA (Rycina 21). 

Oznaczenie poziomu OVA-specyficznych IgE przy wykorzystaniu komórek RBL-2H3 wskazuje, 

że tylko podanie nietraktowanych Bl 7952 (UN Bl 7952/OVA) skutkuje statystycznie istotnym 

obniżeniem poziomu tych przeciwciał w porówaniu do grupy PBS/OVA (Rycina 21A). 

Podobnemu spadkowi ulega poziom OVA-specyficznych przeciwciał IgG2a, który to powiązane 

są z aktywacją szlaku Th1 (Rycina 21C). Z kolei poziom OVA-specyficznych przeciwciał IgG1 

był obniżony w obu badanych grupach w porównaniu do grupy kontrolnej (Rycina 21B). Zarówno 

w przypadku UN Bl 7952/OVA jak i HT Bl 7952/OVA nie obserwuje się statystycznie istotnych 

zmian w poziomach całkowitych i OVA-specyficznych przeciwciał IgA (Rycina 21D i E). 
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Dodatkowo zbadano poziom przeciwciał IgA skierowanych specyficznie przeciwko bakteriom. 

Wyniki wskazują, że tylko w grupie UN Bl 7952/OVA dochodzi do powstawania specyficznych 

przeciwciał IgA skierowanych przeciw nietraktowanym Bl 7952. Z kolei w grupie, która 

przyjmowała termicznie inaktywowane Bl 7952 nie obserwuje się zmian w poziomie tego rodzaju 

przeciwciał w porównaniu do grupy PBS/OVA (Rycina 21F). 

 

Rycina 21 Donosowe podanie nietraktowanych i termicznie inaktywowanych bakterii Bl 7952 wpływa na 

produkcję przeciwciał w mysim modelu uczulenia na OVA. Oznaczono poziom przeciwciał skierowanych 

przeciwko OVA: (A) IgE, (B) IgG1, (C) IgG2 i (D) IgA, (E) całkowity poziom IgA, oraz (F) specyficznych IgA 

skierowanych przeciw Bl 7952.Wpływ nietraktowanych (UN Bl 7952/OVA, niebieskie słupki), 

inaktywowanych (HT Bl 7952/OVA, pomarańczowe słupki) bakterii lub PBS (PBS/OVA, czarne słupki) 

określono na podstawie poziomu przeciwciał znajdujących się w surowicy krwi obwodowej. Do oznaczenia 

poziomów przeciwciał próbki rozcieńczono 1:810 dla komórek RBL, 1:10 000 dla IgG1, 1:100 dla IgG2a   

1:10 dla IgA. Do oznaczenia poziomu przeciwciał IgA specyficznych względem nietraktowanych (UN) 

i termicznie inaktywowanych (HT) Bl 7952 surowicę rozcieńczono dwukrotnie. Wartości są wyrażone jako 

wykres pudełkowy ze słupkami wartości średniej i minimalnej do maksymalnej; każda kropka reprezentuje 

pojedynczą mysz. Istotną różnicę między grupami doświadczalnymi otrzymującymi PBS/OVA i traktowanymi 

bifidobakteriami/OVA obliczono za pomocą One-way ANOVA Dunnett *p <0,05. **p < 0,01. 

Badanie poziomu cytokin w płynie oskrzelowo-pęcherzykowym (BALF) wykazało, że 

podanie myszom donosowo nietraktowanych Bl 7952 (UN Bl 7952/OVA) skutkuje spadkiem 

poziomu IL-4 i IL-5, jednak nie wpływa na poziom IL-13 (Rycina 22 A, B i C). W grupie 
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HT Bl 7952/OVA obserwowany jest tylko spadek poziomu IL-4. U myszy z grupy UN Bl 7952 

zaobserowano również, że poziom IL-6 jest znacząco niższy niż u myszy PBS/OVA, a w przypadku 

grupy HT Bl 7952/OVA poziom ten również jest niższy, choć nie istotny statystycznie (Rycina 

22G). Podanie szczepu Bl 7952 zarówno jako nietraktowanych jak i termicznie inaktywowanych 

indukuje produkcję tej IL-17A w płucach. W przypadku UN Bl 7952/OVA poziom ten sięga prawie 

30 pg/ml i jest znacząco wyższy niż w grupie PBS/OVA (Rycina 22F). W przypadku IL-10 

pomimo, że nie obserwuje się różnic pomiędzy grupami, można w przypadku UN Bl 7952 

stwierdzić tendencję do wzrostu poziomu tej cytokiny (Rycina 22D). W przypadku IFN-γ nie 

zaobserowano różnic istotnych statystycznie między badanymi grupami (Rycina 22E). 

 

Rycina 22 Donosowe podawanie nietraktowanego i termicznie inaktywowanego Bl 7952 moduluje profil 

cytokinowy w alergicznym zapaleniu płuc myszy uczulonych na OVA. Wpływ nietraktowanych (UN Bl 

7952/OVA, niebieskie słupki), inaktywowanych (HT Bl 7952/OVA, pomarańczowe słupki) bakterii lub PBS 

(PBS/OVA, czarne słupki) określono na podstawie poziomu cytokin w płynie oskrzelowo- pęcherzykowym. 

Poziom cytokin oznaczono z wykorzystaniem Luminexu 2000 (BioRad, USA). Wartości są wyrażone jako 

wykres pudełkowy ze słupkami wartości średniej i minimalnej do maksymalnej; każda kropka reprezentuje 

pojedynczą mysz. Istotną różnicę między grupami doświadczalnymi otrzymującymi PBS/OVA i traktowanymi 

bifidobakteriami/OVA obliczono za pomocą One-way ANOVA Dunnett *p <0,05. **p < 0,01.  
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Analiza histologiczna skrawków płuc ujawniła, że w przypadku obu grup przyjmujących 1 

Bl 7952 zaobserwowano zmniejszenie nacieków komórkowych oraz mniejszą ilość komórek 2 

produkujących śluz niż w grupie PBS/OVA. Ponadto w obu grupach (UN Bl 7952/OVA i HT 3 

Bl 7952/OVA) widoczne jest zmniejszenie zapalenia okołonaczyniowego i okołooskrzelowego. 4 

Można również zauważyć niższą obecność ilości leukocytów w przestrzeniach pęcherzykowych 5 

(Rycina 23A i B). W BALF grupy UN Bl7952/OVA zidentyfikowano znacząco niższą ilość 6 

komórek immunologicznych w porównaniu do grupy kontrolnej. Obserwowano znaczący spadek 7 

liczby eozynofili. W przypadku pozostałych grup komórek nie zauważono różnic pomiędzy 8 

UN Bl7952/OVA, a grupą PBS/OVA. Co ciekawe pomimo braku różnic w ogólnej licznie komórek 9 

immunologicznych między grupą HT Bl 7952/OVA, a grupą kontrolną zaobserwowano znaczący 10 

wzrost liczby makrofagów i neutrofili w grupie przyjmującej termicznie inaktywowane bakterie. 11 

Brak różnic można wytłumaczyć równoczesnym spadkiem ilość eozynofili w badanej grupie 12 

(Rycina 23C). W BALF grupy UN Bl7952/OVA zidentyfikowano znacząco niższą ilość komórek 13 

immunologicznych w porównaniu do grupy kontrolnej, które jak wykazała dalsza analiza okazały 14 

się eozynofilami. W przypadku pozostałych grup komórek nie zauważono różnic pomiędzy 15 

UN Bl7952/OVA, a grupą PBS/OVA. Co ciekawe pomimo braku różnic w ogólnej licznie komórek 16 

immunologicznych między grupą HT Bl 7952/OVA, a grupą kontrolną zaobserwowano znaczący 17 

wzrost liczby makrofagów i neutrofili w grupie przyjmującej termicznie inaktywowane bakterie. 18 

Brak różnic można wytłumaczyć równoczesnym spadkiem ilość eozynofili w badanej grupie 19 

(Rycina 23C). Następnie zbadano poziom przeciwciał IgE specyficznych względem OVA 20 

wykorzystując komórki linii RBL, dla których oznaczono poziom uwolnienia β-heksozoaminidazy. 21 

Wykazano, że tylko po podaniu nietraktowanych Bl 7952 poziom IgE znacząco spada (Rycina 22 

23D). W BALF zaobserwowano znacząco większy poziom całkowitych przeciwciał IgA u myszy 23 

przyjmujących nietraktowany Bl 7952 w porównaniu do grup PBS/OVA i HT Bl 7952/OVA 24 

(Rycina 23E). Co ciekawe poziom przeciwciał IgA skierowanych przeciwko OVA w tej grupie nie 25 

uległ zmianie. Jedynie w grupie HT Bl 7952/OVA można zaobserwować pewną tendencję 26 

spadkową (Rycina 23F). Największą różnicę w poziomach przeciwciał IgA zaobserwowano 27 

w grupie przeciwciał skierowanych przeciwko podawanym donosowo bakteriom. W grupie myszy 28 

przyjmującej nietraktowane bakterie (UN Bl 7952/OVA) widać, że doszło to wytworzenia 29 

przeciwciał IgA rozpoznających nietraktowane bakterie. Podobne wyniki uzyskano wykorzystując 30 

surowicę krwi z grupy HT Bl 7952. Jednakże, nie zaobserwowano obecności specyficznych 31 

przeciwciał IgA w układzie homologicznym tzn. przeciw bakteriom termicznie inaktywowanym 32 

