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Wykaz skrotow:

AIDS — Aquired Immunodeficiency Syndrome,
AIF — Apoptosis Inhibition Factor

Apaf-1 - Apoptotic Protease Activating Factor 1
ATCC - American Type Culture Collection

ATP - Adenozynotrojfosforan

CARD - Caspase Activation Reqiured Domain
DD — Death Domain

DED — Death Effector Domain

DISC- Death Inducing Signaling Complex
DMEM - Dulbecco’s Modified Essential Medium
DNA — kwas deoksyrybonukleinowy,

ECCG - Epigallokatechiny gallat

EDTA - kwas etylenodiaminotetraoctowy

EGEFR - Epidermal Growth Factor Receptor
EHEC - Enterohaemorrhagic E. coli

EPEC - Enteropatogenne E. coli

FADD - Fas-Associated protein with Death Domain
FBS — Foetal Bovine Serum

GTP - Guanozynotrifosforan

HPV - Human Papilloma Virus

HSP - Heat Shock Proteins

IAP - Inhibitor of Apoptosis Protein

ICAD - Inhibitor of Caspase-3-Activated DNase
INF — Interferon

JNK - cJun N-terminal kinase

LGG - Lactobacillus thamnosus GG

LPS - Lipopolisacharide

MALT - Mucous Associated Lymphoid Tissue
MAP — Mitogen Activated Protein

MTX - Metotrexat

MUC — gen mucyny

NADPH - Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate
NAIP - Neuronal Apoptosis Inhibitory Protein
NF-«B — Nuklear Factor

NK — Natural Killer

OD — Optical Density

PARP - Poly ADP Ribose Polymerase

PIDD - P53-induced Protein with a Death Domain
PKC — Phospho Kinase C

ROS — Reactive Oxigen Species

TGF - Transforming Growth Factor

TLR — Toll Like Receptor

TNF - Tumor Necrosis Factor

TNFR - Tumor Necrosis Factor Receptor

TRAIL - Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand



XIAP - X-linked Mammalian Inhibitor of Apoptosis Protein

I. Wstep



Apoptoza, zwana takze programowana S$miercia komorki jest podstawowym
fizjologicznym procesem, ktory gra krytyczna rol¢ w rozwoju 1 utrzymaniu homeostazy
tkanek 1 catych organizméw. Apoptoza jest takze zaangazowana w szereg procesow
patologicznych. Programowana $mier¢ komorek jest regulowana gldwnie poprzez sygnaty
decydujace o przezyciu lub destrukcji komorki. (1)

Komorka apoptotyczna wykazuje szereg charakterystycznych cech morfologicznych 1
biochemicznych, takich jak zanikanie i1 zaggszczanie cytoplazmy, $cislejsze upakowanie
organelli, kondensacja i marginalizacja chromatyny oraz trawienie genomowego DNA. Cata
komorka dzieli si¢ na fragmenty zawierajace organelle, otoczone btona komorkowa, zwane
ciatkami apoptotycznymi. (2,3,4) Zachowanie integralnosci btony zewngtrznej podczas
catlego procesu zapobiega wyciekaniu zawarto$ci komorki do Srodowiska oraz utatwia
fagocytozg przez komorki sasiednie, a brak inicjacji lokalnego procesu zapalnego odrdznia
ten proces od nekrozy. (5,6,7,8)

Nekroza jest zazwyczaj niekontrolowanym 1 pasywnym procesem, niewymagajacym
zuzycia energii. (9) W komorce ulegajacej nekrozie tworza si¢ pecherzyki cytoplazmy,
retikulum endoplazmatyczne jest rozdgte, a lizosomy 1 mitochondria zniszczone; rybosomy
rozpraszaja si¢ i odrywaja, btona zewngtrzna ulega rozerwaniu. (10,11,12,13,14,15)

Proces apoptozy zostat zaobserwowany w 1972 przez Kerra i wspotpracownikow, a
nazwe zaczerpnigto z greckiego stowa oznaczajacego ,,opadanie platkow kwiatu”. (16)
Po6zniejsze badania nad komodrkami nicienia Caenorhabditis elegans pozwolily odkry¢ geny
kontrolujace ten proces. (17,18) Termin apoptoza jest czgsto okreslany jako programowana
smier¢ komorki, regulowana genetycznie. Na poziomie molekularnym apoptoza jest Scisle
regulowana przez wiele genow. Ponad sto roznych typow bialek jest zaangazowanych w ten
proces. Apoptoza jest procesem konserwatywnym ewolucyjnie i gra wazna role w usuwaniu
zdrowych tkanek podczas rozwoju embrionalnego, ale takze uszkodzonych i bezuzytecznych
dla organizmu komorek organizmu dorostego. (19,20,21,22,23,24) Niemozno$¢ komorki do
wejscia w mechanizm samobdjczej $Smierci moze prowadzi¢ do procesu nowotworzenia. O
tym, jak wazny 1 czgsty jest to proces §wiadczy liczba okoto 10 bilionéw komorek dziennie
ulegajacych apoptozie w ciele dorostego cztowieka.

Apoptoza moze by¢ wywolana przez szereg roznych czynnikOw pochodzenia
zewnetrznego, badz stanem wewnatrz komorki. Brak czynnikéw wzrostu, niedotlenienie oraz
fizyczne, badz chemiczne uszkodzenia prowadzace do mutacji DNA moga zainicjowad
program autodestrukcji. (25,26,27). Waznym elementem uruchomienia apoptozy sa receptory

Smierci na powierzchni komorki, a takze utrata kontaktu z podiozem lub sasiednimi



komoérkami. (28,29) Réwniez sprzeczne sygnaty dochodzace do komorki, dotyczace cyklu
podzialowego moga wyzwoli¢ mechanizm samobojczej $mierci. (30) Apoptozg¢ moga
wywota¢ nawet niewielkie zmiany temperatury, promieniowanie, czy niskie dawki substancji
cytotoksycznych, podczas gdy wysokie dawki tych czynnikow wywotuja zazwyczaj nekrozg.
€1y

Fizjologicznym znaczeniem apoptozy jest gltownie utrzymywanie homeostazy w
tkance. Zaburzenia w przebiegu tego procesu obserwowane sa w wielu stanach
patologicznych. Nadmierny wzrost czgsto$ci apoptozy charakteryzuje choroby degeneracyjne
jak AIDS, choroba Alzheimera, Parkinsona, czy choroby zakazne jak wirusowe zapalnie
watroby, gdzie indeks apoptotyczny jest wysoki. (32,33,34,35,36) Natomiast zanik tego
procesu lub zmniejszenie jego czgstotliwosci obserwuje si¢ w chorobach nowotworowych,
autoimmunologicznych, czy innych infekcjach wirusowych. (37) Rola apoptozy w
powstawaniu nowotworow zostata wnikliwie zbadana. (38,39) Nabtonki jelita cienkiego i
grubego roznia si¢ migdzy soba czestotliwoscia wystgpowania spontanicznej i indukowanej
apoptozy, co koreluje z czgstotliwoscia powstawania nowotworow w tych dwéch réznych
odcinkach jelita. (40) Zaburzenia apoptozy sa przyczyna powstania nieprawidtowej blizny
podczas procesu gojenia rany. (41,42) Nagromadzenie wolnych rodnikéw tlenowych sprzyja
kumulacji uszkodzen DNA, wywotuje nadmierna apoptoz¢ lub nekroze 1 wyzwala proces
starzenia. (43) Wraz z wiekiem odpowiedz na uszkodzenia DNA moze by¢ slabiej
kontrolowana, co sprzyja chorobom degeneracyjnym i nowotworowym. (44) Szacuje sig, iZ
proces apoptozy i jego zaburzenia zaangazowany jest w potowg znanych chordb. Kluczowe

komponenty tego procesu sa celem intensywnych badan.

I.1. Rola kaspaz w apoptozie

Szereg badan poswigcono, aby pozna¢ mechanizmy inicjacji, przekazywania i
egzekucji sygnatu dotyczacego programowanej $mierci komorki. Dotychczas poznano wiele,
glownie biatkowych substancji, ktére biora udziat w kaskadzie przekazywania sygnatu o
apoptozie. (45) Jednym z najistotniejszych komponentow decydujacym o przebiegu i
egzekucji programowanej §mierci sa enzymy zwane kaspazami. (46) Istnieja dwie dobrze
scharakteryzowane drogi aktywacji kaspaz, w zalezno$ci od pochodzenia zrodta sygnatu:
zewnatrzkomoérkowe, pochodzace od receptorow $mierci lub wewnatrzkomoérkowe, jak na
przyktad uszkodzenie DNA komorki. (47) Kaspazy sa biatkami konserwatywnymi

ewolucyjnie, odgrywaja kluczowa rol¢ w mechanizmie apoptozy i1 zapalenia. Sa to proteazy



cysteinowe rozpoznajace reszty asparginianu w biatkach. Poczatkowo zostaly wykryte u
nicienia Caenorhabditis elegans jako produkt genu CED-3. Jak dotad zostato wykrytych okoto
14 kaspaz, wszystkie wystgpuja w komorce w postaci nieaktywnych zymogenow zwanych
prokaspazami 1 zbudowane sa z duzej (p20) i matej podjednostki (p10). U ssakéw rozpoznano
12 kaspaz; kaspazy od-1 do-10 oraz kaspaza-12 i kaspaza—14. (48, 49) Majac na uwadze ich
role w komorce mozna je podzieli¢ na kaspazy inicjatorowe 1 efektorowe oraz biorace udziat
w mechanizmach zapalenia. Kaspazy efektorowe (-3,-6,-7) posiadaja krotka prodomeng, sa to
glowne enzymy tnace bialka strukturalne oraz enzymy w komorce; ich substratami moga by¢
takze prokaspazy. (50)

Rola kaspaz inicjatorowych z dluga prodomena (-8,-9,-10) jest detekcja sygnatu i
aktywacja kaskady prowadzacej do apoptozy. Kaspazy inicjatorowe wystepuja w komorce w
postaci monomerow, uaktywniane sa przez dimeryzacje lub oligomeryzacje niewymagajaca
cigcia proteolitycznego. (51) Kazda kaspaza inicjatorowa ma witasne biatko adaptorowe, ktore
oddziatujac z dluga prodomena enzymu wymusza dimeryzacj¢ 1 powstanie aktywnego
katalitycznie biatka. Substratami kaspaz inicjatorowych sa prokaspazy efektorowe, ktorych
aktywacja wymaga cigcia proteolitycznego. Jest to mechanizm dodatnio sprz¢zony, poniewaz
raz aktywowana kaspaza efektorowa moze stablizowaé pozostate prokaspazy inicjatorowe,
chronigce przed dzialaniem inhibitorow. (52) Aktywacja kaspazy nastepuje w czesSci N-
terminalnej prodomeny poprzez cigcie autokatalityczne lub dziatanie innej kaspazy i
utworzenie heterodimeru. Z dwoch heterodimeréw powstaje aktywny enzymatycznie
heterotetramer. (53) Wigkszo$¢ kaspaz zawiera domeng rekrutacji kaspaz CARD (kaspaza-1,
-2, -4, -5, -9, -11, -12) lub tzw. efektorowa domeng $mierci DED (kaspaza -8,-10).
Autoaktywacja kaspaz inicjatorowych odbywa si¢ w kompleksach biatkowych, zwanych w
zalezno$ci od roli apoptosomem, kompleksem $mierci DISC lub PIDD-osomem albo
inflammosomem aktywujacym kaspazg —1. (54) Natomiast aktywacja kaspaz efektorowych
(kaspaza-3, -6, -7, -14) odbywa si¢ na drodze proteolizy katalizowanej przez inna kaspazg
inicjatorowa.

Ze wzgledu na Zrédlo pochodzenia sygnatu dzieli si¢ drogi aktywacji kaspaz na
receptorowe, indukowane stresem np. uszkodzenie DNA oraz pochodzenia
mitochondrialnego. Dos$wiadczenia na myszach z delecja genéw kaspaz dowiodly, iz
aktywacja kaspazy —8 jest wymagana w kaskadzie przekazywania sygnatu od receptora,
natomiast kaspaza -9 jest zaangazowana w mitochondrialng droge prowadzaca do apoptozy.
(55,56) Kluczowa kaspaza efektorowa jest kaspaza —3, ktorej aktywacja wymagana jest we

wszystkich drogach sygnalu apoptotycznego, zaro6wno wewnatrzkomoérkowych jak 1
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zewnatrzkomorkowych. (57) Aktywacja drogi od receptora rozpoczyna si¢ od przytaczenia
ligandu do zewnatrzkomoérkowej domeny receptorow $mierci. Ligandami tych receptorow
moze by¢ ligand Fas (FasL) lub czynnik martwicy nowotworu (TNF). (58,59,60)
Aktywowany receptor $mierci Fas moze zwiaza¢ cytoplazmatyczne biatko DED poprzez
domeng FADD (w przypadku receptora TNFR ta domena zwana jest TRADD). Uaktywnione
efektorowe domeny $mierci DED wiaza si¢ z domenami kaspazy —8, ktora znajduje si¢ przy
cytoplazmatycznej stronie btony komodrkowej. Powstaje duzy kompleks biatkowy o nazwie
DISC, nastgpuje oligomeryzacja i autoaktywacja kaspazy-8. Kaspaza-10 jest aktywowana w
kompleksie DISC gtéwnie w komorkach limfoidalnych, niezaleznie od kaspazy-8. (61,62,63)
Obie kaspazy moga nastgpnie aktywowac prokaspazg-3, a takze mitochondrialng droge
autodestrukcji poprzez uaktywnienie proapoptotycznego biatka Bid z rodziny BcL-2. (64)
Poza aktywacja kaspazy-8 przez domeng receptora $mierci jej aktywno$¢ moze wzbudzié
cytochrom ¢ — biatko mitochondrium oraz katalityczne cigcie przez kaspaze-6. Jest to droga
aktywacji prokaspazy-8 niezalezna od kompleksu DISC. Aktywowane receptory $mierci
moga takze zwiazal prokaspazeg-2 za posrednictwem biatka RIP rowniez zawierajacego
domeny $mierci. (65)

