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Streszczenie pracy

»Czynniki warunkujace adhezj¢ bakterii Lactobacillus z grupy Casei do nabtonka”

Probiotyki definiowane sg jako zywe drobnoustroje, ktore podane w odpowiedniej ilosci,
wywierajg korzystny wplyw na organizm gospodarza. Od wielu lat stosowane sg w celu
tagodzenia stanéw patologicznych organizmu zwigzanych z wystgpieniem dysbiozy,
zaburzenia rownowagi migdzy mikrobiota i gospodarzem, oraz w obrebic samego
mikrobiomu. Pozytywny wplyw probiotykéw na organizm cziowieka zostal udowodniony w
zapobieganiu i leczeniu biegunki (zwigzanej na przyklad ze stosowaniem antybiotykoterapii),
jak réwniez wielu innych schorzen powodowanych bezposrednio, lub posrednio przez
dysbioze. Mechanizmy, za posrednictwem ktorych probiotyki oddziatujg na ludzki organizm
sg jednak stabo poznane. Jedng z istotniejszych cech drobnoustrojéw probiotycznych jest
zdolno$¢ do adhezji (przylegania) do nablonka, ktéra zwieksza szanse bezposredniego
oddziatywania na gospodarza, oraz przedtuza czas jego trwania. Niewiele wiadomo na temat
czynnikow i mechanizméw majacych wpltyw na procesy adhezyjne probiotykéw do
powierzchni nabtonka. Moga w nich bra¢ udzial zewnatrzkomorkowe biatka bakteryjne,
egzopolisacharydy, czy kwasy lipotejchojowe. Wptyw na adhezj¢ probiotykéw do nabtonka
moze mie¢ rowniez zasiedlajgca go mikrobiota.

Celem przeprowadzonych badan bylo poznanie czynnikéw warunkujgcych zdolnosé
bakterii z rodzaju Lactobacillus nalezacych do grupy Casei do przylegania do powierzchni
nablonka, oraz poszerzenie wiedzy na temat specyfiki procesu adhezji wzgledem réznego
typu powierzchni komérek nabtonka jelitowego (linia komérkowa Caco-2) oraz sluzu uktadu
pokarmowego i komérek nablonka szyjki macicy (linia komérkowa HeLa). Badania zostaly
podzielone na dwa zasadnicze etapy, w ktorych analizowano dwa rodzaje czasteczek
zwiazanych ze $ciang komoérkowa biatka oraz egzopolisacharydy.

Badania zostaly przeprowadzone z zastosowaniem szeregu metod z zakresu biochemii,
biologii molekularnej, mikrobiologii i proteomiki. Zastosowano, migdzy innymi technike
dwukierunkowego rozdziatu elektroforetycznego, tandemowsg spektrometri¢ mas, fancuchowa

reakcje polimerazy (PCR), metod¢ Western-blot, wysokosprawna chromatografie¢ cieczows



(HPLC) 1 testy adhezji bakterii do nablonka z wykorzystaniem linii ludzkich komorek
nablonkowych oraz §luzu jelitowego.

Do badan przeznaczono pulg¢ dwudziestu szczepoéw bakterii Lactobacillus spp. nalezacych
do grupy Casei, pozyskanych z preparatéw probiotycznych oraz ludzkiego katu. Testy
adhezji przeprowadzone z uzyciem linii komorkowej Caco-2, Hela oraz $luzu jelitowego
wykazaty wystgpowanie zréznicowanych zdolnosci adhezyjnych badanych szczepéw do
roznych powierzchni. Zaobserwowano odmienna wydajnos$é adhezji zaréwno miedzy
szczepami, jak i w obrebie jednego szczepu, co $wiadczyto o réznorodnosci czynnikow
uczestniczacych w adhezji bakterii Lactobacillus z grupy Casei.

Wykazano wplyw obecnosci adhezyny fimbrialnej spaCBA na promowanie adhezji
szczepOw Lactobacillus. Jej ekspresj¢ potwierdzono nie tylko u szczepu L. rhamnosus GG,
ale réwniez u pieciu innych, z puli dwudziestu przebadanych szczepéw. Ponadto
udowodniono, ze zmienno$¢ sekwencji kodujgcej kompleks biatek adhezyjnych spaCBA jest
czynnikiem, ktéry moze wptywaé na funkcjonalnos¢ tego biatka, majgcg bezposredni wptyw
na zdolnos$ci adhezyjne szczepdw Lactobacillus spp. (poprzez wystepowanie wysokKiej
zmienno$ci sekwencji kodujacej podjednostke spaC, odpowiadajacej za wiagzanie $luzu).

W  ramach pracy doktorskiej przeprowadzono takze analiz¢ proteomow
zewnatrzkomérkowych badanych szczepéw za pomoca dwukierunkowych rozdziatow
elektroforetycznych, ktére pozwolity na porownanie skladu biatkowego $ciany komoérkowe;j
szczepdw Lactobacillus o wysokich i niskich zdolnosciach adhezyjnych. W wyniku
identyfikacji sktadu wytypowanych plamek biatkowych, wskazano osiem potencjalnych
biatek adhezyjnych. Przy uzyciu metody immunodetekcji Western-blot, przebadano takze
wplyw dwoch znanych adhezyn — bialka GAPDH oraz TUFM na adhezj¢ bakterii
Lactobacillus do réznych powierzchni, nie stwierdzono jednak wystgpowania zaleznosci
migdzy ich obecnoscia, a zdolnosciami adhezyjnymi bakterii.

Adhezyn poszukiwano nie tylko wéréd bakteryjnych biatek zewngtrzkomoérkowych.
Przeanalizowano takze wplyw egzopolisacharydéw syntetyzowanych przez bakteriie
Lactobacillus na ich adhezje do nablonka. Przeprowadzone badania wykazaly, ze mogg one
oddziatywaé zaréwno jako czynniki promujace adhezje, jak i zmniejszajace jej efektywnosé.

Najwazniejszym osiggnigciem, bedgcym efektem przeprowadzonych badan jest
udowodnienie, iz bakteria nalezaca do gatunku Faecalibacterium prausnitzii ktory, ma duzy
udzial w mikrobiomie jelitowym zdrowego czlowieka (stanowi okoto 5 % calkowitej liczby
drobnoustrojow), moze oddziatywaé na proces adhezji innych bakterii (w tym

probiotycznych), poprzez degradacj¢ wytwarzanych przez nie egzopolisacharydow.




Wskazanie oddziatywania miedzy probiotykami, a mikrobiota, jako czynnika modulujacego
zdolnosci adhezyjne bakterii probiotycznych moze by¢ istotne w poszukiwaniach efektywnej
probiotykoterapii oraz na drodze do lepszego zrozumienia interakcji migdzy probiotykami a
mikrobiomem.

Wyniki przeprowadzonych badan zostaty zawarte w cyklu pigciu spéjnych tematycznie,

oryginalnych publikacji, stanowigcych podstawe niniejszej pracy doktorskie;.
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