(Rycina 23G). 33 
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Rycina 23 Donosowe podawanie nietraktowanego i termicznie inaktywowanego Bl 7952 w różny 

sposób zmniejsza zapalenie alergiczne w płucach myszy uczulonych na OVA. (A) Zbadano skrawki 

tkanki płucnej barwione kwasem nadjodowym-Schiffa myszy, które przyjmowały nietraktowane (UN Bl 

7952/OVA, niebieskie słupki) i inaktywowane (HT Bl 7952/OVA, pomarańczowe słupki) bakterie lub PBS 

(PBS/OVA, czarne słupki). (B) Próbki zostały poddane ocenione histopatologicznej przez dwóch 

niezależnych ekspertów. (C) Zliczono całkowitą ilość komórek immunologicznych obecnych w BALF. (D, 

E, F i G) Określono poziomy przeciwciał znajdujących się w płynie oskrzelowo-pęcherzykowym. Do 

oznaczenia poziomów przeciwciał próbki nie rozcieńczano dla komórek RBL i nierozcieńczonych dla IgA. 

Do oznaczenia poziomu przeciwciał IgA specyficznych względem nietraktowanych (UN) i termicznie 

inaktywowanych (HT) Bl 7952 BALF rozcieńczono dwukrotnie. Wartości są wyrażone jako wykres 

pudełkowy ze słupkami wartości średniej i minimalnej do maksymalnej; każda kropka reprezentuje 

pojedynczą mysz. Istotną różnicę między grupami doświadczalnymi otrzymującymi PBS/OVA 

i traktowanymi bifidobakteriami/OVA obliczono za pomocą One-way ANOVA Dunnett *p <0,05. **p < 

0,01 
Przeprowadzone badania na mysim modelu alergii indukowanej OVA wykazały, że 

nietraktowany (podany jako żywy) szczep Bl 7952 podawany donosowo chroni przed rozwojem 

alergii, zarówno działając lokalnie (płuca) jak i systemowo. Zaobserwowano, że szczep ten oprócz 

hamowania produkcji cytokin szlaku Th2 nie indukuje aktywacji szlaku Th1 (brak indukcji 
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IFN - γ). Nie zaobserwowano zmian w poziomie IL-10, co może wskazać, że nie dochodzi do 

uruchomienia szlaku Treg. Oznaczono jednak wzrost IL-17A, która jest jedną z głównych cytokin 

szlaku Th17. Wyniki wskazują, że termiczna inaktywacja skutkuje częściową utratą właściwości 

immunomodulujących, skutkując zmniejszeniem zdolności do modulowania odpowiedzi 

immunologicznej w reakcji alergicznej. W dalszej części pracy postawiono sobie pytanie, jakie 

antygeny powierzchniowe mogą być odpowiedzialne za obserwowane właściwości 

immunomodulujące. 

 ANTYGENY POWIERZCHNIOWE BL 7952 W ZRÓŻNICOWANYM SPOSÓB 

WPŁYWAJĄ NA ODPOWIEDŹ IMMUNOLOGICZNĄ  
 

Kolejnym celem pracy była charakterystyka wybranych antygenów powierzchniowych 

szczepu Bl 7952. Antygenami wyizolowanymi w trakcie wykonywania niniejszych badań był 

peptydoglikan (PGN), którego izolację i oczyszczanie opisano w rozdziale Materiały i metody 

punkt 7.8.1. W badaniach skupiono się na 3 próbkach peptydoglikanowych: frakcji mieszanej, 

rozpuszczalnej i nierozpuszczalnej. W literaturze najczęściej wykorzystuje się wyłączenie frakcję 

rozpuszczalną peptydoglikanu, jednak w niniejszej pracy sprawdzono właściwości 

immunomodulujące obu (Porfírio et al., 2019). Wyizolowany lecz nadal stanowiący mieszaninę 

LTA rozdzielono na kolumnach chromatograficznych tak jak opisano to rozdziale Materiały 

i metody punkt 7.8.2. Za pomocą testu kolorymetrycznego zidentyfikowano dwie frakcje różniące 

się właściwościami hydrofobowymi: LTA 7952.1 był cząsteczką mniej hydrofobową niż LTA 

7952.2. Ostatnią grupą badanych antygenów były polisacharydy, które zostały wyizolowane ze 

ściany komórkowej oraz śluzu bakteryjnego zgodnie z opisem w rozdziale Materiały i metody 

7.8.3. Mieszaninę polisacharydów oczyszczono następnie za pomocą chromatografii kolumnowej 

(Materiały i metody punkt 7.8.3.1). Po rozdziale na dwóch kolumnach chromatograficznych frakcje 

zidentyfikowano za pomocą testu DuBois uzyskując kilka frakcji różniących się masą i ładunkiem. 

Po sprawdzeniu frakcji na NMR wybrano cztery, które zawierały czyste związki polisacharydowe. 

W przypadku badań nad antygenami skupiono się na określeniu ich właściwości 

immunomodulujących w komórkach nabłonka TC-1, naiwnych mysich komórkach 

dendrytycznych BMDC i splenocytach. Ponadto określono czy aktywują one receptory hNOD2, 

hTLR2 i hTLR4. Do stymulacji wykorzystano stężenia wykorzystane wcześniej w literaturze: 

10 µg/ml dla LTA lub peptydoglikanu i 30 µg/ml dla polisacharydów.  
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Rycina 24 Wpływ wybranych antygenów Bl 7952 na komórki nabłonka płucnego TC-1 w warunkach in 

vitro. Poziom (A) IL-6 i (B) MCP-1 w nadsączach komórkowych linii TC-1 został zmierzony za pomocą testu 

ELISA po 18 godzinnej stymulacji z antygenami w stężeniach 10 µg/ml dla LTA lub peptydoglikanu i 30 µg/ml 

dla polisacharydów. Kontrolą negatywną był PBS. Eksperyment został wykonany trzykrotnie, a zamieszczone 

dane zostały przedstawione jako średnia ± SEM. Istotną różnicę między kontrolą, a próbkami obliczono za 

pomocą One-way ANOVA Dunnett 

W pierwszej kolejności wykonano ocenę właściwości immunomodulujących na podstawie 

stymulacji komórek nabłonka mysiego TC-1 (Materiały i Metody 7.5.1). Kontrolę pozytywną 

stanowiły żywe bakterie Bl 7952 o stężeniu 0,5 x 107 CFU/ml. Stymulacja PGN oraz LTA 

skutkowała produkcją IL-6 na poziomie porównywalnym z kontrolą PBS. Z kolei w przypadku 

antygenów polisacharydowych najwyższy poziom uzyskano dla oczyszczonych polisacharydów 

komórkowych (PS 7952.1, PS 7952.2 i PS 7952.4), a najniższy dla mieszanin PS komórkowych 

i śluzowych (Rycina 24A). W przypadku produkcji MCP-1 mieszanina PGN indukuje najwyższy 

poziom tej chemokiny, nierozpuszczalna frakcja PGN indukuje trochę słabszą odpowiedź, a frakcja 

rozpuszczalna prawie jej nie wzbudza. W przypadku LTA nie obserwuje się znaczącego wzrostu 

MCP-1. Z kolei mieszaniny PS komórkowego i śluzowego wzbudzają najwyższą produkcję 

MCP-1 w porówaniu do rozdzielonych frakcji PS (Rycina 24B). 
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Badanie właściwości immunomodulujących badanych antygenów z wykorzystaniem 

komorek dendrytycznych wykazało, że PGN i LTA nie indukują produkcji IL-10, a tylko 

u niektórych polisacharydy wzbudzenią produkcję tej cytokiny. Mieszanina PS 7952 komórkowego 

wzbudza znacznie większą produkcję IL-10 niż PS 7952.9 i PS 7952.10 (Rycina 25A). Mieszanina 

PS 7952 komórkowego, jak również jego frakcja PS 7952.2 indukują wysoki poziom IL-12p70. 

W przypadku pozostałych PS poziom jest znacznie niższy, a po stymulacji PGN i LTA w ogólne 

nie obserwuje się produkcji IL-12p70 (Rycina 25B). Podobnie obserwacje zanotowano 

w przypadku IL-6, której produkcja była indukowana tylko w przypadku stymulacji BMDC przez 

polisacharydy. Najwyższy poziom tej cytokiny uzyskano po stymulacji PS 7952.10, a pozostałe 

frakcje PS jak również mieszaniny PS indukują nieznacznie niższy poziom IL-6 (Rycina 25C). 

Ostatnią zbadaną cytokiną był TNF-α, którego produkcji również nie wzbudziły PGN i LTA. 