Kaspaza, ktorej aktywacja zalezy od mitochondrium, jest prokaspaza-9. Na skutek
stresu komorkowego otwarte zostaja pory mitochondrium, co powoduje przemieszczenie si¢
cytochromu ¢ do cytoplazmy. (66) Cytochrom ¢ wraz z prokaspaza-9, cytoplazmatycznym
czynnikiem aktywujacym proteazy Apaf-1 i ATP tworzy kompleks zwany apoptosomem.
(67) N-terminalny koniec biatka Apaf i prodomena kaspazy-9 oddziatuja ze soba poprzez
odcinek CARD, co uaktywnia kaspaze. Aktywny enzym moze z koleji uaktywni¢ kaspaze—3,
— 7. Kaspaza —3 moze na drodze dodatniego sprz¢zenia zwrotnego aktywowac prokaspaze-9.
Kaspaza-3 bedaca kluczowa kaspaza efektorowa w kaskadzie sygnalu apoptotycznego moze
by¢ aktywowana przez inne enzymy i bialka jak kaspaza-8,-9,-10, granzym B lub biatko
CPP--32. Substratami kaspazy-3 jest szereg roznych biatek, w tym sama prokaspaza-3,
prokaspaza-6, prokaspaza-9, enzym fosfokinaza C (PKC), polimeraza poli — ADP-rybozy
(PARP). (68) Cigcie bialek strukturalnych przez kaspazy decyduje o charakterystycznym
wygladzie komorki apoptotycznej. Inne biatka szkieletu komorkowego rowniez sa waznymi
substratami kaspaz. Trawienie fodryny 1 zelzoliny prowadzi do destrukcji filamentow
aktynowych, oderwania komorki od podtoza i utworzenia ciatek apoptotycznych. (69,70,71)
Ciecie (- katenin oraz plakoglobiny bedacych sktadowymi potaczen migedzykomorkowych
skutkuje utrata kontaktu z sasiednimi komorkami. (72) Duza grupg substratow kaspaz
stanowia biatka decydujace o naprawie DNA, jak ICAD - inhibitor deoxyrybonukleazy.
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Odtaczajac inhibitor od enzymu kaspaza umozliwia degradacje DNA. (73,74,75) Wiele biatek
regulujacych cykl komoérkowy jest cigtych przez kaspazy podczas procesu apoptozy. Innymi
substratami kaspaz moga by¢ kinazy antyapoptotyczne (Akt, Raf-1 and MEK) I czynniki
transkrypcyjne (GATA-1 and STAT1) lub kinazy promujace $mier¢ komorki (MEKK 1, PKC,
PAK2, MST1), oraz molekuly sygnatowe dla czynnikow transkrypcyjnych. (76) Homologiem
kaspazy-3 sa kaspazy —6 1 —7, co powoduje, ze te enzymy maja wiele wspolnych substratow 1
moga wymiennie dziata¢ jako kaspazy efektorowe w roéznych komorkach. Kaspaza-2 jest
jedna z najwcze$niej zidentyfikowanych u ssakow, posiada dualistyczng rolg - moze dziataé
jako kaspaza efektorowa i inicjatorowa. Bierze udziat w kaskadzie apoptotycznej pochodzace;j
od réznych sygnatéw, w tym takze od bakterii 1 wiruséw. Badania wykazaly, ze kaspaza-2
moze by¢ indukowana zaréwno przy udziale cytochromu c, jak i niezaleznie od tego bialka.
(77) Kaspaza-12 zlokalizowana jest w siateczce endoplazmatycznej 1 uczestniczy w
przekazywaniu kaskady sygnatowej pochodzacej od tej sktadowej komorki. Jej substratem
jest glownie prokaspaza-9. Wigkszos$¢ kaspaz w komorce zlokalizowana jest w cytoplazmie,
ale niektére prokaspazy zidentyfikowano w mitochondriach (prokaspaza-3), a takze w
aparacie Golgiego oraz w jadrze komorki (kaspaza-2, -9) (78)

Kaspazy sa kluczowym elementem w kaskadzie sygnatu apoptotycznego; petnia rolg
inicjatorowa, wykonawcza, a takze regulacyjna. Te enzymy biora udzial w takze innych
procesach zachodzacych w komorce, a niezwigzanych z procesem programowanej Smierci jak
modulacja odpowiedzi zapalnej, proces réznicowania i proliferacji. Ludzkie kaspazy —1,-4,-5
oraz mysie kaspazy —11, -12 sa zaangazowane gtownie w regulacj¢ procesu zapalnego. Biatka
z grupy NOD-LRR sa odpowiedzialne za aktywacje kaspazy-1 w inflammosomie w

odpowiedzi na patogeny. (79)

I1.2. Rola inhibitorow i aktywatorow kaspaz w komorce

Kaspazy sa bardzo waznymi biatkami w komodrkach, decyduja o jej przezyciu, dlatego
ich aktywnos$¢ musi by¢ $cisle regulowana. Posiadaja one szereg aktywatorow i inhibiorow.
Jednym z nich jest czynnik IAP (Inhibitor of Apoptosis Protein); w ludzkich komdrkach
zidentyfikowano szereg takich biatek hamujacych apoptoze: cIAP1, cIAP2, XIAP (X-linked
mammalian inhibitor of apoptosis protein), NAIP (neuronal apoptosis inhibitory protein),
biatko surwiwing i liwing. Wszystkie te biatka zawieraja w domenie BIR struktur¢ podobna

do tzw. ,,palca cynkowego”, ktdra wiaze si¢ z miejscem katalitycznym kaspaz blokujac ich
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aktywno$¢. Biatka rodziny TAP same moga by¢ blokowane przez biatka mitochondrialne
zwane Smac/Diablo. (80,81)

Istotng grupa odgrywajaca role w regulacji mechanizmow apoptozy sa Hsp - bialka
szoku cieplnego (heat shock proteins). Czynniki zewngtrzne, takie jak promieniowanie UV
czy stres oksydacyjny potencjalnie moga zainicjowaé proces samodestrukcji komorki, ale
moga by¢ takze powodem uruchomienia programu decydujacego o przezyciu. (82) Biatka
opieckuncze Hsp biora udziat glownie w zahamowywaniu sygnalu apoptotycznego Ilub
nekrotycznego wewnatrz komoérki. Sa to substancje obecne w komorce konstytutywnie lub
takie, ktorych transkrypcja rozpoczyna si¢ dopiero po zadzialaniu czynnika destrukcyjnego.
Ich budowa jest bardzo konserwatywna. Biatka Hsp 70 1 Hsp 90 zbudowane sa z C-
terminalnej domeny wiazacej inne biatka oraz N-terminalnej domeny o wtasciwosciach ATP-
azy. (83) Hsp moga zahamowa¢ uwolnienie cytochromu c z mitochondrium lub tez
zahamowac¢ aktywnos¢ kaspaz. (84) Hsp 70 moze blokowac cigcie biatka Bid przez kaspazeg —
8, co uniemozliwia uaktywnienie biatka Bax. (85) Hsp70 moze takze wiaza¢ si¢ z biatkami o
roli proapoptotycznej, jak biatko AIF zapobiegajac jego translokacji do jadra komorkowego.
(86) Hsp 90 1 Hsp 70 moga takze zapobiec powstaniu apoptosomu poprzez blokowanie
dostepu do czynnika Apaf-1 dla prokaspazy-9. (87) Bialka opiekuncze biora udzial w
modulacji sygnatéw pochodzacych od receptoréw $mierci. Ich celem jest gtownie aktywacja

czynnika NF-kB 1 wzmacnianie sygnatu decydujacego o przezyciu komorki. (88)

1.3. Regulacja apoptozy poprzez bialka z rodziny Bcl-2

Glownymi regulatorami funkcji kaspaz sa jednak biatka z rodziny Bcl-2. (89) Wsrod
tej rodziny wyrdznia si¢ zarowno biatka proapoptotyczne jak i antyapoptotyczne. (90) Do
biatek antyapoptotycznych naleza m.in.: A1/Bfll, Bcl-2, Bel-w, Bcel-xL, Boo/Diva, Mcl-1,
NR-13, Nrf3 u ssakéw oraz Ced-9 zidentyfikowany u nicienia C. elegans. Natomiast do
zidentyfikowanych biatek proapoptotycznych z rodziny Bcl-2 zalicza si¢: Bad, Bak, Bax, Bcl-
Rambo, Bcl-xS, Bid, Bik, Bim, Blk, BNIP3, Bok/Mtd, Hrk. Bax i Bak uaktywnione podczas
kaskady apoptotycznej moga wnika¢ przez blon¢ mitochondrium, gdzie oligomeryzuja
tworzac pory w blonie, co ulatwia wyplynigcie cytochromu c 1 innych czynnikéw
proapoptotycznych z wnetrza mitochondrium. Natomiast grupa antyapoptotycznych biatek z
rodziny Bcl-2 ma za zadanie wiaza¢ si¢ z aktywna forma Bax, zapobiegajac jego wnikaniu do
zewngtrznej blony mitochondrium i tym samym blokujac sygnat o apoptozie. (91) Grupa

biatek antyapoptotycznych BCL-2, BCL-xL, A1, MCL-1 1 BCL-w w swojej budowie posiada
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4 rozne domeny biatek Bcl-2, zwanych w skrocie BH. Biatka proapoptotyczne jak Bax, Bak i
Bok posiadaja domeny BH od 1 do 3. Pozostale biatka jak Bid, Bam, Bim, Bmf zawieraja
tylko jedna domen¢ BH3. (92) Bialko p53 jest podstawowym regulatorem transkrypcji tych
bialek. P53 jest moze zainicjowaé naprawg DNA, decyduje o zatrzymaniu komorki w fazie
Gl lub inicjuje proces apoptozy w przypadku nagromadzenia uszkodzen DNA. (93)
Kluczowym elementem mitochondrialnej drogi apoptotycznej jest utworzenie przez Bax i
Bak kanatow w zewnetrznej btonie mitochondrium, co umozliwia przejscie do cytoplazmy
takich biatek jak cytochrom c, Diablo czy Apaf-1. (94) Zadaniem pozostatych biatek
proapoptotycznych zawierajacych tylko jedna domeng¢ BH3 jest utatwianie oligomeryzacji i
zapobieganie inaktywacji biatka Bax przez antyapoptotyczne biatka z rodziny Bcl-2. Biatko
Bcl-2 promujace przezycie komorki nalezy do grupy protoonkogenow, jego dziatanie moze
uratowa¢ komorke przed programowana $miercia. Bcel-2 lokalizuje si¢ mitochondrium, w
reticulum endoplazmatycznym, a takze w blonie jadrowej. Gtownym zadaniem tego biatka
jest kontrolowanie rownowagi pomiedzy biatkami z tej grupy, dodatkowo uczestniczy ono w
regulacji gospodarki wapniowej w komorce. (95,96) Same biatka z domena BH3 moga by¢
aktywowane przez rozne czynniki, jak na przyktad kaspazy czy granzym B. Aktywatorem
proapoptotycznej drogi pochodzacej od mitochondrium jest granzym B, ktory moze trawié
biatko Bid. Granzym B jest tez bezposrednim aktywatorem kaspaz w komorkach uktadu
immunologicznego. (96) Biatko Bim wiaze si¢ ze skladowa cytoszkieletu 1 w razie jego
destrukcji jest uaktywniane. Inne bialka z rodziny Bcl-2, z domena BH3 moga by¢
aktywowane na drodze defosforylacji lub przy udziale p53. Uszkodzenie mitochondrium
poprzez otwarcie kanatow utworzonych z bialek proapoptotycznych jest charakterystyczna
dla procesu apoptozy, inny rodzaj uszkodzenia prowadzacy do dysfunkcji mitochondrium

odbywa si¢ zasadniczo na drodze nekrozy. (97,98)

1.4. Znacznie mitochondrium w procesie apoptozy komorek

Waznym biatkiem bioracym udziat w przekazywaniu sygnatu apoptotycznego od
mitochondrium jest cytochrom c, ktéry lokalizuje si¢ w wewngtrznej stronie blony
mitochondrialnej 1 pelni rolg przekaznika elektronow pomigdzy kompleksem III 1 IV tancucha
oddechowego. Sam cytochrom c¢ jest syntetyzowany w cytoplazmie jako apoproteina, a
nastgpnie w mitochondrium dotaczona zostaje grupa hemowa. Funkcjonalny cytochrom c
zbudowany jest ze 104 aminokwasow potaczonych kowalencyjnie z grupa hemowa. W

mitochondrium cytochrom ¢ oddzialuje z kardiolipina, po otwarciu kanaléw w blonie
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mitochondrium zostaje uwolniony i lokalizuje si¢ w cytoplazmie, gdzie utatwia allosteryczna
aktywacje czynnika Apaf-1. (99) Otwarcie kanalow w zewnetrznej btonie mitochondrium nie
tylko powoduje uwolnienie molekut zaangazowanych w apoptoze, ale takze dezaktywuje
funkcje mitochondrium niezbedna dla przezycia komoérki. Innym czynnikiem uwalnianym z
mitochondrium podczas apoptozy jest AIF. Jest to czynnik, ktory po uwolnieniu do
cytoplazmy wedruje do jadra, gdzie moze kierowa¢ kondensacja chromatyny i fragmentacja
DNA. (100)

Dwie odmienne drogi prowadzace do procesu programowanej S$mierci; droga
zewngtrzna za posrednictwem receptora, jak i droga wewngtrzna przy udziale mitochondrium,
charakteryzuja czgsto wspolne punkty, takie jak aktywacja kaspaz efektorowych oraz grupa
biatek Smac/Diablo uwalniana z mitochondrium podczas sygnalu apoptotycznego
pochodzacego od receptora. (101) Takze biatko p53 uaktywniane po uszkodzeniu DNA
komorki oddziatuje na mitochondria uwalniajac biatka Bax, ale takze moze sterowac

transkrypcja genu ligandu Fas stymulujac produkcje tego biatka. (102)
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Rycina 1. Schemat przedstawiajacy podstawowe szlaki sygnatu i biatka decydujace o
apoptozie komorki
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I.5. Rola wolnych rodnikow tlenowych w procesie apoptozy

