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Streszczenie

Zastosowanie nowoczesnych narzedzi badawczych w identyfikacji drob-
noustrojow, w tym sekwencjonowanie nowej generacji (ang. nextgene-
rationsequencing), umozliwito analize ztozonych zaleznosci ukazujacych
potencjalne znaczenie mikrobiomu przewodu pokarmowego, skory
i uktadu oddechowego w rozwoju zapalenia alergicznego i choréb aler-
gicznych. Celem niniejszej pracy jest przeglad najnowszych informacji,
dotyczacych wplywu mikrobioty na regulacje odpowiedzi immunolo-
gicznej, ze szczegdlnym uwzglednieniem mechanizméw T2-zaleznych
w odniesieniu do rozwoju choréb alergicznych i astmy.

Stowa kluczowe: mikrobiom, alergia, odpowiedz immunologiczna
typu T2, astma

Summary

The use of novel research tools in microbial identification, including
next generation sequencing, has enabled the analysis of complex re-
lationships showing the potential importance of the gastrointestinal,
skin and respiratory microbiome in the development of allergic inflam-
mation and allergic diseases. The purpose of this work is to review the
latest information on the effect of microbiota on the regulation of the
immune response with particular emphasis on T2-dependent mecha-
nisms in relation to the development of allergic diseases and asthma.
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Wykaz skrotow:

FOXP3 - forkheadbox P3
IgE — Immunolgobulina E
IL-4 — Interleukina-4

ILC3 - innatelymphoidcells 3, wrodzone komérki limfoi-
dalne 3

Mikrobom, czyli fizjologiczna mikroflora organizmu
cztowieka, stanowi zasadniczy element dla prawidtowego
ksztattowania i funkcjonowania uktadu odpornosciowego
przez cate zycie cztowieka. W jego sktad, zalezny od m.in.
rodzaju porodu, sposobu karmienia noworodka i niemow-
lecia, diety w ciagu catego zycia, réznorodnosci biologicz-
nej w domu i w otaczajacym srodowisku, wchodza mikro-
organizmy obejmujace bakterie, grzyby i wirusy, wtacznie
z bakteriofagami. Liczba drobnoustrojow zasiedlajacych
organizm moze przewyzszac liczbe komorek budujacych
ciato cztowieka [1]. Bytujac w jelitach, na skoérze i w dro-

Komorki T2 — komérki T helper
TLR - Toll-like receptors
Treg — komérki T regulatorowe

gach oddechowych, mikroorganizmy te oddziatuja miedzy
soba; tworza tez sie¢ skomplikowanych interakcji z komér-
kami i tkankami gospodarza [2, 3].

Zmiany w otoczeniu, pordéd droga ciecia cesarskiego,
antybiotykoterapia czy niewtasciwe odzywianie moga
przyczynic sie do stanu dysbiozy, polegajacej na nieprawi-
dtowosciach jakosciowych i ilosciowych w sktadzie mikro-
biomu, i jego metabolicznej aktywnosci, prowadzacych do
zaburzen w relacjach z organizmem gospodarza i moga-
cych mie¢ negatywny wptyw na stan homeostazy immuno-
logicznej [3, 4]. Co wiecej, niska réznorodnos¢ mikrobioty,
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a czasem brak obecnosci okreslonych gatunkéw bakterii,
szczegOlnie na wczesnym etapie rozwoju uktadu odpor-
nosciowego u dzieci, moze w zyciu dorostym negatywnie
wptywac na odpornosciowe mechanizmy regulacyjne i nie-
wilasciwie ksztattowac status tolerancji immunologicznej,
prowadzac w konsekwencji do rozwoju choréb przewle-
ktych o podtozu zapalnym, w tym alergii i astmy oskrzelo-
wej, we wspodtczesnych populacjach, szczegdlnie zamiesz-
kujacych kraje wysoko rozwiniete [5, 6, 7].