Wysoki poziom obserwowany jest za to dla frakcji polisacharydowych, zwłaszcza dla PS 7952.2 

i PS 7952.9 (Rycina 25D). 
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Rycina 25 Wpływ antygenów powierzchniowych Bl 7952 na komórki prezentujące antygen w warunkach 

in vitro. Poziom (A) IL-10, (B) IL-12p70(C) IL-6 i (D) TNF-α w nadsączach komórkowych komórek 

dendrytycznych BMDC został zmierzony za pomocą testu ELISA po 20 godzinnej stymulacji z wybranymi 

antygenami w stężeniach: 10 µg/ml dla LTA lub peptydoglikanu i 30 µg/ml dla polisacharydów. Kontrolą 

negatywną był PBS. Eksperyment został wykonany czterokrotnie, a zamieszczone dane zostały przedstawione 

jako średnia ± SEM. Istotną różnicę między kontrolą, a próbkami obliczono za pomocą One-way ANOVA  

Wyniki stymulacji naiwnych splenocytów badanymi antygenami wykazały, że tylko PGN 

indukuje produkcję IL-6, jednak obserwowany jest również trend wzrostu poziomu tej cytokiny po 



95 
 

stymulacji LTA. Z kolei po stymulacji PS poziom IL-6 jest porównywany z PBSem (Rycina 26A). 

Nie obserwuje się również żadnych różnic w poziomie IL-10 między badanymi antygenami, 

a kontrolą negatywną (Rycina 26B). W przypadku IFN-γ widać, że frakcje PS mogą być w stanie 

wzbudzić jej produkcję, jednak duże rozrzuty spowodowane zróżnicowaną odpowiedzią 

immunoloigczną u myszy uniemożliwiają prawidłową interpetacje (Rycina 26C). 
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Rycina 26 Wpływ podania wybranych antygenów powierzchniowych na produkcję cytokin w hodowlach 

splenocytów pobranych z naiwnych myszy. Komórki były traktowane przez 72 godziny antygenami 

powierzchniowymi o stężeniach 10 µg/ml LTA lub peptydoglikanu i 30 µg/ml polisacharydów. Komórki 

stymulowane PBS posłużyły jako kontrola negatywna. Poziom cytokin (A) IL-6, (B) IL-10, (C) IFN-γ 

oznaczono z wykorzystaniem Luminexu 2000 (BioRad, USA). Eksperyment został wykonany na czterech 

myszach, a zamieszczone dane zostały przedstawione jako średnia ± SEM. Istotną różnicę między kontrolą, 

a próbkami obliczono za pomocą One-way ANOVA 

  Ostatnim etapem pracy było badanie zdolności wybranych antygenów powierzchniowych 

z Bl 7952 pod względem aktywacji receptorów hTLR2 i hDON2. Wykorzystano do tego celu 



96 
 

system HEK-Blue Detection (Materiały i Metody 7.5.1), w którym w czasie rzeczywistym można 

było obserwować koloroymetryczny proces aktywacji receptorów. Receptor hTLR2 aktywowany 

był przez prawie wszystkie badane antygeny, jednak w przypadku PS 7952.1 jak i mieszaniny PS 

7952 śluzowego są one nieistotne statystycznie (Rycina 27A). Najwyższą aktywację zaobserowano 

dla peptydoglikanu i obu kwasów lipotejchojowych oraz poszczególnych PS tj. PS 7952.4 i PS 

7952.10. Zgodnie z założeniami zaobserowano aktywację hNOD2 przez PGN. Ciekawym była 

obserwacja, że jedna z frakcji polisacharydowych PS 7952.4 również aktywowała ten receptor 

(Rycina 27B). Badania nad receptorem hTLR4 wykazały, że żadna z badanych cząsteczek nie 

wzbudza istotnej statycznie aktywacji tego receptora (dane nie pokazane). 

 

Rycina 27 Wpływ podania wybranych antygenów powierzchniowych na aktywację receptorów hTLR2 i 

hNOD2. Badanie kolorymetryczne przy długości fali 630 nm posłużył jako wskaźnik aktywacji receptorów 

(A) hTLR2 i (B) hNOD2. Komórki stymulowano antygenami w stężeniach: 10 µg/ml dla LTA lub 

peptydoglikanu i 30 µg/ml dla polisacharydów przez 10 godzin. Jako kontrole pozytywne zastosowano ligand 

TLR2 Pam3CSK4 (1 μg/ml) i ligand NOD2 dipeptyd muramylowy (MDP; 100 ng/ml), PBS zastał 

wykorzystany jako kontrola negatywną. Eksperyment został wykonany dwukrotnie, a zamieszczone dane 

zostały przedstawione jako średnia ± SEM. Istotną różnicę między kontrolą, a próbkami obliczono za pomocą 

One-way ANOVA  



97 
 

9 DYSKUSJA 
 

Badania przedstawione w niniejszej pracy miały na celu określenie właściwości 

immunomodulujących szczepu Bifidobacterium longum spp. longum CCDM 7952, który może 

zostać potencjalne wykorzystany w terapii chorób o podłożu alergicznym. Szczep ten został 

wybrany w oparciu o badania przesiewowe dotyczące właściowości immunomodulujących ośmiu 

szczepów Bifidobacterium. Zabadono również wpływ termicznej inanktywacji na właściwości 

immunomodulujące badanych szczepów. W pierwszej kolejności scharakteryzowano profil 

cytokinowy indukowany przez poszczególne szczepy z wykorzystaniem linii komórek 

immunologicznych i nabłonkowych oraz opisano właściwości fizykochemiczne badanych 

szczepów. Spośród nich następnie wybrano Bifidobacterium longum spp. longum CCDM 7952 

(Bl 7952), którego właściowści immunomodulujące były najbardziej obiecujące. W następnym 

etapie przebadano właściowości tego szczepu in vivo wykorzystując mysi model alergii 

indukowany owoalbuminą. Ostatnim etapem badań było określenie właściwości 

immunomodulujących wybranych antygenów powierzchniowych: peptydoglikanu, kwasów 

lipotejchojowych i polisacharydów, które mogą być odpowiedzialne za obserwowany efekt 

biologiczny.  

Pierwsza definicja bakterii probiotycznych przyjmowanych w celu poprawy zdrowia 

skupiała się na wykorzystaniu tylko żywych mikroorganizmów. Z biegiem czasu wyniki badań 

wykazały jednak, że w przypadku niektórych szczepów taki sam efekt osiągany jest przy 

przyjmowaniu inaktywowanych lub zabitych bakterii (Zendeboodi et al., 2020). Wykorzystanie 

bakterii niezdolnych do podziału niesie ze sobą wiele korzyści takich jak niskie ryzyko wystąpienia 

bakteremii u osób z obniżoną odpornością, czy nabycie lekooporności (Doron and Snydman, 2015). 

Najpowszechniej wykorzystywaną techniką przy inaktywacji bakterii jest ich termiczna 

inaktywacja, która prowadzi do nieodwracalnej denaturacji białek powierzchniowych 

i cytoplazmatycznych (Mateus et al., 2018). Najniższą opisaną w literaturze temperaturą do 

termicznej inaktwywcji bakterii jest temperatura 60 oC, a inkubacja bakterii trwa około jednej 

godziny. Z kolei najwyższą stosowaną jest temperatura 121 oC w czasie 5-10 min. Metodę tę 

wykorzystuje się przy inaktywacji bakterii sporulujących (Poaty Ditengou et al., 2023). Ponato 

wyróżnia się działanie temepraturą na sucho i mokro. W pierwszej z technik, często 

wykorzystywanej w technologicznych procesach przetwarzania żywności, temparaturze 

poddawany jest suchy/zliofilizowany produkt. Powoduje to uwolnienie wolnych rodników, które 

prowadzą do denaturacji białek. Z kolei druga metoda skutkuje głównie uszkodzeniem ściany 

komórkowej (Smelt and Brul, 2014). W przypadku badań opisanych w niniejszej pracy termiczna 

inaktywacja badanych szczepów bifidobakterii prowadziła do wystąpienia zmian na powierzchni 

komórki, które pod mikroskopem elektronowych obserwowane były jako nieregularna i porowata 
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struktura. Wadą wykorzystania temperatury jako czynnika inaktywującego bakterie jest 

niemożliwość określenia konkretnej cząsteczki, która ulega zmianie/denaturacji (Cebrián et al., 

2017). Oczywiście wysoka temparatura prowadzi do denaturacji białek, jednak należy pamiętać, że 

najważniejszymi białkami, które muszą jej ulec są polimerazy oraz białka opiekuńcze ponieważ to 

one umożliwiają regeneracje komórki. Dopiero ich inaktywacja pozwala na zablokowanie syntezy 

innych białek niezbędnych komórkom do dalszego funkcjonowania (Nguyen et al., 2006). 

Do innych obserowanych zmian wywołanych wysoką temperaturą mogą należeć utrata reszt 

D-alaniny, rybitolu lub glicerolu w kwasach lipotejchojowych lub tejchojowych, jak opisano dla 

S. aureus (Hurst et al., 1975; Mackey, 2000) czy rozluźnienie struktur samego peptydoglikanu 

(Taverniti and Guglielmetti, 2011). Strukturą komórkową, która w najmniejszym stopniu ulega 

działaniu temperatury jest DNA, które jest cząsteczką termostabilną. Niemniej jednak, wolne 

rodniki, które powstają pod wpływem stresu w komórce bakteryjnej mogą prowadzić do jego 

uszkodzeń (Bruskov et al., 2002; Hayashi et al., 2021).  