Oproécz szeregu biatek bioracych udzial w przekazywaniu sygnatu o apoptozie, istotna
rolg petnia takze wolne rodniki tlenowe (ROS — Reactive Oxygen Species) Stres oksydacyjny
komorki jest stanem, w ktorym podwyzszony jest poziom wolnych rodnikow w komorce -
gtoéwnie anionorodnika ponadtlenkowego, nadtlenku wodoru oraz rodnika hydroksylowego.
Sa to wysoko reaktywne zwiazki, niszczace DNA, lipidy i1 biatka komorki. Znana jest
dualistyczna rola ROS jako wtornego przekaznika w komorce; wolne rodniki moga bra¢
udziat w wielu szlakach metabolicznych i sygnalnych. Zrédtem wolnych rodnikéw w
komorce moze by¢ zardGwno mitochondrialny tancuch transportu elektronow, jak 1 oksydaza
NADPH komorki oraz kaskada fosfolipazy A2. (103)

Modele eksperymentalne  wskazuja glownie na  proapoptotyczny  efekt
wewnatrzkomorkowych ~ wolnych  rodnikéw  tlenowych. ROS  wzmagaja  proces
programowanej $mierci pochodzacej od receptorow CD95 (Fas/Apo-1), gdyz dodatek
roznych antyoksydantow jest w stanie zablokowac proces apoptozy od tych receptorow.
(104,105) Najprawdopodobniej wzrost stezenia ROS w komorce stymuluje ekspresje
receptoréw CD 95 na powierzchni komorki lub utatwia tworzenie apoptosomu wzmacniajac
tym samym drogg¢ sygnatu pochodzaca od mitochondrium. Rodzaj sygnatu i jego przebieg
zalezny jest od rodzaju i stadium, w jakim znajduje si¢ komorka, dlatego istnieja dowody na
to, ze anionorodnik ponadtlenkowy moze hamowac proces apoptozy pochodzacy od
receptoréw $mierci w niektérych komorkach. (106) ROS moga takze podwyzsza¢ ekspresje
antyapoptotycznych biatek Bcl-2. Losy sygnalu wewnatrzkomorkowego moga sig¢ rozni¢ w
zaleznosci od rodzaju konkretnego typu rodnika; sygnal od nadtlenku wodoru moze dziata¢
odmiennie od sygnatu pochodzacego z nagromadzenia anionorodnika ponadtlenkowego.
(107) Na stezenie wewnatrzkomérkowych wolnych rodnikéw wptyw maja czynniki wzrostu,
przyktadowo przytaczenie czynnika martwicy nowotworu (TNF - Tumor Necrosis Factor a)
znacznie przyczynia si¢ do wzrostu generacji ROS. (108) Nagromadzenie wolnych rodnikow
po zadzialaniu TNFo sprzyja takze aktywacji kaspaz w komorce, gdyz dodanie
przeciwutleniaczy znosi efekt apoptotyczny od pochodzacy od tego czynnika. (109)
Interesujacy jest takze fakt, ze sygnat od receptoréw $mierci zalezny jest od zrédta wolnych
rodnikéw — podczas gdy, ROS produkowane przy udziale oksydazy NADPH hamuja sygnat
apoptotyczny pochodzacy od TNFa, wolne rodniki pochodzace z lancucha oddechowego

mitochondrium stymuluja proces apoptozy. (110)
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1.6. Czynnik martwicy nowotworu w regulacji apoptozy

Czynnik martwicy nowotworu jest cytoking prozapalna wydzielana gléwnie przez
makrofagi. TNFa dziata na komorke poprzez dwa rézne receptory TNFR1 i TNFR2. (111)
TNFR1 wstgpuje na wigkszosci komorek, ekspresja TNFR2 ogranicza si¢ gtownie do
komorek uktadu immunologicznego. (112) Tylko TNFRI1 posiada cytoplazmatyczna domeng
smierci DD, z ktora oddzialuja inne biatka szlaku apoptotycznego. Po zwiazaniu TNF,
TNFR1 trimeryzuje, co umozliwia zmiang¢ konformacji cytoplazmatycznej domeny DD.
Biatko SODD blokujace dostgp do domeny DD przy nieaktywnym receptorze odtacza si¢ od
receptora, a biatko TRADD przylacza si¢ do domeny $mierci DD receptora rekrutujac biatko
RIP, TRAFF2 oraz biatko FADD. (113) Biatko FADD wiaze prokaspaz¢-8 i1 umozliwia jej
aktywacje 1 dalsze przekazanie sygnalu o apoptozie od receptora TNFR1 poprzez
uaktywnienie glownej kaspazy efektorowej - prokaspazy-3. (114) Dziatanie TNFa nie
ogranicza si¢ tylko do inicjacji procesu apoptozy. Szeroko zbadana jest takze przeciwna rola
indukcji sygnatu promujaca przezycie i1 proliferacje komorki. Zwiazanie biatka TRAF2
powoduje fosforylacje kinaz MAP (mitogen activated kinase) oraz w konsekwencji
fosforylacje kinazy p38MAPK i kinazy JNK (cJun N-terminal kinase) i uaktywnienie
czynnika transkrypcyjnego cFos/cJun. (115) Droga od receptora TNF moze prowadzi¢ takze
do wyzwolenia czynnika transkrypcyjnego NF-«B, ktéry aktywuje transkrypcje genow
prozapalnych 1 jest gldownym czynnikiem odgrywajacym role w przezyciu komorki
nowotworowej pomimo dziatania czynnika martwicy nowotworu. (116) Rownolegle biatko
TRAF2 takze moze uaktywnia¢ inhibitory kaspaz cIAP, co moze prowadzi¢ do zahamowania
ich aktywnosci 1 zatrzymania sygnalu o apoptozie. Dualistyczna rola TNFa jest dobrze
poznana, jednakze odpowiedz na pytanie, co decyduje o przewadze sygnalu o przezyciu
komorki pomimo zadziatania czynnika proapoptotycznego jest trudna. (117)

Oprocz receptorow TNFR na komoérkach wystepuja takze receptory FAS (CD 95,
Apo-1), ktore biora udziat w przekazywani sygnatu o apoptozie dotyczacej zwlaszcza kilku
waznych fizjologiczych procesow takich, jak selekcja dojrzalych limfocytéw T lub zabicie
komorki zakazonej wirusem przez komorki cytotoksyczne lub NK. Analogicznie do receptora
TNFR receptor FAS jest homotrimerem, ktéry po przylaczeniu liganda trimeryzuje, co
utatwia oddziatywanie domeny $mierci receptora z domeng biatka FADD. Biatko ma takze
zdolno$ci oddzialywania z zymogenem kaspazy-8. Autoaktywacja kapazy-8 uruchamia
kaskadg kaspaz poczawszy od kaspazy-9. Komoérki mozna podzieli¢ na dwa typy ze wzgledu

na koniecznos$¢ aktywacji drogi mitochondrialnej podczas przekazywania sygnatu od ligandu
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Fas. W pierwszym typie komorek aktywacja kaspazy-8 wystarczy do uaktywnienia kaspaz
efektorowych. Aktywacja kaspaz efektorowych w drugim typie komoérek zalezy od cigcia
biatka Bid przez kaspazg-8 oraz uwolnienia cytochromu c¢ z mitochondrium i aktywacje
kaspazy-9 w apoptosomie. Innym biatkiem, ktoéry moze wigza¢ si¢ do receptora CD9S5 jest
cytoplazmatyczne biatko Daxx, ktorego zwiazanie inicjuje sygnat niezalezny od biatka FADD
1 prowadzacy do aktywacji kinazy c-Jun (JNK), co promuje przezycie komorki pomimo

przytaczenia ligandu FasL. (118)

1.7. Inne rodzaje destrukcji komorek

Proces apoptozy moze zosta¢ zahamowany poprzez wiele czynnikow, ale uszkodzenia
komorki moga by¢ znaczace, co doprowadzi komoérke do zniszczenia poprzez inne procesy
destrukcji, jakimi sa nekroza, czy autofagia. Indukcja lokalnego procesu zapalnego jest
charakterystyczna dla nekrozy. Komorka w skutek dysregulacji transportu jondw, utraty
zrodia energii lub gwaltownej zmiany pH ulega nekrozie, ktora charakteryzuje si¢ utrata
ciagtosci blony, wakualizacja cytoplazmy oraz wyciekaniem zawarto$ci komorki do
otoczenia. (119) Nekroza moze by¢ takze spowodowana zakazeniem lub nagromadzeniem
wolnych rodnikdéw. Proces ten jest rowniez wazny z punktu widzenia fizjologicznego,
przyktadowo podczas procesu odnowy S$luzowki jelita cienkiego, enterocyty umieraja
zardbwno na drodze apoptozy jak i1 nekrozy. (120) Zablokowanie kaskady apoptotycznej
poprzez inhibicje kaspaz moze wymusi¢ na komoérce $mier¢ na drodze nekrozy. (121)

W literaturze opisywane sa takze inne formy destrukcji komorki: autofagia oraz tzw.
katastrofa mitotyczna. Autofagia jest konserwatywnym ewolucyjnie procesem, ktory polega
na lizosomalnej drodze destrukcji biatek lub catych organelli. Autofagia moze by¢
zainicjowana przez szereg czynnikow jak akumulacja zle sfaldowanych biatek, brak
czynnikdw odzywczych, stres oksydacyjny, oraz sygnat od TRAIL, moze zosta¢ zainicjowana
w stanie gtodu 1 zmusza komoérke do przejscia w stan katabolizmu. Proces ten moze takze z
powodzeniem zast¢gpowaé proces apoptozy w przypadku jej blokady. Podobnie jak proces
apoptozy, autofagia wymaga czynnika indukujacego, nakladu energii i syntezy nowych
biatek. (122) Istnieja réwniez dowody na to, iz zaburzenia w tym procesie réwniez moga
prowadzi¢ do rozwoju nowotworu. (123, 124)

Katastrofa mitotyczna spowodowana jest gtownie przez aberracje mitotyczne i
prowadzi do powstania gigantycznej komorki zawierajacej nieskondensowane chromosomy.

Leki, ktére niszcza mikrotubule 1 wrzeciono podzialowe wywotluja katastrofe mitotyczna.
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Zablokowanie podzialu komorki w fazie G2 shuzy naprawieniu uszkodzen DNA. Jesli ten
etap zostanie zaburzony w skutek inhibicji biatek regulujacych ten proces i komoérka bedzie w
stanie wejs¢ w faze mitozy zanim zostanie ukonczona naprawa DNA, moze to wyzwoli¢
proces zniszczenia komorki na drodze katastrofy mitotycznej. (125) Uwaza sig, iz wszystkie
te formy $mierci moga nastgpowaé wymiennie, a takze jeden proces moze by¢ kontynuacja
drugiego. Rodzaj 1 typ $mierci, jaki nastapi w komorce zalezy od jej typu, rodzaju tkanki,

poziomu zréznicowania, czy sity samego czynnika indukujacego. (126)

1.8. Fizjologiczne znaczenie apoptozy

Fizjologiczne znaczenie apoptozy mozna zaobserwowa¢ na kazdym etapie zycia
organizmu. Jakiekolwiek zaburzenia tego procesu zachodzacego w pojedynczych komorkach
moga mie¢ negatywne skutki dla catego organizmu. Nadmierna i niekontrolowana apoptoza
prowadzi do chorob degeneracyjnych 1 autoimmunologicznych. (127,128) Natomiast
zatrzymanie procesu samobojczej S$mierci moze prowadzi¢ do rozwoju procesu
nowotworowego. (129)

Choroby neurodegeneracyjne, takie jak choroba Alzheimera i choroba Parkinsona sa
w duzej mierze powiazane z nadmierna degeneracja neuronow mozgu zachodzacej na drodze
apoptotycznej jak 1 nieapoptotycznej. (130) Model $mierci komorkowej w chorobach
neurodegeneracyjnych zalezy gléwnie od rodzaju gendw zaangazowanych w ten proces.
Wiaze si¢ to z nadekspresja receptora Fas oraz receptora dla TNF a. Takze nagromadzenie
zle uksztaltowanych bialek, charakterystyczne dla chordéb prionowych, choroby Alzheimera
moze wyzwoli¢ w komorkach proces apoptozy za posrednictwem reticulum
endoplazmatycznego. (131) Smieré neuronéw, ktore moze mieé takze charakter nekrozy jako
nastgpstwo urazu, niedotlenienia, jest niezalezna od aktywacji kaspaz i wiaze si¢ ze wzrostem
wewnatrzkomorkowych jonéw wapnia i co za tym idzie uaktywnieniem biatek typu kalpain,
katepsyn. (132,133)

Choroby autoimmunologiczne takze maja swoje przyczyny w nieprawidtowosciach
zwiazanych z procesem apoptozy. Skuteczna fagocytoza ciatek apoptotycznych ma
zapobiega¢ indukcji procesu zapalnego. Defekty genetyczne zwiazane z rozpoznaniem i
fagocytoza komorki apoptotycznej sa przyczyna chordb autoimmunologicznch i rozwoju
odpowiedzi na antygeny wlasne 1 ciagla odpowiedZ autoimmunologiczna. Istotnym
zagadnieniem dotyczacych apoptozy jest szybkie rozpoznanie i usunigcie komorki

przechodzacej proces programowanej $mierci, aby zapobiec wyciekaniu potencjalnie
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immunogennej zawarto$ci komorek. Nieskuteczna fagocytoza moze bowiem prowadzi¢ do
chorob autoimmunologicznych. Fagocytoza ciatek apoptotycznych indukuje wydzielanie
cytokin antyzapalnych jak interleukina-10 oraz TGF[. (134). Sygnatem dla fagocytow jest
fosfatydyloseryna, ktorej reszty znajduja si¢ po wewngtrznej stronie blony komoérkowej, ale
podczas procesu apoptozy sa wystawione na zewnatrz komorki i ulatwiaja jej rozpoznanie.
(135) W rozwoju tolerancji immunologicznej istotna rol¢ odgrywa apoptoza limfocytow na
drodze od ligandu Fas, TRAIL. Zaburzenia w funkcjonowaniu receptorow na limfocytach
doprowadza do zmniejszonej apoptozy 1 zaburzenia homeostazy w ukladzie
immunologicznym, a co za tym idzie doprowadza do rozwoju choroby autoimmunologiczne;.
(136)