Celem niniejszej pracy jest przeglad najnowszych infor-
macji dotyczacych wptywu mikrobioty na regulacje odpo-
wiedzi immunologicznej ze szczegélnym uwzglednieniem
mechanizméw T2-zaleznych w odniesieniu do rozwoju
choréb alergicznych i astmy.

Zwiazek dysbiozy uktadu pokarmowego
z rozwojem astmy i choréb alergicznych

Mikrobiota jelitowa dorostych Europejczykéw skolo-
nizowana jest gtébwnie przez bakterie z rodzaju Bactero-
idetes oraz nalezace do typu Firmicutes, Actinobacteria,
Proteobacteria i Verrucomicrobia. W zotadku, dwunastnicy
i jelicie cienkim dominuja bakterie tlenowe, w tym z rodza-
ju Streptococcus, Lactobacillus i rodziny Enterobacteriace-
ae, natomiast w okreznicy bytuja beztlenowce z rodzaju
Bacteroides, oraz rodziny Bifidobacterium, Prevotellaceae,
Rikenellaceae, Lachnospiraceae i Ruminococcaceae [4].
Modyfikuje ona status immunologiczny nie tylko w tkan-
kach uktadu pokarmowego, ale réwniez w odlegtych ana-
tomicznie narzadach, takich jak ptuca. Zaobserwowano, ze
stosowanie zréznicowanej diety oraz przebywanie w $ro-
dowisku bogatym w drobnoustroje we wczesnym okresie
zycia moze przetozyc¢ sie na mniejsze ryzyko rozwoju astmy
oskrzelowej u dzieci [8]. Z drugiej strony dysbioza mikroflo-
ry jelitowej obecna na wczesnym etapie zycia moze wigzac
sie z wiekszym zagrozeniem rozwoju astmy w przysztosci
[9, 10]. U dzieci, u ktérych w wieku szkolnym rozwineta
sie astma, odnotowano bowiem mniejsza ré6znorodnosc¢
mikrobiomu jelitowego w 1 mz. w poréwnaniu z dzie¢-
mi nie chorujacymi na astme [11]. W innym badaniu dys-
bioza zaobserwowana w 3 mz. zwiekszata ryzyko rozwoju
astmy, alergii i ,wheezingu” w wieku przedszkolnym [12,
13]. Wieksze ryzyko uczulenia na alergeny wziewne i roz-
woju astmy w pdzniejszym wieku odnotowano réwniez
w grupie noworodkéw o mniejszej liczebnosci Bifidobacte-
ria, Akkermansia i Faecalibacterium oraz wyzszej liczebno-
Sci grzybow Candida i Rhodotorula [14].

Prawidtowy mikrobom drég pokarmowych odgrywa
kluczowa role w nabywaniu tolerancji immunologicznej
na alergeny pokarmowe. Wyniki obserwacji wskazuja,
ze dysbioza moze prowadzi¢ do rozwoju uczulenia na te
alergeny oraz pojawienia sie wyprysku atopowego [15].
U dzieci uczulonych na biatko jaja kurzego zaobserwowa-
no bowiem znaczne réznice w sktadzie mikrobiomu jelito-
wego we wczesnym okresie zycia w poréwnaniu z dzie¢mi,
u ktérych nie stwierdzono choroby [16]. U niemowlat,
u ktérych doszto do rozwoju wyprysku atopowego, od-
notowano mniejsza réznorodnos¢ drobnoustrojow rodza-
ju Bacteroidetes w poréwnaniu z dzie¢mi zdrowymi. Za$
obecnos¢ bakterii rodzaju Clostridium nalezacych do typu
Firmicutes w sktadzie mikroorganizmoéw jelitowych zaob-
serwowana w 3-6 mz. mogta wiazac sie z ustapieniem
alergii na mleko w wieku 8 lat [17].