Wpływ inaktywacji termicznej na właściwości fizykochemiczne szczepów zaobserowano 

zarówno przy badaniu wielkości komórek bakteryjnych jak i ich ładunku. Zmiany te są 

charakterystyczne dla danego szczepu, a nie rodzaju bakterii. W przypadku gatunku 

Bifidobacterium adolescentis, po termicznej inaktywacji szczepu Bad 372 obserwuje się wzrost 

wielkości komórki i spadek potencjału zeta, dla szczepu Bad 370 nie zoaobserowano żadnych 

zmian, a w przypadku Bad 368 zmianie uległ tylko potencjał zeta. Z kolei u szczepów B. longum 

ssp. longum widać, że oba szczepy (Bl 7952 i Bl 372) nie zmieniają potencjału zeta, jednak tylko 

w przypadku Bl 7952 wielkość komórek spada po termicznej inaktywacji. Niewiele jest jednak prac 

naukowych skupiających się na właściowościach fizykochemicznych. W większości opisywane są 

tylko różnice we właściwościach immunomodulujących między żywymi bądź inaktywowanymi 

bakteriami. W jednej z prac Baatout i współp. wykazali, że zmiany wielkości komórek są zależne 

od temperatury jaką się wykorzystuje do inaktywacji. Szczep Deinococcus radiodurans okazał się 

najbardziej wrażliwy na temperaturę,. Różnice w wielkości komórki można było obserować już 

przy wzroście temperatury z 37 oC do 45 oC. Ponadto widoczne były znaczące zmiany 

w przepuszczalności błony i jej potencjału błonowego. Odmiennie prezentował się szczep 

Ralstonia metallidurans, u którego nie zaobserwowano zmian w rozmiarach komórki nawet przy 

70 oC, pomimo iż doszło to wzrostu przepuszczalności błony i jej potencjału błonowego. 

Co ciekawe, dla szczepu Deinococcus radiodurans odnotowano, że wzost temperatury wiąże się ze 

wzrostem rozmiarów komórek, a w przypadku szczepu Shewanella oneidensis rozmiar ten spada, 

gdy temperatura rośnie powyżej 60 oC (Baatout et al., 2005). Badania nad Bacillus pumilus i jego 

sporami poddanymi działaniu pulsacyjnego pola elektrycznego, które prowadzi do śmierci bakterii, 

wykazały znaczące zmiany zachodzęce w ścianie komórkowej związane ze zwiększeniem się 

rozmiarów komórek oraz stopnia nieregularności powierzchni (Pillet et al., 2016). Podczas 

termicznej inaktywacji dochodzi również do powstawania reaktywnych form tlenu (ROS), które to 
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komórka rozkłada do niegroźnych dla niej substancji. W przypadku, gdy komórka nie może 

poradzić sobie z dużą ilością ROS, dochodzi do śmierci komórki. Obecność martwych komórek 

oraz rozpad niektórych struktur bakteryjnych tj. peptydoglikan czy uwolnienie LTA i PS mogą 

zmieniać środowisko w jakim znajdują się inaktywowane bakterie (Fu et al., 2015). Ważną rolę w 

zmianie rozmiarów komórek bakteryjnych może odgrywać również pH. Baatout i współp. wykazali 

w innej swojej pracy, że szczepy Cupriavidus metallidurans CH34 i Escherichia coli CM140 

posiadają zróżnicowaną odporność na zmiany pH. W przypadku pierwszego z nich dopiero wzrost 

pH do pH=10 skutkuje zmianą wielkości komórki, a przy pH=12 oprócz znaczącego zwiększenia 

objętości dochodzi również do zwiększenia porowatości ściany komórkowej. Z kolei E. coli CD140 

jest szczepem wrażliwym na pH. Zmiana pH o jeden stopień powoduje już wystąpienie zmian na 

jej powierzchni jak również jej rozmiaru (Baatout et al., 2007).  

Szczepy bifidobakterii oceniono pod względem przeżywalności bakterii w PBSie 

w temperaturze 4 oC. Uzyskane wyniki wskazują, że nie są one w stanie przeżyć 48 godzin w takich 

warunkach, a spadek ich ilości jest zależny od szczepu. Dla szczepów takich jak Bad 373 czy        

Ban 366 spadek ten jest nawet 100-krotny, z kolei 10-krotkny spadek obserwuje się u szczepów tj.           

Bl 7952 i Bin 369. Podobne spadki przeżywalności bakterii obserwuje się w innych badaniach 

dotyczących metod przechowywania bakterii. Wyniki wskazują, że niska temperatura (5 oC) 

i wysuszenie bakterii, tak by ilość wody w preparacie była jak najmniejsza zapewnają najlpeszą 

przeżywalność bakterii (Abe et al., 2009). 

Następnie określono właściowości immunomodulujące badanych szczepów na podstawie 

odpowiedzi cytokinowej indukowanej w wybranych liniach komórkowych. W pierwszej kolejności 

sprawdzono, czy szczepy nie prowadzą do uszkodzenia bądź zniszczenia komórek 

eukariotycznych. W tym celu wykorzystano komórki makrofagowe RAW 264.7, które są jednymi 

z najbardziej rozpowszechnionych modeli badań nad substancjami czynnymi czy bakteriami 

(Merly and Smith, 2017). Badane szczepy nie indukowały efektu cytotoksycznego oraz nie 

zwiększały zdolności komórek do proliferacji. W literaturze często można znaleźć odniesienia, 

w których szczepy Bifidobacterium lub ich metabolity skutkują drastycznym spadkiem 

przeżywalności komórek wskazując na właściwości przeciwnowotorowe. Należy jednak zwrócić 

uwagę, że dawki bakterii były znacznie większe niż te wykorzystana w obecniej pracy. 

W badaniach ludzkiej linii raka żołądka MKN1 traktowanej zabitymi termicznie szczepami 

Bifidobacterium w stężeniu 108 i 109 CFU/ml wykazano, że wyższe stężenie bakterii wywołuje 

w komórkach apoptozę (Kim et al., 2022). Podobnie, w przypadku badań nad ludzkimi 

nowotorowymi komórkami nabłonkowymi HT-29 i LS174T traktowanymi Bifidobacterium 

animalis ssp. lactis UABla-12 w ilości 109 CFU/ml obserwowano znaczący spadek ilości komórek 

obu linii (Vemuri et al., 2018). Opisywane są również wyniki wskazujące, że to metabolity 

produkowane przez bifidobakterie do pożywki hodowlanej odpowiadają za ich właściowsci 

cytotoksyczne. Wyniki stymulacji linii ludzkiego raka okrężnicy SW742 pokazały, że pożywki 
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pohodowlane szczepów takich jak B. bifidum CPFD2 i IFH47 wykazują znacznie wyższe 

właściwości cytotoksyczne niż innych szczepów bifidobakterii (Bahmani et al., 2019). Z kolei praca 

grupy Faghfoori, wskazuje, że w zależności od badanej ludzkiej linii nabłonkowej metabolity 

różnych szczepów bifidobakterii mogą wykazywać zróżnicowany efekt cytotoksyczny. Najlepsze 

właściwości do hamowania wzrostu lub uśmiercania komórek miał szczep B. animalis ssp. lactis 

PTCC1736, który we wszystkich trzech liniach (HT-29, Caco-2 i KRD/293) prowdził do spadku 

ilości komórek. W porówaniu do niego szczep B. angulatum ATCC 27535 (PTCC 1366) był 

cytotoksyczny tylko dla komórek linii Caco-2 (Faghfoori et al., 2021).  

Jedną z pierwszych reakcji na zmiany środowiska jakie zachodzą w komórkach jest 

produkcja tlenku azotu. Będąc cząsteczką efektorową ma ona krótki okres stabilności przez co 

może być wskaźnikiem lokalnej odpowiedzi immunologicznej. Szerokie właściwości tlenku azotu 

obejmują wpływ na agregację płytek krwi i leukocytów, modulacje ośrodkowego układu 

nerwowego, regulację mechanizmów immunologicznych czy motoryki jelit (Bryan and Grisham, 

2007). Wyniki oznaczenia poziomu azotynów w linii RAW 264.7 wykazały, że wszystkie 

nietraktowane szczepy bifidobakterii indukowały ich produkcję. Po termicznej inaktywacji tylko 

w przypadku szczepów Bad 368, Bad 370 i Bin 369 ich poziom nie ulega zmianie. W przypadku 

szczepów Bl 372, Bl 7952, Ban 366 i Bad 218 poziom ten znacząco spadł, a tylko w przypadku 

Bad 373 wzrósł. Azotyny są stabilnymi produktami przemiany tlenku azotu, który produkowany 

jest przez komórki pełniąc w organizmie różne ważne funkcje takie jak modulowanie poziomu 

wolnych rodników, hamowania agregacji leukocytów, oddziaływania na motorykę jelit oraz 

hamowania wzrostu komórek nowotowrowych czy mikroorganizmów (Shreshtha et al., 2018). 