Ostatnio postuluje si¢ znaczacy udziat procesu apoptozy w rozwoju i przebiegu szoku
septycznego. (137) Obserwuje si¢ gtdéwnie wzmozong apoptoze limfocytoéw w §ledzionie oraz
grasicy 1 w wielu tkankach limfoidalnych zasocjowanych z blonami $luzowymi.(138,139)
Nadmiernej apoptozie ulegaja takze komorki dendrytyczne, monocyty, makrofagi oraz
enterocyty. (140, 141) Droga sygnatu prowadzacego do efektu programowanej $mierci w
szoku septycznym moze pochodzi¢ zaréwno z zewnatrz komorki jak 1 z wnegtrza komorki.
Uszkodzenie tkanek i catych organdw, jakie wystgpuje w sepsie ma wplyw na przezycie
pacjenta i wiaze si¢ zaburzeniami procesu apoptozy lub nekrozy. Poznanie mechanizméw
procesu apoptozy wystepujacych w rozwoju szoku septycznego moze mie¢ istotne znaczenie
dla leczenia tej choroby o wysokiej $miertelnosci. Wykazano, iz zahamowanie nadmierne;j
apoptozy limfocytdéw  wystepujacej w  sepsie  sprzyja wyzdrowieniu  zwierzat

eksperymentalnych, u ktérych wystepuja objawy szoku. (142,143,144)

1.9. Rola apoptozy w etiopatogenezie nowotworow

Utrzymywanie stalej liczby komoérek w tkankach ciagle regenerujacych si¢ o wysokim
wskazniku podzialdow wymaga rownowagi pomiedzy zamieraniem a namnazaniem sig
komorek. Niekontrolowana proliferacja i zaburzenia procesu apoptozy w tkance moga
skutkowa¢ rozwojem nowotworu. Kancerogeneza jest ztozonym, wieloetapowym procesem,
u podstaw ktorego leza zmiany genetyczne prowadzace do powstania guza, jego rozrastania
si¢ 1 rozprzestrzeniania. Aby doszio do rozwoju raka, komoérki musza uzyska szereg
wlasciwosci. Jednym z etapdw nowotworzenia jest uniewrazliwienie si¢ komorek na sygnaly
pochodzace od inhibitoréw wzrostu oraz wydzielanie czynnikow wzrostu na drodze

autokrynnej. Kolejna wazna wtasciwoscia, ktora umozliwia rozwdj guza jest podtrzymywanie
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angiogenezy oraz mozliwo$¢ rozprzestrzeniania i inwazji sasiednich tkanek. Istotnym etapem
nowotworzenia jest niekontrolowana replikacja komorki, a takze zaburzenie procesu
apoptozy. (145) Mutacje zachodzace w komoérkach nowotworowych zaburzaja proces
apoptozy poprzez zablokowanie dzialania biatek proapoptotycznych lub nadekspresj¢ biatek
funkcjonujacych jako inhibitory programowanej $mierci. Jednym z gtéwnych biatek, ktorych
mutacje czgsto obserwuje si¢ w komorkach nowotworowych jest rodzina biatek Bcl-2.
Mutacja w domenie BH proapoptotycznego biatka Bax lub Bak skutkuje utrata funkcji tych
bialek i zatrzymanie apoptozy na drodze mitochondrialnej. (146) Ekspresja biatka Bcl-2 w
transgenicznych myszach, u ktérych rozwingta si¢ biataczka udowodnila, Ze inhibicja
apoptozy prowadzi¢ moze do rozwoju nowotworu. Mutacja w waznym biatku hamujacym
rozwo0j nowotworu, jakim jest pS3 moze wptyna¢ na zahamowanie apoptozy. Biatko p53 jest
kluczowym regulatorem transkrypcji biatek odpowiedzialnych za cykl komérkowy, mutacje
tego biatka obserwuje si¢ w wigkszo$ci nowotworéw. Uszkodzenie genu p 53 moze by¢
spowodowane promieniowaniem, czynnikami chemicznymi lub repilkacja wirusa HPV
(Human Papilloma Wirus - wirus brodawczaka ludzkiego). (147) Wystapienie nowotworu jest
bardziej prawdopodobne, jesli zahamowaniu apoptozy towarzyszy inna mutacja, na przyktad
zmiany w funkcjonowaniu proto-onkogendéw jak c-myc sprzyjacym niekontrolowanym
podziatom komoérkowym. (148)

Inne biatka z rodziny Bcl-2 rowniez moga by¢ zaangazowane w zahamowanie procesu
programowanej $mierci 1 rozw¢] nowotwordow. Myszy, ktorych komorki nie wykazuja
ekspresji genu Bax réwniez spontanicznie zapadaja na rézne choroby nowotworowe. Istnieja
takze dowody na to, iz mutacje genow Bax 1 Bak u ludzi sprzyjaja rozwojowi raka zotadka,
odbytnicy i rozwojowi bialaczek. (149) Bialko Bak jest waznym regulatorem apoptozy w
normalnych komorkach nabtonkowych jelit, obnizenie jego poziomu obserwuje si¢ w
nowotworach jelit, aktywacja onkogenu Ras stymuluje to obnizenie. Postuluje si¢ tez udziat
inhibitorow kaspaz IAPs, ktorych podwyzszony poziom stwierdzono w roznych liniach
nowotworowych oraz biopsjach guzéw. (150) Takze w mechanizmie powstawania czerniaka
ztos§liwego jest obserwowana utrata ekspresji biatka Apaf-1. (151) Poziom biatka surwiwiny
zwiazanego z apoptoza podnosi si¢ w wielu typach zlosliwych nowotworow, wysoki poziom
tego biatka moze by¢ wskaznikiem zeztosliwienia guza. Rowniez ekspresja genow kaspaz
moze mie¢ wplyw na prognoz¢ leczenia roznych typow raka. Zaobserwowano, iz nowotwory
trzustki 1 neuroblastoma wykazuja mniejsza ztosliwos¢, jesli w jadrze komorek zlokalizowana
jest kaspaza-3. (152) Brak ekspresji kaspazy-8 moze korelowaé¢ z rozwojem raka pluc i

neuroblastoma. Dodatkowo zaburzenia ekspresji integryn 1 kaspazy-8 promuje uzlosliwienie
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neuroblastoma utatwiajac inwazje do sasiednich tkanek. (153) Niewrazliwo$¢ na sygnat
proapoptotyczny spowodowana moze by¢ takze nadaktywacja wewnatrzkomérkowych
szlakow decydujacych o przezyciu komorki, jak sygnat od kinazy AKT, ktora aktywuje rozne
szlaki zachowujace komorke przy zyciu. W wielu typach nowotwordéw te szlaki sa bardzo
aktywne. U podstaw wzmozonej aktywacji kinazy AKT leza mutacje w onkogenach Ras lub
receptorze hormonu wzrostu. (154) Innym szlakiem bardzo aktywnym w komorkach
nowotworowych jest sygnat zwiazany z czynnikiem transkrypcyjnym NF-Kk[3, ktory moze
zahamowac¢ apoptozg. (155) Przyczyna nadekspresji tego sygnatu sa genetyczne translokacje i
amplifikacje genow kodujacych biatko NF-k[f i jego inhibitor. NF-K[(3 jest czynnikiem
regulujacym proces zapalny, a takze apoptoze. Efekt tego czynnika zalezy od typu komorki,
w ktorej jest aktywowany, przykltadowo moze on promowaé proces apoptozy poprzez
indukcje ekspresji Fas ligandu. (156) W komorkach nabtonka jelit wzmozona aktywacja tego
czynnika zwiazana jest ze stanem zapalnym $luzéwki 1 zahamowaniem apoptozy.

Istnieje wiele dowodow na to, ze bialka decydujace o przekazywaniu sygnatu
dotyczacego programowanej $mierci maja istotne znaczenie w progresji nowotworu. Czynniki
dzialajace proapoptotycznie maja dziatanie supresoré6w nowotworow, spadek ich poziomu,
badz zaburzenie funkcji biatka skutkuje rozwojem nowotworu. Wydaje si¢ takze, ze biatka
hamujace apoptoze moga dziata¢ jako onkogeny i1 potencjalnie ich wzrost rowniez bedzie
sprzyjal powstaniu guza. Jednakze proces kancerogenezy jest zlozony i zaburzenia apoptozy
moga by¢ tylko jednym z jego etapdw. O znaczeniu procesu apoptozy w rozwoju nowotworu
swiadczy¢ moze fakt, iz rak jelita grubego zdarza si¢ znacznie czg$ciej niz jelita cienkiego,
gdzie proces apoptozy w warstwie intensywnych podziatéw komorek jest czesciej
obserwowany niz w nablonku jelita grubego. Te obserwacje potwierdza fakt, iz stosunek
biatka Bax/Bcl-2 jest wyzszy w komoérkach macierzystych nablonka jelita cienkiego w

poréwnaniu z komorkami jelita grubego. (157)

1.10. Fizjologiczne znaczenie apoptozy w tkance nablonkowej jelit

W stanie fizjologicznym organizmu apoptoza jest procesem czgsto zachodzacym,
podtrzymujacym homeostazg w tkankach o duzym tempie podzialdéw komorek. W
szczegdlnosci w tkankach nablonkowych wystepujacych na powierzchniach narzadéw, jak
nabtonek jelit, zotadka, pochwy, etc. Komorki nabtonkowe jelita cienkiego namnazaja si¢ w
kryptach kosmkow jelitowych, a nastgpnie sg przesuwane ku gérnym partiom, w $wietle jelita

ulegaja ztluszczaniu juz jako komorki zréznicowane. Caty proces trwa okoto 3-5 dni. Utrata
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kontaktu komorki adherentnej z podtozem skutkuje forma $mierci zwanej ,,anoikis”. Proces
ten opisany przez Frisch i1 Francis w 1993 roku jest indukowany poprzez zmiany zachodzace
w ekspresji biatek decydujacych o zakotwiczeniu komorki w podtozu, jak integryny,
kadheryny, co jest zwigzane z genetycznie zaprogramowang terminacja cyklu komorkowego.
(158) Rozmnazaniem i réoznicowaniem komorek w osi krypta-$wiatto jelita kieruja cytokiny
jak TGFa. (159) Natomiast o apoptozie decyduja cytokiny, takie jak TNF-a i INF- y. TNF-a
moze dziata¢ poprzez receptor TNFR1 w goérnych partiach kosmkow jelit wywolujac
apoptoze enterocytow i ulatwiajac ich oderwanie w $wietle jelita. Ta sama cytokina moze
dziata¢ przez receptor TNFR2 w kryptach podnoszac poziom biatka p53 i zapobiegajac
nadmiernej apoptozie w tej czgéci tkanki. (160) Apoptoza w warstwie intensywnych
podzialéw komorek zdarza si¢ rzadko 1 ma na celu eliminacje komorek wadliwych. Natomiast
uwaza sig, iz komorki ulegajace oderwaniu w gornych partiach nabtonka zamieraja na drodze
apoptozy badZz nekrozy. O takim przebiegu procesu roznicowania enterocytOw moze
swiadczy¢ wysoki poziom antyapoptotycznego biatka Bcl-2 w komorkach krypt, oraz
zwigkszajacy si¢ poziom biatka Bax w miar¢ przesuwania si¢ komorek w wyzsze partie
kosmkow jelitowych. Regulacja tego procesu i1 decyzja o wejsciu w etap programowanej
$mierci zaleza od balansu pomigdzy homologami z grupy proapoptotycznej i
antyapoptotycznej bialek Bcl-2. Zaburzenia charakteryzujace si¢ nadmierna apoptoza
enterocytow, badz zaburzeniami podzialow komorek wystgpuja w takich chorobach jak
wrzodziejace zapalenie jelit badZz choroba Crohna. Sa to choroby o podtozu genetycznym, w
ktérych znaczny udziat ma system immunologiczny i przewlekly stan zapalny pochodzacy od
aktywowanych makrofagéw i limfocytoéw T. Wsrdd limfocytow T izolowanych z obszarow
przewlektych zapalen obserwuje si¢ zanizona apoptozg. Stosunek Bcl-2/Bax w chorobie
Crohna jest wysoki, co powoduje akumulacje komoérek T 1 chroniczny stan zapalny. (161) We
wrzodziejacym zapaleniu jelita obserwuje si¢ masowa apoptoze enterocytow spowodowana
interakcja receptor Fas-Fas ligand obecnych na limfocytach CD3 gromadzacych si¢ w
miejscu zapalenia 1 niszczacych §luzoéwke jelit. (162) W stanach zapalnych jelit wazna role
odgrywa wzmozone wydzielanie cytokin, a w szczegdlnosci TNF-a i INF-y niszczacych
sluzowke. Nadprodukcja cytokin wplywa takze na integralno$¢ nabtonka gdyz utrudnia
tworzenie potaczen zamykajacych (ang. tight juncton) oslabiajac barier¢ jaka stanowi
nabtonek.(163) Wzmozona apoptoza enterocytow wywotuje przyspieszenie tempa podziatow
komoérkowych, co z kolei sprzyja mutacjom i procesowi nowotworzenia. Pacjenci z
nawracajacym wrzodziejacym zapaleniem jelit lub choroba Crohna czg$ciej zapadaja na

nowotwory. (164) Mutacje prowadzace do nowotworu u tych pacjentow sa podobne do tych,
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jakie zdarzaja si¢ w sporadycznych przypadkach raka jelit i obejmuja gen p53, geny APC.
Komoérki raka okr¢znicy dodatkowo wykazuja ekspresje ligandu Fas, co pozwala im uniknaé

zniszczenia przez aktywowane limfocyty T.