Drobnoustroje komensalne drég oddechowych

Drobnoustroje komensalne kolonizuja réwniez bto-
ne sluzowa uktadu oddechowego [18]. Mozna je znalez¢
w wiekszej liczbie w gérnych drogach oddechowych: ja-
mie nosowej, jamie ustnej i nosogardzieli, zas w mniejszej
w tchawicy i ptucach. Tutaj dominuja mikroorganizmy ta-
kie jak: Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroides, Fusobac-
teria, Acidobacteria i Actinobacteria[4]. Zaobserwowano,
ze bardziej zréznicowany sktad mikrobiomu btony $luzo-
wej nosa u dzieci mieszkajacych w $rodowisku wiejskim,
ktéremu sprzyja wieksze bogactwo mikroorganizmoéw, od-
notowany w prébkach kurzu domowego, przektada sie na
mniejsze ryzyko zachorowania na astme [7]. Uwaza sie, ze
zrédtem drobnoustrojow i sktadnikéw mikroorganizméw,
np. endotoksyn, obecnych w otoczeniu sa czastki wdycha-
nego pytu, ktére po skolonizowaniu btony $luzowej drég
oddechowych wptywaja na podatnos¢ na rozwdj astmy
poprzez bezposrednia regulacje wrodzonych i nabytych
mechanizmdéw immunologicznych [19]. Wykazano, ze
duza réznorodnos¢ mikrobiologiczna drég oddechowych
obserwowana we wczesnym dziecinstwie moze zmniejszac
ryzyko uczulenia na alergeny roztoczy kurzu domowego
[20].

Wyniki innego badania przeprowadzonego na dwodch
kulturowo odrebnych, ale jednorodnych genetycznie, po-
pulacjach, wykazuja, ze znaczenie dla wtasciwego ksztatto-
wania mikrobiomu moze mie¢ nie tylko wiejskie otoczenie,
ale rowniez stopien jego rozwoju i industrializacji. Ot6z
dzieci Amiszéw wychowanych w tradycyjnych gospodar-
stwach rolnych maja niska czesto$¢ wystepowania astmy
i atopii, podczas gdy dzieci Hutterytow pochodzacych
z wysoko uprzemystowionych gospodarstw charakteryzuje
wieksza czestos¢ wystepowania astmy i atopii[21]. Gospo-
darstwa te réznia sie sktadem drobnoustrojéw i zawarto-
$cig endotoksyn w pyle z otoczenia mieszkalnego, moga-
cych u dzieci Amiszéw przektadacd sie na silniejszy wptyw
na wrodzone mechanizmy odpornosciowe, zwigzany m.in.
z oddziatywaniem na systemem receptoréw TLR.

Regulacja odpowiedzi immunologicznej
typu T2 przez mikrobom

Drobnoustroje komensalne kolonizujace jelito, skore
i drogi oddechowe oddziatuja na odpowiedz immuno-
logiczna typu T2 poprzez wptyw na liczne mechanizmy
odpornosciowe [15]. U myszy tzw. germ-free, czyli po-
zbawionych od urodzenia mozliwosci kolonizacji przez
drobnoustroje pochodzace z naturalnego otoczenia, ob-
serwuje sie silniejsza sktonnos¢ do produkgcji IL-4, wieksza
liczbe bazofili we krwi obwodowej oraz wyzszy poziom
przeciwciat klasy IgE w surowicy. Status ten przekfada sie
na wieksza podatnos¢ zwierzat na rozwdj nieprawidtowo-
sci o charakterze alergicznym [22]. Wydaje sie, ze zaburze-
nie kolonizacji majace miejsce we wczesnym okresie zycia
moze by¢ bardziej znamienne w skutkach, niz jej zmiana
w zyciu dorostym. Bowiem u myszy, u ktérych zastosowano
wankomycyne w okresie pourodzeniowym, stwierdzono
nieprawidtowosci w sktadzie mikrobiomu, ktérym towarzy-
szyt wyzszy poziom przeciwciat IgE, wieksze nacieki eozy-
nofili w utkaniu ptucnym i silniejsza nadreaktywnos$¢ drég
oddechowych po prowokacji owoalbuming. W grupie my-
szy dorostych podobnie poddanych dziataniu wankomycy-
ny tak silnego zjawiska nie zaobserwowano [23]. W innym
badaniu odnotowano u mtodych myszy wieksza eozynofilie



Gajewski A i wsp.

