Wplyw bakterii kwasu mlekowego na reakcje odpornosciowe indukowane przez H.

pylori na modelu komérek jednojadrzastych krwi obwodowej

STRESZCZENIE

Generalnie, reakcje odpornosciowe indukowane przez H. pylori wykazuja dzialania
tolerogenne, sprzyjajace przetrwaniu infekcji przy jednoczesnym utrzymywaniu si¢ szeregu
reaktywnosci prozapalnych zaréwno lokalnych jak i systemowych. Przypuszcza sig, ze
znaczacg rolg w kontrolowaniu profilu reakcji odpornosciowych na zakazenie H. pylori
odgrywa mikroflora jelitowa, w tym pateczki kwasu mlekowego — lactobacilli (LAB).
Roézne szezepy LAB kolonizujg blong sluzowa zotadka, zmniejszaja poziom kolonizacji H.
pylori oraz modulujg reakcje odpornosciowe indukowane H. pylori. Probiotyki, w tym
niektére szczepy LAB zwigkszaja skutecznos¢ klasycznej terapii eradykacyjnej poprzez
indukowanie bardziej protekeyjnych reakcji odpornosciowych, sprzyjajacych eliminacji
infekcji i przy jednoczesnym lagodzeniu patogennych reaktywnosci prozapalnych.
Mechanizmy modulacji przez bakterie probiotyczne reakcji odpornosciowych indukowanych
przez pateczki H. pylori pozostajg niewyjasnione.

W pracy wykorzystano model badawczy, w ktérym oceniano profil reaktywnosci
komorek jednojadrzastych krwi obwodowej (PBMC) zdrowych dawcéw krwi. Populacja
PBMC zawiera okoto 80% limfocytéw i 20% monocytow. Limfocyty populacji PBMC
wykazuja reaktywnos¢ wobec antygenéw mikroflory jelitowej, w tym H. pylori i LAB stad
mozliwe jest okreSlenie wzajemnego wplywu tych bakterii na wybrane parametry
odpornosciowe in vifro.

Okreslano reaktywnos¢ PBMC w odpowiedzi na stymulacje przez a) paleczki H. pylori
(szczep Cagt), b) L. plantarum szczep 0862 (antagonistyczny wzgledem H.pylori) oraz L.
plantarum szczep 0864 (nieantagonistyczny wobec H. pylori), ¢) mieszaning trzech szczepéw
LAB pod postacig preparatu probiotycznego (TRILAC), antagonistycznego wobec H. pylori,
d) pateczki H. pylori w kombinacji z w/wymienionymi szciepami LAB.

Badania prowadzono w hodowlach 7-dniowych, (odpowiedz swoista limfocytow T na
antygeny mikroflory), oraz w hodowlach 3-dniowych, (poliklonalna aktywacja limfocytéw T
stymulowanych via receptor CD3.

Okreslano nastepujace parametry odpowiedzi immunologicznej: a) proliferacja PBMC
(oceniana technikg inkorporacji trytowanej tymidyny), b) proliferacja subpopulacji
limfocytéw T (CD4+, CD8+) oraz limfocytow B (CD19+), technikg cytometryczng, c) profil



syntezy cytokin (IL-12p40, IL-12p70, IL-23, IL-27, IL-10, TNF-a, IFN-y) w nadsaczach z
hodowli komérkowych, technikg immunoenzymatyczng ELISA.

W populacji PBMC indukowanych przeciwciatami anty-CD3 analizowano wptyw H.
pylori, LAB oraz LAB/H. pylori na: poziom apoptozy PBMC, b) profil ekspresji receptoréw
monocytarnych uczestniczacych w procesie prezentacji antygenéw limfocytom T (HLA-DR,
CD80, CD86, CD40, CD54), c) poziom limfocytow Treg. Wszystkie te oznaczenia
wykonywano technika cytometrii przeptywowe;j.

Badane szczepy LAB, palteczki H. pylori oraz H. pylori w kombinacji z LAB nie
roznily si¢ znaczaco w zakresie indukcji proliferacji swoistej w hodowlach 7-dniowych.
Badane szczepy LAB nie zmieniaty takze znaczaco proliferacji indukowanej przez pateczki
H. pylori.

Przeciwnie, pateczki H. pylori, szczepy LAB oraz szczepy LAB w kombinacji z H.
pylori silnie blokowaly proliferacj¢ nieswoista limfocytow, stymulowanych przeciwciatami
anty-CD3. Najsilniejszy efekt supresyjny indukowany byt przez kombinacje H. pylori ze
szczepem nieantagonistycznym L. plantarum szczep 0864, a najslabszy z preparatem
probiotycznym TRILAC. Supresja proliferacji dotyczyta limfocytéw T CD4+, a w przypadku
H. pylori, L. plantarum szczep 0864 i kombinacji H. pylori ze szczepami L. plantarum,
rowniez limfocytéw T cytotoksycznych (CD8+). Supresja proliferacji zwigzana byla ze
spadkiem ekspresji szeregu czasteczek adhezyjnych i kostymulacyjnych monocytow,
zaangazowanych w przekazywaniu sygnatu II aktywacji limfocytéw T, lecz nie ze wzrostem
populacji limfocytow Treg lub apoptozg komorek.

Badane szczepy LAB oraz pateczki H. pylori indukowaly silng odpowiedz cytokinowa
w populacji PBMC. Generalnie, LAB jako szczepy Gram-dodatnie indukowaty wysoki
poziom IFN-y oraz IL-12p40, lecz relatywnie niski poziom IL-iO, z wyjatkiem preparatu
TRILAC ktéry byl silnym stymulatorem tej cytokiny.

Przeciwnie, H. pylori jako bakteria Gram-ujemna indukowata nizszy poziom IL-12p40
oraz IFN-y lecz wysoki IL-10 w poréwnaniu do stosowanych szczepéw LAB (z wyijatkiem
preparatu TRILAC). Najbardziej charakterystycznym efektem kombinacji H. pylori oraz
szczepdbw LAB w uktadzie odpowiedzi swoistej ’bylo zmniejszanie indukowanej LAB
produkcji IL-12p40, przy wzroscie produkcji IL-10. Efekt ten byt najstabszy w kombinacji
H. pylori /TRILAC. .

Generalnie, uzyskane wyniki wskazuja, ze bakterie kwasu mlekowego wptywaja
zdecydowanie na profil reakcji odpornosciowych indukowanych H. pylori, zwhaszcza w

zakresie cytokin istotnych w procesie eliminacji infekcji, tj. IL-12p40, IFN-y (zwiekszaja



komorkowe reakcje cytotoksyczne i efektywnosé fagocytozy) przy jednoczesnym

utrzymywaniu odpowiedniego poziomu cytokin przeciwzapalnych takich jak IL-10.
Klasyczne probiotyki (tutaj preparat TRILAC) znaczaco zmniejszajg tolerogenne

dziatania H. pylori poniewaz ograniczajg hamowanie produkcji IFN-y oraz IL-12p40) przy

jednoczesnym utrzymywaniu aktywnosci przeciwzapalnych (IL-10 oraz IL-27).
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