I.11. Rola nadtlenku wodoru w przekazywaniu sygnalu o apoptozie

Przewlekly stan zapalny w tkankach jest zawsze zwigzany z mozliwos$cia rozwoju
nowotworu. Na skutek nagromadzenia wolnych rodnikéw, aldehydow 1 czynnikéw
prozapalnych moze doj$¢ do uszkodzenia DNA, mutacji w genach i zahamowania apoptozy.
W stanie zapalnym dochodzi do aktywacji wielu enzymow jak cyklooksygenaza, syntetaza
tlenku azotu i1 zwigkszenia poziomu wolnych rodnikéw. W wigkszosci typow komorek
nowotworowych obserwowany jest wzrost wewnatrzkomoérkowych wolnych rodnikow
tlenowych. (165) Ich zréodlem moze by¢ szereg enzyméw jak oksydaza NADPH,
peroksysomy, mitochondrialny tancuch transportu elektronéw, cyklooksygenaza,
lipooksygenaza, oraz cytochrom P450. W normalnych warunkach w prawidtowej komorkce
ilo§¢ reaktywnych form tlenu jest $cisle kontrolowana przez systemy enzymatyczne jak
dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza, peroksydaza glutationowa oraz przeciwutleniacze. Ta
Scista kontrola 1 regulacja sprawia, iz wolne rodniki tlenowe moga uczestniczy¢ w
przekazywaniu sygnalu wewnatrzkomorkowego dotyczacego apoptozy i proliferacji komorki.
Wolne rodniki moga wplywac¢ na aktywno$¢ kinaz i fosfataz oraz aktywowac czynniki
transkrypcyjne. (166) Produkcja ROS jest elementem dziatania czynnikdw wzrostu wiazacych
si¢ z receptorami o aktywnos$ci kinazy tyrozynowej. Aktywacja oksydazy NADPH w tym
szlaku prowadzi do wytworzenia anionorodnika ponadtlenkowego, a nast¢pnie powstania
nadtlenku wodoru, ktéry dziatajac jako wtérny przekaznik moze zablokowa¢ apoptozeg
komorki oraz uaktywni¢ niekontrolowana proliferacje poprzez aktywacje onkogendw.
Nadmiar wolnych rodnikow tlenowych sprzyja transformacji. Reaktywne formy tlenu
wywotuja mutacje w DNA, w szczegdlnosci w DNA mitochondrium i wptywaja na ekspresje
biatek regulujacych wzrostem i rozmnazaniem komorki. Komoérki nowotworowe dzielac sig
intensywnie tworza guz, w ktérym pojedyncze komorki znajduja si¢ w stanie niedotlenienia i
braku substancji odzywczych. Te warunki wyzwalaja w komodrkach nowotworowych takie
procesy adaptacyjne, ktore umozliwiaja im wzrost i1 przezycie polegajace na zahamowaniu
procesu programowanej $Smierci i zmianach w metabolizmie komodrki. W tym procesie istotna
rolg¢ moga odgrywa¢ wolne rodniki tlenowe, gdyz sa one produkowane w mitochondriach w

przypadku braku tlenu. Powstaje wtedy anionorodnik ponadtlenkowy, ktory jest zamieniany
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w nadtlenek wodoru przy wudziale dysmutazy nadtlenkowej. Zwigkszona ilo$¢
wewnatrzkomorkowego nadtlenku wodoru jest wtornym przekaznikiem sygnatu 1 moze
wplywaé na ekspresje gendéw poprzez aktywacje czynnikow transkrypcyjnych i utatwiad
komorce przezycie pomimo braku czynnikéw odzywczych. (167) Nadtlenek wodoru moze
petié¢ dualistyczna role w przypadku regulacji procesu apoptozy; odpowiednie st¢zenia moga

wyzwoli¢ lub zahamowac proces apoptozy. (168)

1.12. Wplyw zwiazkow chemicznych zawartych w pozywieniu na apoptoz¢ i proces

nowotworzenia

W pozywieniu obecnych jest szereg bioaktywnych komponentéw, ktore moga
wplywa¢ na metabolizm komorki, st¢zenie wolnych rodnikéw oraz regulowac proces
apoptozy. Niektorzy szacuja, iz 40% nowotwordow jest zwigzanych z dieta. Ta liczba
zwigksza si¢ dla konkretnych typow nowotwordéw 1 przy okreslonym sktadniku diety. (169)
Badania epidemiologiczne dowodza, ze odpowiednia dieta bogata w btonnik, nienasycone
kwasy tluszczowe, flawonoidy, czy probiotyki moze znacznie zredukowac ryzyko rozwoju
raka. (170) Wigkszos¢ z tych substancji dziata jako antyoksydanty przeciwdziatajace wolnym
rodnikom uszkadzajacych komponenty komorek. Substancje takie jak karoten, likopen, czy
kwas askorbinowy moga zmniejszy¢ wystepowanie nowotwordw piersi, prostaty czy raka
okr¢znicy. Jednym z elementéw powstawania raka, na ktory moga mie¢ wptyw te substancje
jest proces apoptozy. (171) Niektore sktadniki pozywienia moga wplywac¢ na apoptoze w
komoérkach nowotworowych. Galusan epigalokatechiny (ang. (-)-Epigallokatechiny gallat
ECCG) - sktadnik zielonej herbaty wywoluje selektywna apoptozg w komorkach
nowotworowych. (172,173) Inne substancje o udowodnionych wlasciwosciach
przeciwnowotworowych to resweratrol wystepujacy w czerwonym winie, kurkumina z
szafranu indyjskiego oraz kwercetyna z cebuli i1 likopen wystepujacy w pomidorach.
(174,175,176) Szacuje sig, ze spozycie odpowiednich ilosci tych substancji moze by¢ istotne
dla profilaktyki nowotworow. Dzialanie tych zwiazkéw polega na wpltywaniu na droge
przekazywania sygnalu o apoptozie: aktywacje kaspaz, uwolnienie cytochromu c¢ z
mitochondrium, regulacj¢ bialek Bcl-2 lub aktywacj¢ bialtka p 53. Reserwatrol pobudza
apoptoze¢ na drodze od receptora CD95 w komorkach raka prostaty. (177)

ECCG istotnie wzmacnia sygnat od ligandu TRAIL w komoérkach raka watroby.
Profilaktyczne spozycie likopenu wywotuje uwolnienie cytochromu ¢ w komorkach raka

prostaty. Beta karoten moze indukowa¢ uwolnienie cytochromu c z mitochondrium w
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komorkach biataczki, raka jelita grubego oraz czerniaka. W komorkach raka trzustki ECCG
wywoluje oligomeryzacje biatka Bax oraz depolaryzacje btony mitochondrium, co uaktywnia
proces apoptozy w tych komorkach. Reserwatrol oraz ECCG moga dodatkowo wptywaé na
apoptoz¢ komorek poprzez aktywacje biatka p53 w komorkach rakowych. Indukcja apoptozy
pod wplywem tych zwiazkéw jest zalezna od biatka p53 — komorki z delecja tego genu nie
ulegaja procesowi programowanej $mierci pod wplywem tych skladnikéw roslinnych.
Reservatrol moze takze obnizy¢ poziom surwiwiny — bialka przeciwdziatajacego apoptozie.
Efekt powyzszych eksperymentow stwierdzonych in vitro potwierdzaja niektére
eksperymenty in vivo, zwlaszcza w przypadku wyciagu z zielonej herbaty. (178) W mysich
modelach chemicznej indukcji raka zwigkszone spozycie kwercetyny 1 rutyny wywotato
wzrost indeksu apoptotycznego w obszarach dysplazji nabtonka okreznicy w porownaniu do
grupy kontrolnej. (179) Profilaktyczny efekt sktadnikow ro$linnych polega gléwnie na
wplywaniu na proces apoptozy komoérek nowotworowych, oszczedzajac komorki prawidlowe.
W dietetycznej profilaktyce raka wazne jest takze wzajemne wzmacnianie 1 sumowanie si¢
efektu roznych substancji w pozywieniu. Istotne jest takze spozycie produktéw bogatych w
btonnik, gdyz wspomaga on rozwdj prawidlowej flory bakteryjnej jelit, w szczeg6lnosci
bakterii z rodzaju Lactobacillus i Bifidobacterium produkujacych krétkotancuchowe kwasy
thuszczowe redukujace dziatanie enzymoéw prokancerogennych. Obecno$¢ niektorych

gatunkow tych bakterii w jelicie obniza¢ moze ryzyko wystapienia raka jelita grubego. (180)

1.13. Rola bakterii w apoptozie komorek nablonkowych

Bakterie patogenne i komensalne moga mie¢ duzy wptyw na funkcjonowanie komorek
nabtonka, z ktérym maja bezposredni kontakt, w tym takze na proces apoptozy. Interakcja
bakterii z komorka gospodarza aktywuje szereg procesow i szlakow wewnatrzkomorkowych,
ktorych wynikiem moze by¢ produkcja cytokin, wolnych rodnikéw, wydzielanie defensyn.
Kontakt komorki eukariotycznej z patogenem moze takze wplyna¢ na transdukcje sygnatu
wewnatrzkomorkowego, uksztattowanie mikrofilamentow, rozmieszczenie wakuol. (181)
Bakterie sa zdolne do sterowania procesem programowanej $mierci komorki. W niektérych
przypadkach te same bakterie moga aktywowac proces apoptozy w komorce, jak réwniez ja
hamowa¢. (182) Adherencja niektorych bakterii na powierzchni komorki gospodarza
prowadzi do wniknigcia patogenu do wngtrza komorki poprzez fagocytozg lub endocytozg
wymuszona przez patogen. Scisty kontakt bakterii z komérka gospodarza pozwala bakterii na

sterowanie wewnatrzkomorkowymi procesami.
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U bakterii z rodzaju Shigella, Salmonella oraz niektorych typéw E. coli rezydujacych
w ukladzie pokarmowym ssakow wykryto tzw. III typ sekrecji bialka polegajacy na
potaczeniu za pomoca struktur bialkowych zewnegtrznej i wewngtrznej btony bakteryjnej
ulatwiajacych wstrzyknigcie okreslonych biatek do komoérki eukariotycznej. (183)
Rozpuszczalne biatka bakterii w komorce gospodarza wywotuja fosforylacje kinazy
tyrozynowej, aktywacje biatek Ras, wzrost stgzenia wewnatrzkomorkowych jondéw wapnia
oraz zmiany w cytoszkielecie komorki utatwiajace inwazj¢ bakterii. (184) W przypadku
bakterii Shigella flexneri biatko IpaB bgdace sktadowa kompleksu inv-spa nalezacego do III
typu sekrecji biatek bakteryjnych jest zdolne wywota¢ szybka apoptoz¢ makrofagow,
limfocytow B 1 T in vitro. Biatko IpaB aktywuje enzym ICE, ktory bierze udzial w aktywacji
szlaku apoptozy w komodrkach. Szybkie 1 skuteczne zabicie komodrek uktadu
odpornosciowego sasiadujacych z tkanka nablonkowa utatwia bakterii dalsza inwazje tkanek
oraz zapobiega procesowi zapalnemu. (185) Szybka apoptoza enterocytow jednak nie jest dla
bakterii Shigella korzystna, po wtargnigciu bakterii do komodrki nabtonkowej zostaje
uruchomiony proces pro-zapalny, hamujacy szybka apoptoz¢ komoérek gospodarza.
Wydzielanie chemokin oraz cytokin pro-zapalnych jak TNFa wiaze si¢ z aktywacja czynnika
NFkB i1 zahamowaniem procesu apoptozy. (186) Takze w przypadku Salmonella
thyphimurium biatka systemu III typu sekrecji biorace udziat w inwazji bakterii na komorke
gospodarza moga wywotac¢ apoptoze makrofagow. System III typu sekrecji utatwia zmiang w
uksztattowaniu cytoszkieletu komorki, co z kolei pomaga we wnikaniu i rozprzestrzenianiu
patogenu. W przypadku komorek niefagocytujacych takich, jak enterocyty bakteria w bliskim
kontakcie z komorka nablonkowa wywotuje takie zmiany w mikrofilamentach, ktore
utatwiaja endocytoze i1 inwazje patogenu w glab komorki oraz niszczy mikrokosmki
enterocyta w miejscu inwazji. (187) Biatko efektorowe SopB bakterii z rodzaju Salmonella
wnikajac do wnetrza komorki nabtonkowej moze hamowaé apoptoze poprzez aktywacje
kinazy biatkowej Akt. (188)