Wptyw mikrobiomu na regulacje odpowiedzi immunologicznej typu T2... 57

w drogach oddechowych i uwalnianie cytokin typu 2 oraz
silniejsza nadreaktywnos¢ dréog oddechowych po ekspozy-
¢ji na alergeny roztoczy kurzu domowego w poréwnaniu
do myszy dorostych [14]. Wydaje sie, ze efekt ochronny
u zwierzat dorostych moze wiazac¢ sie z kolonizacja ptuc
bakteriami rodzaju Bacteroides.

Ochronne dziatanie mikrobiomu wobec rozwoju zabu-
rzen o charakterze alergicznym moze zalezec od jego wpty-
wu na tolerancje immunologiczng oraz od kontroli prze-
puszczalnosci nabtonka pokarmowego i oddechowego.
W badaniu cytowanym powyzej mikroflora w drogach od-
dechowych wiazata sie z obecnoscia komoérek T regulatoro-
wych (Treg) odpowiedzialnych za indukcje tolerancji [14].
W innym badaniu wykazano, ze uzupetnienie flory jelito-
wej bakteriami z rodzaju Clostridium u myszy ,.germ-free”
lub poddawanych ekspozycji na wankomycyne zmniejszato
w modelu alergii pokarmowej produkcje przeciwciat kla-
sy IgE oraz 1gG1 swoistych wobec alergenéw orzechéw.
Dziatanie ochronne Clostridium zwiazane byto z genero-
waniem i aktywacja komérek Treg i pojawieniem sie IgA
oraz wzmozonym uwalnianiem IL-22 przez komérki ILC3
prowadzacym do wzmocnienia nabtonkowej bariery jelito-
wej i zmniejszenia przepuszczalnosci dla alergenéw pokar-
mowych [24].

Co wiecej, drobnoustroje komensalne z rodzaju Bifido-
bacterium, Lactobacillus i Clostridium, maja zdolnos¢ do
zwiekszania liczby komoérek Treg poprzez indukcje proce-
séw metabolicznych w komoérkach dendrytycznych sprzy-
jajacych ich rozwojowi, obejmujacych metabolizm wita-
miny A i tryptofanu [4]. Wykazano, ze mikroflora jelitowa
o obnizonej zawartosci bakterii Bifidobacterium, Ak-
kermansia i Faecalibacterium u noworodkéw, u ktérych
w doszto do rozwoju alergii, obfitowata w prozapalne
metabolity, zmniejszajace odsetek komérek Treg i zwiek-
szajace odsetek komérek Th2 [14]. Wykazano tez, ze spo-
zywanie bakterii probiotycznych Bifidobacterium longum
35624 przez zdrowych ochotnikéw moze zwiekszac liczbe
komoérek Treg we krwi obwodowej [25].

Uwaza sie, ze w okresie zycia ptodowego i tuz po uro-
dzeniu dominuje w uktadzie odpornosciowym profil odpo-
wiedzi immunologicznej typu T2, ktory - jesli sie utrzymuje
zbyt dtugo po narodzinach - moze sta¢ sie podtozem roz-
woju zaburzen o charakterze atopowym. Prawdopodobne
jest, ze juz w czasie zycia ptodowego dochodzi do oddzia-
tywania matczynego mikrobiomu w postaci materiatu ge-
netycznego, konstytutywnych struktur czy metabolitoéw
drobnoustrojéw obecnych we krwi matki na rozwijajacy
sie ptéd, mogacych wptywac¢ na uktad odpornosciowy
dziecka [26]. W ludzkim tozysku zaobserwowano bowiem
obecnos$¢ DNA Bifidobacterium i bakterii mlekowych [27].
Wedtug niektérych badan spozycie przez matke sktadni-
kéw pokarmowych zawierajacych probiotyki prowadzi do
zmniejszenia ryzyka rozwoju choréb alergicznych u dzieci,
mogacego zaleze¢ od szeroko pojetych zmian epigenetycz-
nych wywieranych przez mikrobom matki. Wykazano bo-
wiem, ze przebywanie ciezarnych matek w srodowisku Aci-
netobacter Iwoffii wigzato sie z demetylacja DNA genu dla
FOXP3 i metylacja genéw zwiazanych z komérkami Th2 i IL-
13 [27]. Co ciekawe, poddanie dziataniu ciezarnych myszy
na Acinetobacter Iwoffii zmniejszyto reakcje nadwrazliwo-
sci drog oddechowych u potomstwa. Region promotora
IFN-y w komérkach Th potomstwa charakteryzowat wyso-
ki poziom acetylacji histonu-4, zwiazany ze wzmocniona