Określenie czy produkowany przez komórkę NO w odpowiedzi na kontakt z mikroorganizmami 

ma działanie przeciw- czy pro-zaplane zależy od wielu składowych, w tym stężenia w jakim jest 

produkowany. Wysoki poziom NO sprzyja różnicowaniu się makrofagów o właściwościach 

cytostatycznych i cytotoksycznych (Torres et al., 2004), a gdy pojawia się w odpowiedzi na infekcję 

wirusem Denga może prowadzić do gorączki krwotocznej (Mendes-Ribeiro et al., 2008). Z kolei 

niski poziom NO częściej chroni przed apoptozą i śmiercią komórki (Shreshtha et al., 2018). 

W przypadku stymulacji niektórymi szczepami bifidobakterii komórek iBMDM obserwuje się 

spadek produkcji NO wywołany wcześniejszym podaniem LPS (Zabłocka et al., 2023). Wyniki 

podobnych badań z wykorzystaniem termicznie inaktywowanych szczepamów Lactobacillus na 

linii makrofagowej RAW 264.7 aktywowanej LPS również wskazały, że poziom indukcji produkcji 

NO zależy od użytego szczepu (Kang et al., 2021). Co ciekawe, w pracy Pipenbaher i współp. 

wykazano, że badane przez nich bifidobakterie, w przeciwieństwie do niektórych szczepów 

Lactobacillus, nie indukują wytwarzania NO przez komórki linii nabłonkowej IPEC-J2, jednakże 

są zdolne do indukcji wytwarzania NO przez komórki linii makrofagowej 3D4/21. Poziom był 

jednak zależny od szczepu. W przypadku B. bifidum DSM 20082 poziom NO pozostał zerowy, a po 

stymulacji szczepami B. bifidum DSM 20456 wzrósł o 61.04 ± 38.44% i B. bifidum DSM 20239 
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o 25.97 ± 15.74% w porówaniu do kontroli (Pipenbaher et al., 2009). Ponadto wykazano, że 

produkcja NO może zależeć również od ilości bakterii wykorzystanych do stymulacji, ich 

żywotności i obecności IFN-γ w pożywce hodowlanej. Stymulacja makrofagów 3D4/21 żywym    

B. longum Q46 w stężeniu 2 x 106 CFU prowadziła do wzorstu poziomu NO (26.32 ± 14.33%) 

w porównaniu do kontroli, jednak podanie IFN-γ do hodowli skutkowało znaczącym obniżeniem 

poziomu NO -49.61 ± 3.72%, w porównaniu do kontroli. Natomiast, gdy komórki stymulowano     

2 x 108 CFU bakterii dochodzi do spadku poziomu NO o 14.14 ± 5.53%, a z kolei w obecności 

IFN-γ obserwowano bardzo wysoki wzrost (54.37 ± 10.25%) w porównaniu do kontroli. 

W przypadku termicznie inaktywowanych bakterii stymulacja niskim stężeniem bakterii bez/z  

IFN-γ nie indukuje produkcji NO, ale przy stymulacji komórek wyższym stężeniem CFU produkcja 

NO sięgała 61.84 ± 9.33% w porównaniu do kontroli, a obecność IFN-γ nie miała wpływu na 

produkcję tlenku (Pipenbaher et al., 2009). 

Oprócz badania poziomu NO i właściwości cytotoksycznych, bifidobaktrie zostały 

scharakteryzowane pod względem właściwości immunomodulujących. Określono jakie cytokiny 

indukują badane szczepy, zarówo jako żywe i termicznie inaktywowane bakterie. Wyniki wskazują, 

że profil cytokiny badanych bakterii zależny jest od wykorzystanego szczepu oraz formy w jakiej 

były podane. Potwierdzaja to szereg opublikacji, w których również wskazują, że właściwości 

bifidobakterii zależne są od badanego szczepu oraz stężenia bakterii. Ponadto różnice obserowane 

są w zależności od wykorzystanej linii oraz modelu (Habil et al., 2011; Han et al., 2005; Lee et al., 

2021; Park et al., 1999). Uwagę po tym etapie prac zwrócił szczep Bl 7952, który podawany jako 

żywe bakterie wzbudzał produkcję takich cytokin jak IL-10, MPC-1 czy TNF-α w komórkach 

makrofagowych oraz GM-CSF w komórkach nabłonkowych. Należy pamiętać, że makrofagi 

stanowią znaczą cześć komórek immunologicznych w płucach i jelitach, pełniąc ważną rolę 

w regulacji stanu zapalnego wywołanego infekcją lub rozwojem nowotworu. Są one zróżnicowaną 

populacją, która może działać zarówno przeciw- i pro-zapalnie w zależności od sygnałów jakie 

otrzyma ze środowiska. Głównymi subpopulacjami są tu makrofagi klasyczne (określane jako M1) 

i alternatywnie aktywowane (określane jako M2). Makrofagi M1 powiazane są z odpowiedzią Th1 

i są aktywowane przez mikroorganizmy i ich antygeny oraz przez INF-γ. Z kolei M2 działają 

bardziej przeciw-zapalnie i odpowiadają za usunięcie martwych komórek, dlatego też są powiązane 

ze szlakiem Th2. Odpowiedni balans między tymi populacjami umożliwia utrzymanie wewnętrzej 

homeostazy chroniąc równocześnie przed chorobami autoimmuologicznymi (Saradna et al., 2018).  

Cytokiny IL-6 i MCP-1 produkowane przez nabłonek w odpowiedzi na obecność badanych 

nietraktowanych i termicznie inaktywowanych bifidobakterii mogą być zaangażowane w procesy 

rekrutacji makrofagów oraz ich dojrzewania (Liu et al., 2018). Co więcej, MCP-1 aktywuje szlak 

Th1 w reakcji przeciwko bakteriom umożliwiając oczyszczenie miejsca zapalnego z martwych 

komórek (Ukena et al., 2005). Nietraktowane szczepy Ban 366, Bad 368 czy Bin 369 indukowały 

znaczą produkcję obu tych alarmin, z kolei szczepy takie jak Bl 372, Ban 218 i Bad 373 
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produkowały tylko MCP-1. Tylko Bl 7952 i Bad 370 nie wzbudzały ich produkcji w komórkach 

nabłonkowych.  

W niniejszej pracy zbadano również różnice w pochłanianiu i przekazywaniu komórek 

bakteryjnych przez komórki eukariotyczne. Pomiędzy badanymi szczepami oraz w zależności czy 

są podawane jako nietraktowane czy termiczne inaktywowane widać znaczące różnice w zdolności 

komórek nabłonkowych do pochłaniania bakterii i przekazywania ich komórkom dendrytycznym. 

W przypadku większości szczepów nie obserwuje się różnic w pochałaniu bakterii. Do wyjątków 

należą Bl 7952, Bad 373 i Bin 369, gdzie ilość pochanianych bakterii po termicznej inaktywacji 

uległa znaczemu spadkowi. Inaktywacja jendak znacznie większy wpływ na przekazywanie 

bakterii między komórkami nabłonka, a komórkami rozpoznającymi antygen. U pięciu z ośmiu    

(Bl 372, Ban 366, Bad 368, Bad 373 i Bin 369) szczepów obserwuje się spadek poziomu 

przekazywania. Co ciekawe różnic nie obserwuje się w szczepie Bl 7952, u którego jak wcześniej 

wspomniano obserwowane są różnice w pochłanianiu między nietraktowanymi i termicznie 

inaktywowanymi bakteriami. Termiczna inaktywacja obniżała znacząco te możliwości. 

Do podobnych wniosków doszli Galdeano i współp., którzy podali myszom żywe i termicznie 

inaktywowane szczepy Lactobacillus w wodzie pitnej. Żywe bakterie wypływały na wiele różnych 

typów komórek u jelicie grubym i cienkim stymulując je do produkcji cytokin tj. INF-γ, IL-12,     

IL-10 czy IL-4. Inaktywowane bakterie znaleziono natomiast na powierzchni światła jelita, gdzie 

wraz z treścią pokarmową ulegały szybkiemu usunięciu z organizmu (Galdeano and Perdigón, 

2004). Termiczna inaktywacja może wpływać na skład ściany komórkowej skutkując uwolniem 

luźno związanych polisacharydowych cząsteczek. W konsekwencji te pozytywnie bądź neutralnie 

naładowe polisacharydy mogą być odpowiedzialne za wiązanie się do negatywnie naładowanych 

ścian komórek eukariotycznych i umożliwiać bakterią lepsze przyleganie (Pacyga-Prus et al., 

2023).  