Enteropatogenne szczepy E. coli (EPEC) réwniez wywoluja zniszczenie apikalnych
struktur enterocyta oraz reorganizacje cytoszkieletu za pomoca systemu III typu sekrecji
bialek bakteryjnych. Do uzyskania efektu wirulencji niezbgdny jest $cisly kontakt bakterii z
enterocytem. Adherencje bakterii do komorki enterocyta umozliwiaja pili na powierzchni
bakterii, nastgpnie poprzez aparat sekrecyjny bakteria wprowadza receptor Tir do blony
komorki  eukariotycznej.  Fosforylacja  receptora  oraz  nastgpujaca  kaskada
wewnatrzkomorkowa sygnatu doprowadza do uformowania tzw. piedestalu zlozonego z

wldkien aktynowych, utrwalajacego $cisty kontakt patogenu. Enteropatogenne szczepy E.coli
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sa zdolne wywota¢ apoptozg komorek nablonkowych in vitro. (189) Enteropatogenna
Escherichia coli wywotuje biegunke u dzieci, niszczac nablonek jelit. EPEC wptywa zaréwno
na droge pro-zapalna jak i1 anty-zapalna. Enteropatogenne szczepy E. coli moga hamowac
proces apoptozy, ale takze maja zdolnos$¢ do jej aktywowania, moga wigc manipulowaé tym
procesem. Cho¢ biatko EspF wywotuje apoptoze lub nekrozg komodrek nablonkowych jelita
cienkiego, bakteria produkuje takze biatka, ktére poprzez stymulacje receptora czynnika
wzrostu EGFR moze aktywowac¢ antyapoptotyczna droge przekazania sygnatu z udziatem
kinazy biatkowej Akt. (190) Toksyna mogaca wptywaé negatywnie na organizm gospodarza
jest CNF1 (czynnik nekrotyzujacy 1) pochodzacy ze szczepow bakterii E. coli, takze tych
komensalnych. Biatko to po zwigzaniu receptora lamininy na powierzchni komorki
nabtonkowej ulega endocytozie, a w cytoplazmie komorki oddzialuje z GTPaza biatka Rho,
nalezacego do rodziny bialek Ras sterujacej wieloma funkcjami komorki, jak reorganizacja
cytoszkieletu do F-aktyny, utworzenie widkien naprezeniowych, a takze wzrost aktywnosci
makropinocytarnej utatwiajacych inwazje bakterii oraz promujacych metastazg komorki.
(191) Czynnik CNF1 moze aktywowal antyapoptotyczna droge przekazywania sygnatu
bedaca pod kontrola czynnika NFkB pomimo dzialania czynnika inicjujacego apoptozg, jakim
jest TNF. Toksyna E. coli moze takze wptywal na proces apoptozy zwiazanej z
mitochondrium poprzez wzrost ekspresji antyapoptotycznych biatek z rodziny Bcl-2.
Zahamowanie procesu apoptozy oraz zatrzymanie podziatu komoérki w fazie G1 sprzyja
patogenowi 1 przyczynia si¢ do nagromadzenia uszkodzen w DNA komorki gospodarza i
promocji procesu nowotworzenia. (192) W przypadku E. coli wywotujacej krwotoczne
zapalenie jelit (EHEC) biatko EspE (inaczej Tir) ulokowane w komorce eukariotycznej za
pomoca aparatu III typu sekrecji wywotuje aktywacje lekkiego tancucha miozyny oraz kinazy
biatkowej C, wywoluje takze apoptozg poprzez uwolnienie cytochromu c i dezaktywacje
enzymu PARP naprawiajacego uszkodzenia w DNA. Infekcja EHEC niszczy takze
potaczenia migdzykomorkowe, zwigkszajac przepuszczalno$¢ tkanki 1 ulatwiajac dalsza
inwazj¢ patogenu. (193)

Bakterie z rodzaju Yersinia indukuja apoptoz¢ poprzez zahamowanie
antyapoptotycznej drogi regulowanej przez czynnik transkrypcyjny NFkB. (194) Biatko
listeriolizyny O w poczatkowych fazach listeriozy wywotuje wzmozona apoptozg
hepatocytow, co z koleji korzystne jest dla organizmu, gdyz przyciaga neutrofile w miejsce
inwazji i pomaga w niszczeniu bakterii. (195) Szereg bialtek i1 toksyn wydzielanych przez
bakterie jak egzotoksyna A bakterii Pseudomonas, toksyna cholery, czy dyfterytu moze

zniszczy¢é komorki gospodarza na drodze apoptotycznej. (196) Smieré¢ zakazonej komorki na
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drodze apoptotozy pozwala na szybkie pozbycie si¢ zakazonej komorki i lize bakterii, bez
generacji procesu zapalnego, co jest korzystne dla organizmu gospodarza. Bakterie takie
moga sterowa¢ procesem programowanej Smierci komorek eukariotycznych poprzez
superantygeny bakteryjne, toksyny, lipopolisacharydy, sekrecje inhibitoréw syntezy biatka
lub biatka tworzace pory w blonie komdrek. W niektorych przypadkach apoptoza komorek
wywotana przez bakterie sprzyja patogenowi, przyktadowo apoptoza makrofagéw broniacych
organizm przed dalsza inwazja ulatwia wnikanie bakterii w glab tkanek, a takze do
krwioobiegu gospodarza.

Bakterie manipuluja sygnatami przekazywanymi wewnatrz komorki, moga wptywaé
na ekspresj¢ genow w komorce gospodarza 1 modyfikowaé fizjologie komorki. Obecnosé
niektérych patogennych bakterii 1 ich czgsty kontakt z tkanka gospodarza sprzyja
powstawaniu przewlektego procesu zapalnego, co wiaze si¢ z wzmozona aktywacja czynnika
transkrypcyjnego NFkB, wzmozonym wydzielaniem cytokin prozapalnych oraz nadekspresja
genu cykloksygenazy 2. Przewlekty stan zapalny w tkance wywolany przez bakterie moze
zaburza¢ spontaniczny proces apoptozy komorek nabtonkowych i uktadu immunologicznego,
a w konsekwencji przyczyni¢ si¢ do procesu nowotworzenia. Dobrze zbadanym przyktadem
powyzszej tezy jest wptyw bakterii Helicobacter pylori na §luzowke zotadka. Chroniczna
infekcja H. pylori wzmaga produkcje 1 wydzielanie wolnych rodnikow przez komorki
nabtonkowe, co prowadzi do mutacji 1 poglebienia efektu kancerogennego. W przebiegu
przewlektych infekcji wywotanych niektdérymi szczepami bakterii komoérki eukariotyczne
pozostaja pod wpltywem wielu toksyn bakteryjnych, ktére oddzialuja na szlaki przekazywania
sygnalu w komorkach eukariotycznych lub tez na genom gospodarza. Niektore toksyny
bakteryjne jak CagA bedaca produktem genow w obszarze decydujacym o patogennosci
bakterii H. pylori, bezposrednio wptywa na cytoszkielet komorki, molekuty adhezyjne,
podzial komodrki oraz zahamowanie procesu apoptozy 1 sprzyja metastazie komorek
nabtonkowych jamy zofadka. (197) W przeciwienstwie do molekuty CagA toksyna
wakualizujaca H. pylori (VacA) wptywa na uwolnienie cytochromu ¢ z mitochondrium oraz
dziala proapoptotycznie na komorki eukariotyczne. (198) Zdolno$¢ bakterii do sterowania i
manipulowania procesem zapalnym i apoptoza utatwia inwazj¢ patogenu i zwigksza szanse na
przezycie 1 rozprzestrzenianie wewnatrz organizmu gospodarza. In vitro H. pylori wywotuje
apoptoze komorek, jednakze dane pochodzace z badan in vivo sugeruja zahamowanie
apoptozy w przebiegu chronicznej infekcji przyczyniajacej si¢ do rozwoju nowotworu

zoladka. Stopien, w jaki apoptoza jest wywotana lub zatrzymana przez H. pylori moze zaleze¢
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od szczepu bakterii i produkowanych biatek, a takze od profilu cytokin wydzielanych przez

tkanke w stanie zapalnym. (199)

1.14. Rola receptorow TLR w utrzymaniu homeostazy w tkance

W procesie apoptozy wywotanej przez bakterie duza role odgrywaja receptory TLR.
Sa to receptory transblonowe o konserwatywnej budowie =zlokalizowane gltownie na
komorkach uktadu immunologicznego i komoérkach nabtonkowych. Gtowna ich funkcja jest
rozpoznanie patogenu i przekazanie sygnatu decydujacego o zapaleniu. (200) Rézne receptory
TLR moga rozpozna¢ rézne komponenty bakterii, jak lipopolisacharyd, peptydoglikan, kwasy
nukleinowe patogenu lub biatka flagelling. Gram-ujemne bakterie dodatkowo moga
oddziatywaé z receptorami Toll, czy NOD poprzez lipopolisacharyd LPS, a Gram-dodatnie
poprzez kwasy lipoteichojowe. (201, 202) Receptory TLR umozliwiaja rozpoznanie
konkretnych patogendéw dajac mozliwos¢ stymulacji odpowiedniego sygnatu o zapaleniu lub
apoptozie. U ludzi zidentyfikowano okoto 10 réznych typdéw receptora Toll rozpoznajacych
rézne komponenty patogendw. (203) Sygnal przekazany przez receptory TLR wiacza pro-
zapalny program z udzialem czynnika NFkB, kinaz MAP prowadzacy do nadekspresji
cytokin, chemokin oraz molekut adhezyjnych, co zwiazane jest z zahamowaniem apoptozy i
prolongacja sygnatu przezycia. Sygnat od niektorych typoéw receptora TLR4 i TLR2 moze
jednak prowadzi¢ do aktywacji procesu apoptozy przy jednoczesnej inhibicji czynnika NF«kB.
(204) W przypadku niektorych patogenéw takich, jak bakterie z rodzaju Yersinia
wywotujacych apoptozg¢ makrofagéw, aktywacja receptora TLR 4 przy rownoczesnym
zahamowaniu kinazy inhibitora IkB przez biatko Yop prowadzi do apoptozy komorki. (205)
Rozpoznanie patogenu przez receptor TLR pobudza drogg aktywacji sygnatu o apoptozie
poprzez biatkko MyD88 bedace molekuta adaptorowa receptora angazujaca biatko FADD
uczestniczace w aktywacji kaspazy-8. (206) Brak stymulacji konkretnych receptoréw Toll na
przyktad rozpoznajacych biatko flagelling w przypadku inwazji bakterii Salmonelli z mutacja
tego genu nie uruchamia sygnalu pozapalnego, lecz programowana $mier¢ enterocytow. Jest
to kolejny przyklad sposobu manipulacji programowana $§miercia komorki przez patogeny,
ale takze sposdb obrony organizmu przed patogenami poprzez usuwanie zakazonych
komorek. Mutacje w budowie biatka receptora Toll moga zmienia¢ jego funkcjonowanie i
wykrywanie patogendw, co usposabia do wielu chorob charakteryzujacym si¢ przewlektym
stanem zapalnym. Wykryto, iz myszy z delecja genu TLRS wykrywajacego bakteryjna

flagelling choruja na chroniczne zapalenie okrgznicy. (207) Niewlasciwa odpowiedZ na
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antygeny bakterii komensalnych przy udziale receptoréw Toll jest jedna z gtéwnych przyczyn
choroby Crohna. (208) Receptory TLRS rozpoznajace flagelling znajdujaca si¢ w czesci
bazalnej komorek nablonkowych jelit, lecz przy zaburzeniach prowadzacych do wzrostu
przepuszczalno$ci nabtonka moze doj$¢ do kontaktu flagelliny bakterii komensalnych, czego
rezultatem bedzie chroniczny stan zapalny. (209) Receptory Toll pelnia funkcje utrzymania
homeostazy w tkance poprzez regulacj¢ odpowiedzi immunologicznej na patogeny i flore
komensalna. Zaburzenia w funkcjonowaniu receptoréw Toll moga wigc wpltywaé na ilos¢ i
sktad jelitowej flory komensalnej. Zdrowe noworodki rodza si¢ z jalowa skora i1 §luzowkami.
Podczas normalnego porodu i w kilka dni po urodzeniu dochodzi do kolonizacji tkanki
nabtonkowej przez bakterie 1 grzyby bytujace w srodowisku. Receptory Toll petnia gléwna
role w adaptacji §luzéwki do nowych warunkéw srodowiska oraz wlasciwej odpowiedzi na

florg komensalna. (210)

1.15. Wplyw bakterii komensalnych na funkcjonowanie nablonka

W jelitach dorostego cztowieka rezyduje okoto 400 réznych gatunkéw bakterii
komensalnych. Podczas zycia organizmu sktad i ilo$¢ flory komensalnej moga ulec zmianie
zaleznie od wieku, diety, przebytych chorob czy stosowanych lekéw. (211) Przyktadowo flora
jelitowa niemowlat karmionych piersia zdominowana jest gltéwnie przez Biffidobacterium
spp., natomiast we florze dzieci karmionych sztucznym pokarmem dominuje flora mieszana
zawierajaca rowniez bakterie tlenowe. Zwiazane jest to z brakiem w preparatach z mleka
krowiego N-acetyloglukozaminy — substratu dla Bifidobacterium. (212) Bakterie adherujace
do nabtonka tworza swoista sie¢ zaleznosci pomigdzy soba i komérkami tkanek, do ktorych
przylegaja.  Mikroorganizmy  komensalne sa  gldéwnymi  modulatorami  uktadu
immunologicznego zwiazanego ze $§luzowka MALT (Mucous Associated Lymphoid Tissue).
Wplyw flory komensalnej na uklad immunologiczny rozpoczyna si¢ juz w pierwszych
tygodniach po urodzeniu 1 jest szczegélnie istotny dla prawidtowego rozpoznania i
funkcjonowania mikroflory. Ten proces odbywa si¢ glownie przy udziale receptorow Toll na
komorkach nabtonkowych oraz immunologicznych bedacych w $cistym kontakcie z flora
bakteryjna. Ostatnie doniesienia badajace role receptoréw Toll w konteksScie interakcji z
mikroorganizmami komensalnymi wyznaczaja nowa rol¢ dla tych receptorow jako
niezbgdnych do utrzymania homeostazy i zapobieganiu uszkodzen tkanki. Probiotyczny
szczep L. casei CRL431 oddziatuje z TLR2 i wplywa na zwigkszone wydzielanie
Interleukiny-6 w komoérkach nabtonkowych in vitro. (213) Wykazano takze wptyw szeregu
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innych szczepéw z rodzaju Lactobacillus, jak L. rhamnosus oraz L. plantarum jako
induktorow wydzielania TNFa oraz II-6 przez monocyty obwodowe w krwi. W wyniku
szeregu badan nad wplywem bakterii z rodzaju Lactobacillus na efekt anty-nowotworowy
stwierdzono immunomodulacje i wzmocnienie aktywnosci komoérek NK i komorek T gléwnie
w przypadku podania L. casei. (214) Komorki nabtonkowe sa $cistym kontakcie z bakteriami
komensalnymi i pelnia wazna role w odpowiedzi uktadu odpornosciowego na antygeny
komensali, poprzez wydzielanie chemokin 1 cytokin dla komoérek immunologicznych.
Bakterie probiotyczne moga dziala¢ jak adjuwanty wzmacniajac odpowiedZz na antygeny
bakteryjne. Przyktadem moze by¢ wzrost st¢zenia immunoglobuliny A wydzielanej lokalnie
po zastosowaniu L. casei CRL431, a takze zwigkszenie ilosci komorek produkujacych tg
immunoglobuling w odlegltych tkankach jak komarki ptuc, czy gruczot piersiowy. (215)

