2. Streszczenie

Oddychanie, jako jeden z podstawowych procesow fizjologicznych, umozliwia organizmom
przezycie. Jednakze, kazdego dnia drogi oddechowe narazone s na dziatanie milionéw bodzcow
tj. alergeny, bakterie, grzyby, wirusy czy zanieczyszczenia powietrza. Komorki odpornosciowe
organizmu warunkuja wiasciwg odpowiedZz na te czynniki (1). Utrzymuja one optymalne
funkcjonowanie naszego organizmu w ciagle zmieniajacych si¢ warunkach zewnetrznych,
utrzymujac stan roéwnowagi organizmu zwany homeostaza. Zaburzenie homeostazy drog
oddechowych prowadzi do rozwoju stanu zapalnego jakimi sga np. alergie. Termin ,alergia”
obejmuje trzy najczestsze choroby alergiczne: alergiczny niezyt nosa (AR), alergie pokarmowa
(FA) i astme. Alergie charakteryzujg si¢ reakcjami nadwrazliwosci na nieszkodliwe dla organizmu
czasteczki. Wedtug Swiatowej Organizacji Alergii (WAO) AR dotyczy okoto 40% $wiatowej
populacji, a astma okoto 334 milionéw ludzi na calym $wiecie (2). Obie choroby moga by¢
wywotane podobnymi czynnikami jakimi sa pytki, roztocza kurzu domowego, plesnie lub
wdychane biatka wystepujace w zywnosci. Jednakze, na poczatku XX wieku zostat zaobserwowany
korzystny wptyw mikroorganizméw na organizm ludzki (3). Probiotyki aktualnie sg powszechnie
stosowane przy antybiotykoterapii w celu uzupetnienia mikroflory bakteryjnej jelit i zapobiegania
przerostu bakterii chorobotworczych, a ich korzystny wptyw na wiele chorob jest niepodwazalny
(4). Bakterie probiotyczne maja zdolno$¢ tagodzenia objawédw alergii sezonowych poprzez
dziatanie na rozne szlaki sygnatowe i odpowiedzi komérkowe istotne w rozwoju reakcji alergiczne;.

Przedstawiona praca doktorska skupia si¢ na odkryciu przeciwalergicznych wlasciwosci
szczepu Bifidobacterium adolescentis CCDM 370 (B.370) oraz antygenu powierzchniowego, ktory
odpowiada za te funkcje. W celu doktadnego okreslenia wiasciwosci B.370 wyizolowano jego
antygeny powierzchniowe: polisacharydy, peptydoglikan oraz biatka powierzchniowe i okreslono
ich potencjat przeciwalergiczny poprzez badanie poziomu cytokin produkowanych przez
splenocyty izolowane z uwrazliwianych na owoalbumine myszy. Na podstawie wynikow wybrano
biatka powierzchniowe jako antygen powierzchniowy o najlepszych wlasciwo$ciach
przeciwalergicznych, najmocniej hamujacy produkcje cytokin szlaku T2. Dla wyizolowanych
antygenow scharakteryzowano rowniez receptory odpowiadajace za ich rozpoznawanie i odkryto,
ze peptydoglikan rozpoznawany jest przez receptory NOD2 i TLR2, natomiast polisacharydy oraz
biatka powierzchniowe aktywuja receptor TLR2.

W kolejnym etapie zbadano wiasciwosci biatek powierzchniowych B.370 w mysich modelach,
w celu opisania ich wlasciwosci. Mysi model alergii na owoalbuming pokazat, ze biatka B.370 maja
zdolno$¢ hamowania alergii w porownaniu z grupg myszy uczulonych poprzez zmniejszanie ilosci
komorek w BALF, w tym zmniejszanie iloSci eozynofilii. Biatka B.370 tagodzity rowniez stan
zapalny w tkankach ptuc, okre§lony na podstawie badania skrawkdw histologicznych oraz obnizaty