Co ciekawe wyniki stymulacji komórek dendrytycznych szczepami Bifidobacterium, 

zarówno nietraktowanymi jak i termicznie inaktywowanymi wykazały znaczące różnice w ich 

właściwościach modulatorowych. W przypadku badanych szczepów widać, że indukują znacznie 

wyższy poziom IL-10 (10000 - 30000 pg/ml) niż IL-12p70 (100 - 300 pg/ml). Szczepy Ban 366, 

Bad 373 i Bin 369 indukowały najniższy poziom IL-10, podczas gdy szczepy Bl 7952, Ban 218, 

Bad 368 i Bad 370 indukowały poziom wyższy niż 25000 pg/ml. Z kolei najniższy poziom 

produkcji IL-12p70 w komórkach dendrytycznych był obserowowany po stymulacji Bl 7952, 

Ban 366, Ban 218 i Bad 370, a najwyższy dla Bl 372. 

Wysoka produkcja IL-10 w przypadku stymulacji bakteriami wykorzystywanymi 

w niniejszej pracy może wskazywać, bakterie te prowadzą do polaryzacji limfocytów w kierunku 

limfocytów Treg lub komórek regulatorowych typu 1 (Schülke, 2018). W przypadku obserwacji 

wysokiego poziomu IL-12 indukowanego mikroorganizmami dochodzi z kolei do polaryzacji Th1 

(Hamza et al., 2010). Szczepy bifidobakterii badane przez Weissa i współp. z wykorzystaniem 
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mysich komórek dendrytycznych również indukowały wysokie poziomy IL-10 i IL-12p70 (Weiss 

et al., 2011). Co ciekawe w badaniach nad wpływem sonikacji na właściwości 

immunmodulatorowe szczepów bakterii tworzących preparat VSL#3 zaobserowowano, że oba 

preparaty indukują dojrzewanie i produkcję cytokin, jednakże ich poziom jest znacząco wyższy dla 

żywych bakterii. Widać również, że przypadku tego preparatu ilość wyprodukowanej cytokiny 

IL12p70 jest znacznie wyższa niż IL-10 (Mastrangeli et al., 2009). 

W dalszym etapie badań skupiono uwagę na określeniu różnic w aktywacji receptorów 

rozpoznających wzorce. Wszystkie badane w niniejszej pracy szczepy bifidobakterii aktywowały 

receptor TLR2. Poziom aktywacji zależał jednak od badanego szczepu, wskazujac szczepy            

Bad 368, Bad 370 i Bad 373 jako te o najwięszym potencjale do aktywacji TLR2, a Ban 366 jako 

ten o najniższym. Aktywacja receptora TLR2 jest znacznie silniejsza po termicznej inaktywacji 

u większości badanych szczepów. Może to być spowodowane zmianami w strukturach ściany 

komórkowej, które pozwalają na łatwiejszy dostęp antygenów powierzchniowych do miejsca 

wiązania się z receptorem (Oliveira-Nascimento et al., 2012). W litaraturze często podawane są 

informacje, że aktywacja receptora TLR2 jest charakterystyczna dla bakterii wykazujących 

właściwości probiotyczne (Bermúdez-Brito et al., 2012). Ponadto wykazano, że receptor ten bierze 

udział w reakcji przeciwalergicznej i indukcje odpowiedź limfocytów Th1 (Fuchs and Braun, 

2008). Badania nad znanym probiotykim B. animalis ssp. lactis Bb12 wskazały, że indukuje on 

produkcję 40 różnych mikroRNA (krótko łańcuchowe częsteczki RNA regulujące ekspresję innych 

genów), z czego 15 mikroRNA powiązanych zostało z aktywacją receptora TLR2. Z analizy 

bioinfromatycznej wynika, że mikroRNA powiązane z receptorem TLR2 odpowiedzialne są za 

aktywację kompleksu NF-ƙB, biorącego udział w procesach zapalnych, regulują szereg procesów 

komórkowych, takich jak apoptoza, różnicowanie komórek oraz ich proliferację (Arenas-Padilla et 

al., 2022). Z kolei badania na ochotnikach przyjmujących inaktywoane S. aureus wykazały, że 

aktywacja receptora TLR2 u osób z alergią na HDM prowadzi do aktywacji komórek 

prezentujacych antygen, które to hamowały odpowiedź cytokinową szlaku Th2 (Taylor et al., 

2006). Większość prac skupia się ogólnie na receptorze TLR2, jednak należy pamiętać, że w 

komórce działa on jako heterodimer z receptorem TLR1 lub TLR6. Dimerowi TLR2/TLR6 

przypisuje się promowanie odpowiedzi angażującej limfocyty Treg, z kolei dimer TLR2/TLR1 

wykazuje właściwości pro-zapalne (Ren et al., 2016). Zeuthen i współp. prowadzili badania nad 

właściwościami biologicznymi bifidobakterii z wykorzystaniem komórek dendrytycznych nie 

posiadających receptora TLR2 (TLR2 -/-). Wykazali, że produkcja IL-10 znacząco spada w tych 

komórkach, a wzrasta IL-12p70. Co ciekawe w tych samych badaniach wykorzystano również 

szczepy Lactobacillus, u których takiego efektu nie zaobserwowano. Równocześnie naukowcy 

badali komórki dendrytyczne nie posiadające receptora NOD2 (NOD2 -/-) i zaobserowawali, że po 

stymulacji bifidobakteriami produkowały one znacznie mniejszy poziom IL-12p70, ale większy    

IL-10 niż normalne komórki dendrytyczne (Zeuthen et al., 2008). 
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Wyniki uzyskane ze stymulacji linii immunologicznych i nabłonkowych oraz badanie 

pochłaniania prze komórki nabłonka i przekazywania komórkom dendrytycznym bakterii 

umożliwiło opracowanie obszernego profilu immunomodulującego badanych bifidobakterii. 

Z obserwacji wynika, że właściwości oddziaływania na komórki eukariotyczne zależy od szczepu 

oraz tego czy zostały podane termicznej inaktywacji. Z ośmiu szczepów wyselekcjonowano cztery 

o zróżnicowanych właściwościach immunomodulujących oraz fizykochemicznych. W kolejnej 

części pracy porównano właściowści niektraktowanych i termicznie inaktywowanych 

bifidobakterii do hamowania odpowiedzi immunologicznej z wykorzystaniem splenocytów 

wyizolowanych z myszy uwrażliwionych na OVA. Wszystkie badane szczepy były zdolne do 

hamowania cytokin szlaku Th2 takich jak IL-4, IL-5 i IL-13. Za wyjątkiem szczepu Bl 7952 

niezdolnego do indukcji IFN-γ w splenocytach uwrażliwionych na OVA, wszystkie szczepy 

stymulowały aktywację szlaku Th1. Analizując wpływ wysokiej temperatury na właściowści 

bakterii nie stwierdzono dużych różnic w profilu cytokinowym. W literaturze dotyczacej badań 

z wykorzystaniem mysich modeli alergii można znaleźć sporo doniesień dotyczących bifidobakterii 

i laktobacilli hamujących odpowiedź Th2 przy równoczesnej indukcji szlaku Th1. Przykładowo, 

w mysim modelu alergi wywołanej podaniem OVA podanie szczepu L. casei strain Shirota 

prowadziło do spadku poziomu IL-4 i IL-5 przy równoczesnym wzroście IFN-γ, IL-2 i IL-12 

produkowanych przez splenocyty (Matsuzaki and Chin, 2000). Stymulacja splenocytów 

izolowanych z myszy uwrażliwonych na OVA szczepem Bifidobacterium BGN-4 również 

prowadziła do spadku poziomu IL-4 i wzrost IFN-γ (Kim et al., 2005). Badania z wykorzystaniem 

splenocytów z myszy uwrażliwionych alergenem pyłku Parietaria judaica (Parj) wykazały, że 

zarówno żywe jak i sonikowane bakterie wchodzące w skład preparatu VSL#3 hamują odpowiedź 

alergiczną Th2 przy równoczesnej indukcji IL-10 i IFN-γ przesuwając równowagę w kierunku 

limofcytów Treg (Mastrangeli et al., 2009). Do kolejnych etapów badań wybrano szczep Bl 7952, 

który pomimo, iż nie podwyższał IL-10 czy IFN-γ nadal obniżał poziom cytokin szlaku Th2. 

Mechanizm działania zatem może być całkowicie odmienny niż ten, który najczęściej opisywany 

jest w lietarturze. Postanowiono zatem bardziej dokładnie scharakterzyować właściwości 

immunomodulujące tego szczepu. Co więcej, Schwarzer i współp. w 2013 roku opublikowali 

badania dotyczące monokolonizacji młodych myszy germ-free szczepem Bl 7952 i wykazali, że 

szczep ten chroni przed rozwojem alergii wywołanej pyłkiem brzozy (Bet v1). Ponadto wskazali, 

że to prawdopodobnie aktywacja szlaku sygnałowego MAPK zainicjowanego aktywacją 

receptorów TLR2 i MyD88 odpowiada za właściwości tego szczepu (Schwarzer et al., 2013). 

W niniejszej pracy szczep ten przebadano w innym modelu alergii, mianowicie alergii wziewnej 

indukowanej OVA. Zbadano również wpływ inaktywacji termicznej na jego właściwości. 