Flora komensalna jest szczegdlnie obfita w ukladzie pokarmowym ssakow. Sktad i
ilo$¢ ludzkiej flory uktadu pokarmowego zmienia si¢ w zaleznos$ci od narzadoéw. W kwasnym
srodowisku zotadka zyja tylko mikroorganizmy znoszace takie warunki, jak na przyktad
bakterie z rodzaju Lactobacillus - ich liczba sigga maksymalnie 10°/ml/g. W jelicie cienkim i
okreznicy liczba moze osiagna¢ okoto 10" mikroorganizméw przypadajacych na gram tkanki
jelitowej. Natomiast w 1 gramie flory pochwowej dorostej kobiety stwierdzono 107 bakterii.
(216) Tak duza ilo$¢ bakterii i grzybéw w zdrowym organizmie nie stanowi zagrozenia dla
gospodarza, ale tworzy wrecz ochronny biofilm, ktéory wspomaga homeostazg¢ narzadow,
bedac w Scistym kontakcie z tkanka nabtonkowa 1 komdrkami uktadu immunologicznego.
Bakterie komensalne oddziatuja nie tylko na uktad odpornosciowy gospodarza, ale takze
wplywaja na sktad i oddziatywanie flory patogennej na tkanke nabtonkowa gospodarza. W
zdrowej tkance komensale pozostaja w kontakcie z apikalna cze$cia komorek nablonka.
Penetracja zdrowej tkanki nabtonkowej 1 kontakt z btona podstawna przez mikroorganizmy
patogenne jest wigc utrudniona dzigki ciaglosci bariery nieprzepuszczalnej, jaka stanowi
nabtonek. Migdzykomoérkowe potaczenia komorek nablonkowych, takie jak potaczenia
zamykajace decyduja o nieprzepuszczalnej strukturze nabtonka. W przypadku zmian w
strukturze polaczen migdzykomorkowych 1 wzrostu przepuszczalnos$ci tej swoistej bariery
moze doj$¢ do wyzwolenia odpowiedzi zapalnej nie tylko na patogeny, ale takze na bakterie
komensalne. To zjawisko obserwowane jest w wielu stanach zapalnych, a takze w $§luzéwce
matych dzieci, gdzie czgsto dochodzi do niewlasciwej odpowiedzi na antygeny z pozywienia 1

bakterie. (217)
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1.16. Wplyw szczepow probiotycznych na funkcjonowanie organizmow

Zdrowy organizm pozostajacy w kontakcie z komensalna flora utrzymuje w jelitach
»fizjologiczny stan zapalny”, co pozwala kontrolowa¢ florg jelitowa, a takze patogenna. Od
momentu odkrycia, jak istotna jest flora komensalna dla organizmu probuje si¢ stosowaé
komensalne szczepy grzybow 1 bakterii w celach terapeutycznych 1 profilaktycznych jako
probiotyki. Jednakze niektore gatunki komensali juz od dawna stuzyty czlowiekowi, gtownie
ze wzgledu na ich wilasciwosci fermentacyjne, jak opisane przez Mietchnikowa bakterie
kwasu mlekowego, ktore jak uwazat noblista zapewniaja zdrowie i dtugowieczno$¢. (218)

Pierwsza definicja dotyczaca probiotykow pochodzi z 1965, od naukowcow Lilly i
Stillwell, ktérzy okreslili probiotyki jako zywe mikroorganizmy, ktore po spozyciu reguluja
flor¢ mikrobiologiczna z korzyScia dla gospodarza. Ostateczna definicja zostata
sformutowana przez Swiatowa Organizacje Zdrowia i Organizacje Narodow Zjednoczonych,
ds. Wyzywienia 1 Rolnictwa FAO/WHO 1 okresla probiotyki jako Zzywe mikroorganizmy,
ktore spozyte w odpowiedniej dawce wywieraja korzystny wpltyw na organizm gospodarza.
Niektorzy naukowcey sugeruja, iz definicja probiotykéw powinna opiera¢ si¢ gtdéwnie na ich
wiasciwos$ciach immunomodulacyjnych i wzmacniajacych barierg, jaka stanowi nabtonek.
Podstawowe kryteria, jakie musi spetnia¢ dobry probiotyk to opornos$¢ na kwasy zoétciowe i
zotadkowe oraz aktywnos$¢ hydrolazy w solach kwasow zotciowych. Szczep probiotyczny
powinien wykazywa¢ dobra adherencj¢ do nabtonka, a takze powinien obniza¢ zdolno$¢
adherencji patogenéw. Dodatkowym kryterium w doborze probiotykéw moze by¢
oddzialywanie na uktad odpornosciowy, co wiaze si¢ z profilaktyka infekcji oraz chordb
nowotworowych. (219) Wspotzawodniczenie o nisz¢ ekologiczng oraz o sktadniki odzywcze
z organizmami patogennymi, a takze produkcja bacteriocyn — matych peptydow o
wlasciwosciach bakteriobdjczych wydzielanych przez bakterie Lactobacillus, to kolejne
kryteria doboru probiotykow. Zwigkszenie kwasowos$ci srodowiska, czy produkcja nadtlenku
wodoru rowniez moga stanowi¢ korzystna cechg¢ szczepu w zaleznos$ci od pozadanego efektu
terapeutycznego. (220) Najczgsciej stosowanymi probiotykami sa bakterie z rodzaju
Lactobacillus, Bifidobacterium, a takze drozdze Saccharomyces boulardii. Bakterie z rodzaju
Lactobacillus sa wzglednymi beztlenowcami, rosnacymi na zlozonych podtozach
zawierajacymi cukry, z ktorych wytwarzaja kwas mlekowy w przebiegu homofermentacji lub
octan i mrowczan na drodze heterofermentacji. (221)

Istnieje szereg zbadanych i1 dobrze udokumentowanych pozytywnych wpltywow

probiotykOw na organizm gospodarza. Niektore szczepy probiotyczne maja dzialanie
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profliaktyczne dla wielu choréb - gltéwnie ukladu pokarmowego, a nawet wspomagajace
leczenie stanéw patologicznych. Jednym z przykladow moze by¢ wplyw szczepu
Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) na czas trwania biegunki rotawirusowej u dzieci, bedacej
najczestsza przyczyna odwodnienia u matych dzieci. Podawanie szczepu LGG skraca czas
trwania biegunki $rednio o 1-2 dni. Podczas infekcji rotawirusowej dochodzi do zniszczenia
apikalnej czg$ci nabtonka 1 utraty mikrovilli, a w konsekwencji do wzrostu przepuszczalnosci
nabtonka. O szybszym wyzdrowieniu moze decydowa¢ fakt znaczacego wzrostu st¢zenia
Immunoglobuliny A przeciwko wirusowi po podaniu szczepu LGG lub tez antyapoptotyczne
oraz protekcyjne dla komorek wlasciwosci tego szczepu dobrze adherujacego do enterocytow.
(222, 223) Szczepy probiotyczne moga takze zapobiega¢ biegunkom spowodowanym przez
dhugotrwate leczenie antybiotykami i1 ekspansja Clostridium difficile. Takie dziatanie
udowodniono w przypadku podawania szczepu LGG oraz drozdzy Saccharomyces boulardii
podczas stosowania antybiotykoterapii. (224, 225) W zapobieganiu tzw. biegunki podréznych
wywotanych giownie przez lokalne szczepy E. coli udowodniony efekt wykazano réwniez w
przypadku podania LGG. (226) Wzmocnienie bariery nablonka przez adherencje LGG moze
takze pomo6c w zapobieganiu rozwoju alergii pokarmowej u dzieci. (227) Korzystnym
efektem wywieranym przez bakterie kwasu mlekowego jest wspomaganie tolerancji laktozy u
0s0b cierpiacych na brak [-galaktozydazy w uktadzie pokarmowym, ktory objawia si¢
bolesciami 1 biegunka. Spozycie fermentowanych produktéw mlecznych tagodzi te objawy,
dzigki czg$ciowej hydrolizie laktozy podczas procesu fermentacji przez bakterie kwasu
mlekowego. (228) Szczep L. acidophilus NCFB 1748 skraca czas trwania biegunki u oséb po
radioterapii, ktéra w znaczacy sposéb niszczy nabtonek jelit, zaburzajac komensalna flore
jelitowa 1 wywotujac przewlekly stan zapalny. (229) Antybakteryjne dziatanie szczepow
probiotycznych potwierdzono w przypadku dziatania szczepu Lactobacillus acidophilus
(LAT), ktory in vitro hamuje wzrost Helicobacter pylori, wywolujacego zapalenie §luzowki
zoladka. (230)

Jednym ze sposobow antybakteryjnego dziatania Lactobacillus sa bakteriocyny, ktore
zostaty zdefiniowane przez Jacoba w 1953 jako biatkowe antybiotyki produkowane przez
okreslone szczepy bakterii i dziatajace na ten sam lub zblizony gatunek mikroorganizmu
poprzez wiazanie do receptora. Bakteriocyny produkowane przez bakterie z rodzaju
Lactobacillus dzieli si¢ na trzy klasy: tzw. lantybiotyki, male peptydy oraz duze proteiny
temperaturo-wrazliwe. Sposréd lantybiotykow na uwage =zastuguje nizyna - biatko

wykazujace szerokie spektrum bakteriobojcze, gtownie w przypadku bakterii Gram-
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-dodatnich. Dziatanie tego biatka polega na utworzeniu poréw w btonie komodrkowej bakterii,
ktore powoduja zaburzenie w rownowadze osmotycznej komorki 1 jej lizg. Szczepy bakterii
wytwarzajace te bakteriocyn¢ sa najczgs$ciej oporne na dziatanie tego bialka dzigki
umiejgtnosci blokowania aktywno$ci nizyny. Produkcja danej bakteriocyny moze by¢
indukowana lub wzmacniana w obecnosci szczepu wrazliwego na dane biatko, co zwigksza
szanse przezyciowe szczepu produkujacego. (231) Bakterie kwasu mlekowego moga takze
hamowa¢ adhezje¢ innych bakterii do nabtonka konkurujac z nimi o nisze ekologiczna.
Lactobacillus wydzielaja substancje blokujace innym bakteriom adhezj¢ do nablonka, sa to
gtéwnie sktadniki $ciany komoérkowej o duzej masie czasteczkowej, w sktad ktérych wehodzi
galaktoza, glukoza, N-acetyloglukozamina. Ich dziatanie polega na blokowaniu glikoprotein
mucyny, zapobiegajac wiazaniu innych bakterii do §luzéwki. Zaobserwowano, iz szczep

L. fermentum wydziela komponent redukujacy adhezje¢ E. coli o 50%. (232) Mucyna jest
glikoproteing o wysokiej masie czasteczkowej produkowana przez komorki nabtonkowe
wielu narzadow, w tym takze $luzowki jelita. Budowa mucyny charakteryzuje si¢ duza iloscia
wiazan O-glikozylowych pomigdzy seryna, treoning a N-acetyloglukozamina. Sluz, w sktad
ktérego wchodzi mucyna tworzy ochronna warstwg na powierzchni enterocytow i utrudnia
dostep do miejsc wigzania dla bakterii patogennych. Sposrod wielu typow mucyny produkty
genow MUC2 1 MUC3 sa najczg$ciej wydzielane przez komorki jelit. W wielu
doswiadczeniach in vitro wykazano, iz inkubacja komorek linii jelitowych jak HT-29 oraz
CaCo-2 ze szczepami probiotycznymi L. plantarum oraz LGG wzmagala ekspresj¢ genow

MUC?2 i MUCS3 istotnie zmniejszajac adherencje EPEC do komorek. (233, 234)

1.17. Antynowotworowe dzialanie szczepow probiotycznych

Przeprowadzono szereg eksperymentéw dotyczacych przeciw-nowotworowego

dzialania probiotykow u zwierzat 1 ludzi. Gtownym dzialaniem antynowotworowym,

ktore mozna przypisa¢ probiotykom jest obnizenie iloSci enzymow prokancerogennych

wydzielanych przez bakterie jelitowe. Doustna suplementacja zywych bakterii L. acidophilus u

ludzi i szczurdw znacznie obnizyta st¢zenie kancerogennych substancji poprzez redukcje

aktywnosci -glukuronidazy, azoreduktazy i nitroreduktazy w jelicie. Enzymy takie jak

B-glukuronidaza, 7-dehydroksylaza obecne sa gtownie w bakteriach z rodziny Enterobacteriacea

oraz Clostridium. Bakterie kwasu mlekowego hamuja aktywno$¢ tych enzyméw. Podobne badania

na ochotnikach w Japonii obnizyly ilos¢ mutagennych czynnikéw w kale po podaniu bakterii
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L. casei. (235, 236). Bakterie kwasu mlekowego moga zwiaza¢ heterocykliczne aminy powstajace
po spozyciu gotowanego migsa bedace potencjalnymi mutagenami dla komoérek jelitowych. (237)
Wigkszos¢ pozytywnych efektéw po podaniu probiotyku dotyczylta zywego szczepu
mikroorganizmu, a podanie bakterii inaktywowanych cieplem nie przyniosto rezultatow.