produkcj¢ IL-5 w komorkach pluc, czyli cytokiny szlaku T2. Dodatkowo, wyniki dotyczace
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wydzielania cytokin przez splenocyty izolowane od myszy uczulonych na OV A oraz traktowanych
biatkami B.370 wskazaty na przeciwalergiczne wlasciwosci biatek B.370, ktore zmniejszaty ilos¢
produkowanej cytokiny IL-13, ktora zaliczana jest do cytokin szlaku T2. W drugim modelu mysim,
myszy wolnych od patogendow tzw. germ free, pokazano wzgledna neutralno$¢ biatek B.370 na
rozwoj uktadu odpornos$ciowego myszy. Podawanie myszom wolnym od patogenéw biatek B.370
nie wplywato na ilos¢ komoérek w plucach oraz nie miato wptywu na obraz histologiczny skrawkow
ptuc. Dodatkowo nie wzmagato produkcji cytokin i chemokin prozapalnych z komérek ptuc,
jedynie powodujac wzrost produkcji IL-12p70, ktora indukuje roznicowanie limfocytow Thl oraz
stymuluje rowniez wydzielanie IFN-y prowadzac do modulacji odpowiedzi immunologicznej.
Podawanie biatek B.370 okazato si¢ by¢ wzglednie neutralne rowniez dla splenocytow
izolowanych od myszy, w ktorych biatka B.370 powodowaly jedynie wzrost cytokin IL-6 oraz
TNF-a, kluczowych dla prawidtowego réznicowania naiwnych limfocytow T, przeksztatcania
monocytéw w makrofagi oraz regulacji prawidtowej odpowiedzi uktadu odpornosciowego. Biatka
B.370 zwigkszaty rowniez poziomy chemokin CCL5 oraz CCL3, zwigzanych z rekrutacja komorek
uktadu immunologicznego.

W celu okreslenia mechanizmu poprzez ktéry biatka B.370 hamuja alergi¢, przeprowadzono
badania z uzyciem modelu aktywacji inflamasomu NLRP3 w linii komorkowej THP-1. Inflamasom
NLRP3 odgrywa kluczowa role w rozwoju choréb uktadu oddechowego o podtozu zapalnym,
takich jak alergiczny niezyt nosa, astma alergiczna i POChP, i znacznie zaostrza rozwdj tych
choréb. Jest to wielobiatkowy kompleks aktywujacy kaspaze-1, ktora aktywuje interleukiny IL-1
i IL-18 prowadzac do ich uwalniania. Wyniki z tego doswiadczenia pokazaty, ze biatka B.370 nie
hamuja alergii poprzez dezaktywacj¢ inflamasomu NLRP3 i nie maja wplywu na jego szlak
aktywacji. Natomiast wykazano, ze zywe bakterie Bifidobacterium adolescentis CCDM 370 maja
zdolno$¢ tagodzenia alergii poprzez hamowanie aktywacji inflamasomu NLRP3. Zywe bakterie
B. adolescentis CCDM 370 maja zdolno$¢ hamowania ekspresji kaspazy-1, oraz wptywaja na
zmniejszenia produkcji biatka IL-1p oraz jego wydzielania. Wptywajg one tym samym na kluczowe
elementy szlaku inflamasomu NLRP3, hamujgc jego aktywacj¢ i prowadzac do tagodzenia
objawow alergii.

Wyniki przedstawione w tej pracy potwierdzaja probiotyczne dziatanie szczepu
Bifidobacterium adolescentis CCDM 370 oraz jego antyalergiczne wiasciwosci. Co wiecej,
wskazuja, ze to biatka powierzchniowe B.370 odpowiadaja za cze$¢ tych wiasciwosci. Wyniki te
stanowig podstawe¢ do dalszych badan nad opracowaniem preparatow przeciwalergicznych
opartych o antygeny powierzchniowe. Badania nad wptywem biatek powierzchniowych B.370 na
tagodzenie objawow alergii wymagaja jednakze dalszych eksperymentow tj. okreSlenie
konkretnego biatka, ktore odpowiada za whasciwosci przeciwalergiczne szczepu oraz poszukiwanie

mechanizmu lezacego u podstaw obserwowanych wiasciwosci.
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