Uzyskane dane wykazały, że zarówno nietraktowane czy termicznie inaktywowe bakterie Bl 7952 

łagodzą stan zapalny, jednak w zależności od statusu żywontności bakterii stopień wyciszenia 

reakcji alergicznej był różny. Badania profilu cytokinowego w serowicy krwi obwodowej 
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wykazały, że oba preparaty hamują produkcje IL-5, lecz tylko nietraktowany Bl 7952 hamuje 

dodatkowo IL-4 i IL-13. Nietraktowane bakterie prowadziły również do obniżenia poziomu IL-10 

oraz IL-6. Z kolei w grupie myszy przyjmującej termicznie inaktywowany Bl 7952 poziomy obu 

tych cytokin były zbliżone do poziomu grupy kontrolnej otrzymującej PBS. Badanie poziomu 

przeciwciał w surowicy krwi obwodowej wskazało, że w grupie przyjmującej nietraktowane 

bakterie poziom OVA-specyficznych przeciwciał IgE, IgG1 i IgG2 spadł. Tak znaczych zmian nie 

obserwuje się w grupie przyjmującej termicznie inaktywowany Bl 7952, gdzie obniżeniu uległ 

poziom jedynie przeciwciał IgG2 specyficznych dla OVA. Brak różnic w poziomie przeciwciał nie 

musi jednak świadczyć o braku skuteczności. Jak wykazały badania nad donosowym podaniem 

L. rhamnosus GG w mysim modelu alergii na pyłek brzozy, poziomy przeciwciał skierownych 

przeciw pyłkowi nie spadły, niemniej jednak L. rhamnosus GG skutecznie hamował reakcję 

alergiczną (Spacova et al., 2019, 2020).  

W obu grupach badawczych tj. UN Bl 7952 oraz HT Bl 7952 nie obserwuje się zmian 

w poziomie całkowitych IgA. Dalsze badania wykazały, że dochodzi jednak do wzrostu poziomu 

przeciwciał IgA, które były specyficzne dla samych bakterii. Należy podkreślić, że przeciwicała te 

rozpoznawały jedynie nietraktowane bakterie. Może to oznaczać, że w skutek działania temperatury 

część antygenów powierzchniowych uległa zmianie, skutkując dezaktywację epitopów 

rozpoznawanych przez limfocytów B i tym samym brak produkcji przeciwciał IgA (Golias et al., 

2012). Wydzielnicze IgA (sIgA) pełnią istotną funkcję w procesach zapewnienia homeostazy 

i tolerancji na powierzchni błon śluzowych. Biorą udział w opsonizacji i neutralizacji patogenów 

i toksyn (Corthésy, 2013; Smeekens et al., 2021). Zauważono, że IgA specyficzne dla glikanów 

mikrobioty jelitowej są obecne u zdrowych myszy, co może wskazywać, że przeciwciała te są 

niezbędne do prawidłowego funkcjonowania śluzówki (Bello-Gil et al., 2019). Niski poziom 

przeciwciał IgA powiązany został z brakiem dojrzewania układu immunologicznego (Kubinak et 

al., 2015), co zwiększa prawdopodobieństwo rozwoju astmy i alergii (Dzidic et al., 2017; Kim et 

al., 2017). Co ciekawe, jak wynika z badań Li i współp. nie wszystkie bakterie posiadają 

umiejętność indukcji przeciwciał IgA. Z pięciu badanych szczepów bakteryjnych tylko trzy szczepy 

z rodzaju L. casei indukowały produkcję tych przeciwciał w mysim modelu astmy wywołanej 

roztoczami kurzu domowego (Li et al., 2020). W niniejszej pracy, układ oddechowy jest głównym 

miejscem, gdzie dochodzi do rozwoju reakcji alergicznej wywołanej podaniem OVA. W obu 

grupach badawczych tj. UN Bl 7952 oraz HT Bl 7952 zaobserwowano duży spadek ilości eozynofili 

w płucach jednak w przypadku grupy traktowanej termicznie inaktywowanym szczepem 

zauważono wzrost liczby neutrofili i makrofagów. Podobne wyniki uzyskano dla szczepu B. breve 

MRx0004, którego terapeutyczne i profilaktyczne wykorzystanie badano w modelu mysiej astmy 

wywołanej HDM. Szczep ten oprócz zmniejszenia ilości eozynofili w płucach równocześnie 

zwiększajał liczbę makrofagów (Raftis et al., 2018). Wyniki analizy popołuczyn oskrzelowo-

pęcherzykowych wskazują, że zarówno UN Bl 7952 jak i HT Bl 7952 obniża poziom cytokin IL-4 
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i IL-5. W obu grupach spada również poziom IL-6, ale jest on bardziej znaczący w grupie 

przyjmującej nietraktowany Bl 7952. Interesujące wyniki uzyskano w przypadku IL-10 i IL-17A. 

Grupa myszy przyjmująca nietraktowane Bl 7952 miała podwyższony poziom obu tych cytokin, 

z kolei grupa przyjmująca termicznie inaktywowane bakterie charakteryzowała się jedynie 

podniesionym poziomem IL-17A. IL-10 pełni rolę cytokiny immunosupresorowej wpływając na 

szlak limfocytów Treg (Akdis and Akdis, 2014). Bardzo interesującą cytokiną jest IL-17A, której 

udział w odpowiedzi alergnicznej powszechnie wiązany był z pogorszeniem reakcji zapalnej. 

U pacjentów z astmą poziom zarówno IL-17A i IL-17F jest podniesiony, a ich ilość jest 

skorelowana ze stopniem choroby oraz steroidoopornością (Al-Ramli et al., 2009; Östling et al., 

2019). Wysoki poziom IL-17A i IFN-γ zaobserowano u pacjentów z steroidooporną astmą 

(Chambers et al., 2015). Cytokina te należy do szlaku limocytów Th17 i ILC3 odpowiedzialnych 

za utrzymanie równowagi, dojrzewanie struktur układu limfoatycznego oraz ściąganie neutrofili do 

miejsca zapalenia. Główną rolą obu szlaków jest usunięcie pasożytów (Zeng et al., 2019). Badania 

in vitro wykazayły, że IL-17 mie ma wpływu na fukncjowanie komórek kubkowych 

i migawkowych, jednak może wpływać na produkcję śluzu poprzez indukcję genów MUC5B (Jiao 

et al., 2016). Współzależności między Th2 i Th17 są skomplikowane i nie jest jasne jak IL-17A 

może działać hamująco na rozwój reakcji szlaku Th2 (Choy et al., 2015; Newcomb et al., 2013). 

Co ciekawe, badania Ajendra i współp. wykazały jednak, że właściwości IL-17A mogą zależeć od 

środowiska w jakim się znajduje. Wskazywałoby to, że należy ona do białek plejotropowych tzw. 

„moonlight proteins”, które są cząsteczkami plastycznymi, a ich właściwości mogą ulegać zmianie. 

W badanich na myszach, w początkowym etapie aktywacji szlaku Th2 w płucach wywołanej 

infekcją pasożytniczą, IL-17A promowała szlak Th2 poprzez hamowanie produkcji IFN-γ. Z kolei 

w trakcie trwania infekcji, gdy poziom cytokin szlaku Th2 był wysoki, IL-17A działała 

immunosupresorowo i obniżała poziom IL-13, IL-5 i IL-4 (Ajendra et al., 2020). Co ciekawe 

badania nad Bordetella pseudohinzii, mikroorganizmem naturalnie występującym w mysim 

mikrobiomie układu oddechowego wykazały, że bakteria ta indukuje IL-17A zwiększając ilość 

limofcytów Th17. Równocześnie zaobserowano zwiększoną liczbę limfocytów T regulatorowych. 

Wyniki te jednak zaobserowano tylko w przypadku podania myszom żywych bakterii, a nie 

inaktywowanych termicznie. Wykazano, że podanie żywych B. pseudohinzii prowadzi do spadeku 

ilości eozynofili oraz ekspresji genów cytokin szlaku Th2 (Jaeger et al., 2020). Wcześniej 

wspomniano, że szlak Th17 powiązany jest ze zwiększoną liczbą neutrofili w miejscu zapalenia. 

W badaniach przedstawionych w niniejszej pracy zauważono, że poziom neutrofili wzrasta jedynie 

po podaniu termicznie inaktywowany Bl 7952. Poziom IL-17A w tej grupie jest wyższy niż 

w grupie kontrolnej, ale niższy niż w przypadku myszy, którym podano nietraktownane Bl 7952.  

  W obu badanych grupach oprócz obniżonego poziomu cytokin szlaku Th2, obserwowano 

niższy poziom OVA-specyficznych przeciwciał IgE w BALF. U myszy przyjmujących 

nietraktowany Bl 7952 zaobserowano ponadto podniesiony poziom całkowitych przeciwciał IgA 
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przy równoczesnym braku różnic w poziomie OVA-specyficznych IgA przeciwciał. Wzrost ten był 

ponowanie spowodowany obecnością przeciwciał IgA, które były specyficzne dla samych bakterii. 