transkrypcja, podczas gdy region promotora genu dla IL-4
wykazywat nizsze poziomy acetylacji histonu-4.

Cho¢ komérki Treg wydaja sie mie¢ kluczowe znaczenie
dla kontroli odpowiedzi immunologicznej typu 2, nalezy
zaznaczy¢, ze jej kontrola mikrobiologiczna zachodzi réw-
niez poprzez wptyw na komorki nabtonka uktadu pokar-
mowego, komorki dendrytyczne czy wrodzone komorki
limfoidalne (ILC) [15]. Opisanie zaleznosci miedzy tymi ko-
mérkami a mikrobiomem wymaga dalszych badan.

Wptyw metabolitéw mikrobiomu
na odpowiedz immunologiczna typu T2

Kontrola proceséw immunoregulacyjnych, w tym me-
chanizméw immunologicznych T2-zaleznych, moze od-
bywac sie nie tylko przez oddziatywanie konstytutywnych
struktur mikrobiomu, takich jak np. endotoksyny, ale réw-
niez poprzez metabolity produkowane z niestrawionego
btonnika przez drobnoustroje kolonizujace btone Sluzowa
uktadu pokarmowego, np. krétkotaricuchowe nienasy-
cone kwasy ttuszczowe (np. octan, propionian i maslan)
[28-30]. U myszy dieta o niskiej zawartosci btonnika przed
uczuleniem ekstraktem z roztoczy kurzu domowego pro-
mowata dominacje bakterii z rodziny Erysipelotrichaceae,
czemu towarzyszyta silniejsza odpowiedz immunologiczna
typu T2 w ptucach, zwiekszona obecnos¢ sluzu w swietle
oskrzeli i przerost komérek kubkowych w nabtonku odde-
chowym po pdzniejszej ekspozycji na ten alergen. Zas die-
ta o wysokiej zawartosci btonnika warunkowata obecnos¢
drobnoustrojow z rodziny Bacteroidaceae i Bifidobacteria-
ceae, ktorym towarzyszyt wyzszy poziom krazacych krétko-
fancuchowych kwasoéw ttuszczowych i stabsza odpowiedz
T2-zalezna na alergen. Co wiecej, zahamowanie aktywno-
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sci komorek Th2 i odpowiedzi immunologicznej typu T2
zaobserwowano tez jako skutek podawania samych pro-
pionianéw [31].

W innym zwierzecym modelu astmy spozycie btonni-
ka wiazato sie ze zwiekszona liczebnoscia Actinobacteria,
a zmniejszona Firmicutes i Proteobacteria w kale i rowniez
zapobiegto rozwojowi objawéw w odpowiedzi na ekspozy-
cje na alergen, czemu towarzyszyty: nizsze stezenie cytokin
typu T2, mniejsza liczba eozynofilow w drogach oddecho-
wych, nizszy poziomu alergenowo-swoistych przeciwciat
IgE w surowicy oraz mniejsza metaplazja komérek kub-
kowych nabtonka oddechowego [32]. Krétkotancuchowe
kwasy ttuszczowe takze moga regulowac aktywnos¢ ko-
morek T i komorek dendrytycznych poprzez hamowanie
deacetylazy histonowej wptywajacej na zmiany epigene-
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Podsumowanie

Zastosowanie nowoczesnych narzedzi badawczych
w identyfikacji drobnoustrojéw, w tym sekwencjonowanie
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