  W ostatnim etapie pracy skupiono się na izolacji, oczyszczeniu i ocenie właściwości 

immunomodulujących antygenów powierzchniowych Bl 7952. Identyfikacja cząsteki efektorowej 

pozwoliłaby na dokładniejsze poznanie miechnizmów działania badanej bakterii. Należy pamiętać, 

że bakterie dostosowują się do śrowiska w którym się znajdują. Skutkuje to zmianami w składzie 

ściany komórkowej bakterii, a tym samym może być powodem rozbieżności między badaniami 

prowadzonymi w laboratorium, a wykonywanymi na ludziach (Abbad Andaloussi et al., 1995; Dörr 

et al., 2019). Szczególną uwagę zwróciły następujące antygeny: PGN, LTA i PS, które to często 

opisywane są jako cząsteczki efektorowe w reakcjach immmunologicznych (Gao et al., 2022; 

Pyclik et al., 2020). Najlepiej opisanymi w literaturze antygenami bifidobacterii są polisacharydy. 

Zmiana stężenia lub usunięcie pojedynczego składnika w środowisku zewnętrznym lub pożywce 

hodowlanej może spowodować zmiany zarówno w ilości produkowanego PS jak i jego składzie. 

W przypadku usunięcia ekstraktu wołowego z MRS obserwuje się spadek ilości polisacharydów 

bifidobakterii w porównaniu do MRS zawierającego ekstrakt ale nie zawierającego ekstraktu 

drożdżowego albo peptonu (Ferrari et al., 2022). Taka zmienność umożliwia EPS wiązanie 

cząsteczki do antygenów bakterii patogennych ograniczając ich wiązanie do śluzu komórek 

gospodarza, co pomaga w przywróceniu integralności membrany, czy wpływa na właściwości 

adhezyjne bakterii (Oerlemans et al., 2021). LTA odgrywa często rolę kotwicy, która umożliwia 

patogennym bakteriom tj. S. aureus czy S. pneumoniae kolonizację gospodarza. Dodatkowo 

umożliwia bakterii manipulować ładunkiem na powierzchni komórki, co wpływa na tolerancję lub 

oporność na środki przeciwdrobnoustrojowe (Wu et al., 2021). Z kolei PGN jest cząsteczką 

najmniej zróżnicowaną chemicznie (Wolf and Underhill, 2018b). 

W badaniach in vitro z wykorzystaniem wybranych linii komórkowych i pierwotnych 

stymulowanych antygenami widać, że głównymi cząsteczkami immunomodulującymi są frakcje 

polisacharydowe. Ich wpływ zaobserowano zarówno w komórkach nabłonkowych oraz naiwnych 

komórkach dendrytycznych i splenocytach. Polisacharydy są najobszerniej opisaną grupą 

antygenów bifidobakterii pod względem właściwości immunomodulujących. BAP1 

z B. adolescentis CCDM 368 hamuje produkcje cytokin szlaku Th2 przy równoczesnej indukcji 

IFN-γ w splenocytach myszy uwrażliwionych na OVA (Pacyga-Prus et al., 2023). A PS z B. bifidum 

PRI1 indukuje w myszach GF produkcję limfocytów Treg (Verma et al., 2018b). Z kolei EPS 

z B. longum 35624 reguluje aktywację szlaku Th17 w modelach mysiego zapalnenia jelit 

i uwrażliwienia na OVA (Schiavi et al., 2016). Co ciekawe wyniki z komórek nabłonkowych 

wskazują, że PGN również może w pewnym stopniu wpływać na odpowiedź immunologiczną 

komórek.  

Komórka bakteryjna jest złożnoną strukturą, która na swojej powierzchni posiada szereg 

antygenów umożliwiających jej zasiedlanie środowiska, pobieranie i przekazywanie cząsteczek 
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oraz ochronę przed czynnikami zewnętrznymi. Niektóre z antygenów tj. polisacharydy czy kwasy 

lipotejchojowe mogą ulegać modyfikacjom w zależności od środowiska w jakim bakterie się 

znajdują, inne takie jak peptydoglikan są bardziej konserwatywnymi strukturami (Pyclik et al., 

2020). Podsumowując, badane antygeny wykazują się właściwościami immunomodulujących 

w badanych modelach. 
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10  WNIOSKI 
 

• Wykazano, że właściwości immunomodulujące in vitro badanych szczepów bifidobaterii 

zależą od szczepu oraz żywotności bakerii. 

• Donosowe podanie nietraktowanych Bl 7952 łagodzi rekację alergiczną wywołaną 

podaniem OVA (Rycina 28). 

• Inaktywacja bakterii wysoką temperaturą zmniejsza zdolnośc Bl 7952 do łagodzenia 

reakcji alergicznej w mysim modelu alergii na OVA (Rycina 28). 

• Wyniki badań na antygenach powierzchniowych mogą sugerować, że właściwości Bl 7952 

stanowią sumę właściwości antygenów występujących na jej powierzchni, dlatego też 

zastąpienie całej bakterii pojedycznym antygenem w tym przypadku nie jest możliwe.  

 

Rycina 28 Graficzne przedstawienie działania B. longum ssp. longum CCD 7952 w mysim modelu 

uwrażliwienia na OVA (Biorender.com)  
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niebieskie słupki), inaktywowane (HT Bl 7952/OVA, pomarańczowe słupki) bakterie lub 

PBS (PBS/OVA, czarne słupki). Poziom cytokin oznaczono z wykorzystaniem Luminexu 
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oznaczono z wykorzystaniem Luminexu 2000 (BioRad, USA). Wartości są wyrażone jako 
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poddane ocenione histopatologicznej przez dwóch niezależnych ekspertów. (C) Zliczono 
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asparaginy oraz sposób ich wytwarzania 
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2. M. Soroka, M. Pyclik, R. Wal, K. Gębala; P406275; 2013-11-27; Chiralne poliamfolity 

pochodne kwasu dimetylofosfinowego, polialkilenopoliamin i leucyny, izoleucyny lub 

norleucyny oraz sposób jej wytwarzania 

3. M. Soroka, M. Pyclik, R. Wal, K. Gębala; P406273; 2013-11-27; Chiralne poliamfolity 

pochodne kwasu dimetylofosfinowego, polialkilenopoliamin i glutaminy oraz sposób 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  Kuźnia Młodych Talentów, prezentacja ustna: Czy Bifidobacterium 

może nam pomóc w leczeniu alergii?, Jabłonna 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 młodych naukowców 2018”, prezentacja 

ustna: Identyfikacja epitopu czynnika elongacji Tu izolowanego ze Streptococcus 

agalactiae z wykorzystaniem ludzkich przeciwciał krwi pępowinowej, Uniwersytet 

Wrocławski 
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26 - 27.04.2018  Konferencja Combinat, prezentacja ustna: Wykorzystanie modelu 

matematycznego do analizy przeżywalności Bifidobacterium w układzie pokarmowym 

człowieka, Politechnika Wrocławska 

04 - 05.03.2017  Konferencja Combinat, prezentacja ustna: Wykorzystanie modelu 

molekularnego do monitorowania przebiegu reakcji syntezy peptydów na podłożu stałym, 

Politechnika Wrocławska 

 

Udział w realizacji projektów badawczych: 

 

PRELUDIUM UMO- 2019/33/N/NZ7/02294 (NCN): Donosowe podanie probiotyków 

opracowanie modelu in vitro alergicznego zapalenia błony śluzowej nosa oraz ocena potencjału 

zastosowania szczepów probiotycznych w jego zapobieganiu i leczeniu  

 

Kierownik: mgr. inż. 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 Górska, prof. IITD PAN 

Okres trwania: 01.2019 - 12.2021 

 

SONATA BIS UMO-2017/26/E/NZ7/01202 (NCN): Określenie struktury składników ściany 

komórkowej wybranych szczepów bakterii z rodzaju Bifidobacterium i ich rola w rozwoju chorób 

o podłożu alergicznym 

 

Kierownik: dr hab. Sabina Górska, prof. IITD PAN 

Okres trwania: 12.2018- 11.2023 

 

OPUS UMO-2013/09/B/NZ6/00801 (NCN): Charakterystyka immunogennych białek 

Streptococcus agalactiae wraz z identyfikacją epitopu rozpoznawanego przez przeciwciała 

ochronne krwi pępowinowej. 

 

Kierownik: dr hab. Sabina Górska, prof. IITD PAN 

Okres trwania: 10.2015 - 03.2017 
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Staże 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 Ośrodek Wiodący): Laboratorium 

Gnotobiologii, Instytut Mikrobiologii Czeskiej Akademii Nauk, Novy 

Hradek 

 

Nagrody i wyróżnienia: 

06.05.2022  Stypendium 2022 AAI Trainee Abstract Award (Portland 2022) 

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

Poland 

11.2021 Wyróżnienie w studenckim programie stypendialnym Prezydenta Miasta 

Wrocławia dla doktorantów 

10.2020 - 07.2021  Stypendium Dyrektora dla najlepszych doktorantów 

10.2018 - 07.2019  Stypendium Dyrektora dla najlepszych doktorantów 