Rak jelita grubego jest jednym z czg$ciej wystepujacych rodzajow choroby nowotworowe;j
w krajach zachodnich. Czynniki ryzyka w przypadku tej choroby sa zarowno genetyczne jak 1i
srodowiskowe. Niektore badania epidemiologiczne z lat 70 ubieglego stulecia dowodza istotne
obnizenie czgstoSci wystgpowania raka jelita grubego u osOb spozywajacych jogurty i
sfermentowane produkty mleczne. Pozytywne wyniki badan dotyczacych antykancerogennego
dziatania probiotykow wykazano gltownie w przypadku dziatania na zwierzgta laboratoryjne.
Podawanie szczepow L. acidophilus i L. rhamnosus GG znaczaco redukuje wystepowanie
chemicznie indukowanych nowotworow jelit u szczurow. W laboratoryjnym modelu raka
kolonocytéw szczurzych wywotanym przez substancje mutagenne jak 1,2- dimetylohydrazyna
szczepy bakterii z rodzaju Lactobacillus, a takze ich metabolity jak wolne kwasy tluszczowe
obnizaja ryzyko rozwoju raka. (238, 239) Badania na pacjentach wsrod ktorych stwierdzono raka
jelita grubego lub polipy okreznicy dowodza, iz stosowanie synbiotykdw ztozonych ze szczepu
L. rhamnosus LGG, Bifidobacterium lactis Bb12 oraz inuliny moga mie¢ znaczenie profilaktyczne.
Stosowanie synbiotykéw zmniejszyto poziom uszkodzen DNA w §tuzowce oraz tempo podzialow
komoérek w polipach chorych pacjentow. (240) Sposrod krotkotancuchowych kwasow
thuszczowych na uwage zastuguje maslan, ktory jest zrédlem wegla dla normalnych kolonocytow
oraz podnosi aktywno$¢ transferazy glutationowej w komorkach - glownego enzymu
detoksyfikacyjnego. W testach in vitro maslan blokuje apoptoze normalnych kolonocytow,
natomiast wywotuje proces roznicowania i hamuje proliferacje komoérek linii nowotworowych. In

vivo wzrost stgzenia maslanu hamuje rozwdj guza wywotanego eksperymentalnie. (241, 242)

1.18. Rola szczepéw Lactobacillus produkujacych nadtlenek wodoru w utrzymaniu

homeostazy tkanki

W obecnosci tlenu niektore gatunki z rodzaju Lactobacillus sa zdolne wytwarza¢ nadtlenek
wodoru przy udziale enzymoéw oksydazy oraz dysmutazy ponadtlenkowej. W przypadku braku
enzymoOw rozkltadajacych ten zwiazek jak katalaza i pseudokatalaza, nadtlenek wodoru moze
zosta¢ skumulowany i wykazywaé wiasciwosci bdjcze wobec innych bakterii. Powstawanie
nadtlenku wodoru oraz wolnych rodnikéw tlenowych jest podstawowym mechanizmem bdjczym

neutrofilli oraz monocytéw przeciwko patogenom oraz komoérkom nowotworowym. Oksydaza
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NADPH zasocjowana z btona jest aktywna w granulocytach i komodrkach transformowanych
nowotworowo. Aktywno$¢ oksydazy generuje powstanie anionorodnika ponadtlenkowego, ktory
spontanicznie dysmutuje do nadtlenku wodoru. Nagromadzony nadtlenek wodoru moze
wywotywac apoptozg komodrek zarowno normalnych jak i nowotworowych. Natomiast selektywna
apoptozg komorek transformowanych moze wywota¢ rodnik hydroksylowy, ktory powstaje w
reakcji podchlorynu i anionorodnika ponadtlenkowego. Zrodlem podchlorynu moze byé nadtlenek
wodoru, ktory reaguje z anionem chloru, reakcj¢ t¢ katalizuje peroksydaza eozynofilli lub
laktoperoksydaza. Zgodnie z hipoteza zaproponowana przez G. Bauera i1 wspotpracownikow
obecno$¢ oksydazy NADPH wytacznie w komorkach transformowanych, umozliwia selektywna
apoptoze komorek transformowanych przy udziale nadtlenku wodoru wyprodukowanego przez
bakterie z rodzaju Lactobacillus. Obecnos¢ aktywnej peroksydazy oraz szczepy Lactobacillus
produkujace nadtlenek wodoru stwierdzono w wydzielinie pochwowej, co moze stanowi¢ o
istotnym wplywie tych bakterii na utrzymanie homeostazy nabtonka i eliminacji komorek
wadliwych. (243, 244, 245, 246) W przewleklych stanach zapalnych pochwy spada ilo§¢ bakterii
Lactobacillus produkujacych nadtlenek wodoru, a zaczyna dominowac flora beztlenowa. Produkty
hodowli szczepdéw Lactobacillus wytwarzajacych nadtlenek wodoru dziataja hamujaco na wzrost
wielu patogenéw wystepujacych w stanach zapalnych pochwy jak S. agalactiae, G. vaginalis czy

C. albicans. (247,248)

1.19. Wplyw bakterii z rodzaju Lactobacillus na apoptoz¢ komorek

Bakterie z rodzaju Lactobacillus sa istotnym komponentem flory komensalnej wplywajacej
korzystnie na organizm gospodarza poprzez produkcje substancji antybakteryjnych, modulacje
uktadu immunologicznego, wzmacnianie bariery nablonka. Istotnym zagadnieniem jest wplyw
szczepOw bakterii z rodzaju Lactobacillus na homeostazg nabtonka w tym na apoptozg, proliferacj¢
1 rdéznicowanie komorek. Badania ostatnich lat koncentruja si¢ na zagadnieniu regulacji
homeostazy tkanki przez szczepy probiotyczne oddziatujace z tkanka nabtonkowa gospodarza oraz
z komodrkami uktadu immunologicznego.

Choroby zapalne jelit wywotane sa gléwnie przez nieprawidlowa stymulacje ukladu
odpornosciowego przez flor¢ komensalna. Proba regulacji czynnosci komorek T, ktore posrednicza
w odpowiedzi immunologicznej przez manipulacje sktadem jako$ciowym i ilosciowym flory moze
pomdéc w wygaszeniu przewlektego stanu zapalnego. Przykladem moze by¢ antyproliferacyjny

efekt L. paracasei na limfocyty T CD4+. (249) Podobny efekt wykazuje probiotyczny szczep
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E. coli Nissle 1917, ktory hamujac wzrost limfocytdw izolowanych z krwi oraz $luzowki jelit
doprowadza do obnizenia syntezy INFy. (250)

Roéwnie istotnym aspektem dzialania probiotykow jest ich wplyw na apoptoze komoérek
nabtonkowych jelit i pochwy, gdzie ich liczba jest najwigksza. Wiele stanéw patologicznych jak
choroby zapalne jelit sa zwiazane ze wzrostem wydzielania cytokin prozapalnych TNFa, czy INFy
sprzyjajacych wzmozonej apoptozie komorek nablonkowych prowadzace; do zwigkszonej
przepuszczalnosci nabtonka. (251) Badania naukowe ostatniej dekady nad wptywem bakterii
probiotycznych na homeostazg tkanek pokazuja, iz niektdre szczepy z rodzaju Lactobacillus moga
sterowaé sygnatem apoptotycznym. Szczep Lactobacillus rhamnosus LGG zapobiega apoptozie
mysich i1 ludzkich komoérek jelita grubego wywotanej przez cytokiny prozapalne. Inkubacja
komorek ze szczepem LGG aktywuje wewnatrzkomoérkowy sygnat antyapoptotyczny poprzez
kinazg Akt oraz hamuje proapoptotyczna p38/MAP kinazg, ktérej aktywacja inicjowana jest
dziataniem TNFa. (252) Wykazano, iz komponenty bakteryjne majace efekt antyapoptotyczny
wydzielane sg przez ten szczep, a ich dziatanie jest dawko-zaleznie. Wyizolowano dwa biatka o
masie 75 1 40 kilodaltondéw, ktorych dziatanie polega na hamowaniu apoptozy i pobudzaniu
podziatlow komorek. (253) Przeciwstawny, proapoptotyczny efekt wywiera natomiast
cytoplazmatyczna frakcja homogenatu bakterii LGG na ludzka lini¢ nowotworowa komorek
zotadka HGC-27. (254) Inny gatunek z rodzaju Lactobacillus, L. reuteri rOwniez steruje sygnatem
apoptotycznym zainicjowanym przez cytokiny. Stwierdzono, iz szczep L. reuteri hamuje
proliferacj¢ komorek poprzez inhibicj¢ dziatania czynnika NFxfB oraz promuje apoptozg w
komorkach biataczki pochodzenia mieloidalnego. (255) Koncowy efekt wywierany przez szczepy
probiotyczne na sygnal programowanej $mierci komorki zaleze¢ moze nie tylko od danego szczepu
bakterii oraz od poszczegdlnych komponentéw komorki bakteryjnej, ale takze od rodzaju
eukariotycznej komorki docelowej, na ktora dziata dany probiotyk. Kolejnym aspektem mogacym
wplyna¢ na proces apoptozy jest produkcja substancji o wilasciwosciach hamujacych wzrost i
rozmnazanie komorek wydzielanych przez bakterie z rodzaju Lactobacillus, takie jak nadtlenek
wodoru. Ta substancja wplywajaca na komorki eukariotyczne w odpowiednim st¢zeniu moze
wywota¢ apoptoz¢ badz nekrozg. Oprocz biatek 1 nadtlenku wodoru moga istnie¢ inne substancje
wydzielane przez probiotyki wplywajace na homeostaz¢ tkanki. Zbadanie wpltywu powszechnie
stosowanych probiotykéw na apoptozg 1 funkcjonowanie nablonka moze by¢ istotne z punktu

widzenia zapobiegania i leczenia wielu stanéw patologicznych jak rozw6j nowotworu.
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II. CELE PRACY

Celem badan byto udzielenie odpowiedzi na pytanie, czy i w jaki sposob bakterie z rodzaju
Lactobacillus, stosowane w leczeniu roéznych schorzeh wptywaja na apoptoz¢ komorek
nabtonkowych in vitro. Podjeta zostala proba ustalenia wplywu wybranych szczepow
Lactobacillus na mechanizmy rzadzace interakcja tych bakterii i komorek nabtonkowych.

W tym celu istotna wydaje si¢ odpowiedz na nastgpujace pytania:

1. Czy rozne gatunki bakterii z rodzaju Lactobacillus hamuja, czy pobudzaja apoptozeg
komorek pochodzacych z linii komoérkowych Iub z hodowli pierwotnych
kolonocytow?

2. Czy apoptoza komoérek wywotana patogenami lub cytokinami wydzielanymi w
procesie zapalnym moze by¢ hamowana przez gatunki bakterii z rodzaju
Lactobacillus?

3. Czy rozne gatunki bakterii z rodzaju Lactobacillus produkujace odpowiednie stezenia
nadtlenku wodoru maja wplyw na hamowanie badz indukcj¢ apoptozy komorek in
vitro?

4. Jaki jest wptyw réznych gatunkOw bakterii z rodzaju Lactobacillus na aktywacije
kaspaz oraz fragmentacje DNA?

5. Czy gatunki bakterii z rodzaju Lactobacillus wplywaja na biatka cytoszkieletu

komorek nablonkowych jelit?

Odpowiedz na powyzsze pytania pozwolila blizej pozna¢ mechanizmy dzialania powszechnie
stosowanych bakterii z rodzaju Lactobacillus na funkcjonowanie nabtonka in vivo. Badania byty
czgscia wigkszego projektu dotyczacego dziatania bakterii z rodzaju Lactobacillus prowadzonego

w Zakladzie Bakteriologii, Ekologii Drobnoustrojow i Parazytologii Katedry Mikrobiologii CMUJ.
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III. MATERIALY I METODY

II1. 1 Linie komorkowe:

Caco-2 - linia nowotworowa wyprowadzona z ludzkich kolonocytéw, linia przejawiajaca pod
wzgledem morfologicznym i enzymatycznym cechy prawidlowych, ludzkich enterocytow.
Komorki hodowane bylty w pozywce DMEM (Biomed) z dodatkiem 2mM L-glutaminy (Sigma) 1
10% surowicy (Fetal Calf Serum, Sigma) oraz mieszaniny 1mM aminokwaséw (Non-essential
amino acids, Sigma) i antybiotykdéw (Penicylina, Streptomycyna, Neomycyna, Sigma). Pozywka

zmieniana byla co 2 dni, pasaz przeprowadzany byl z uzyciem trypsyny- EDTA (Sigma).

HT-29 - linia nowotworowa wyprowadzona z ludzkich kolonocytow. Komorki hodowane byly w
pozywce DMEM (Biomed) z dodatkiem 2mM L-glutaminy (Sigma) i 10% surowicy (Fetal Calf
Serum, Sigma) oraz mieszaniny ImM aminokwasoéw (Non-essential amino acids, Sigma) i
antybiotykow (Penicylina, Streptomycyna, Neomycyna, Sigma). Pozywka zmieniana byta co 2 dni,
pasaz przeprowadzany byt z uzyciem trypsyny- EDTA (Sigma).
HT-29 MTX — komorki linii HT-29 traktowane metotreksatem

A431 — ludzka linia nowotworowa wyizolowana z nabtonka sromu, hodowana w MEM z 10%
surowica 1 antybiotykami (Penicylina, Streptomycyna, Neomycyna, Sigma). Pozywka zmieniana

byta co 2 dni, pasaz przeprowadzany byt z uzyciem trypsyny- EDTA (Sigma).

Linie komorkowe byly hodowane w 5% CO,, 95% wilgotnosci 1 w temperaturze 37°C.
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I11.2 Metody hodowli bakteryjnych:

Szczepy bakterii Lactobacillus oraz Escherichia coli 1 z rodzaju Streptococcus uzyte do

eksperymentéw pochodzily z kolekcji szczepéw zgromadzonych w Zakladzie Bakteriologii

Katedry Mikrobiologii CM UJ, byly pochodzenia ludzkiego lub mysiego. W badaniach uzyto

nastepujacych szczepow wzorcowych: Lactobacillus delbrueckii DSM 20074, Lactobacillus
gasseri DSM 20243, Lactobacillus acidophilus CNBL 1007, Lactobacillus reuteri DSM 20016,
Lactobacillus fermentum DSM 20052, Lactobacillus plantarum ATCC 14431, Lactobacillus casei
DSM 20021, Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103 (LGG). Szczepy Echerichia coli,

Streptococcus mitis, Enterococcus faecalis wyizolowano od 0so6b chorych na raka jelita grubego.

1.

Szczepy przechowywane byly w -70°C w podlozu Schaedlera z glicerolem. Rozmrazano

wybrany szczep bakterii i wysiewano na odpowiednie podtoze:

Blood Agar (Oxoid) - tlenowo - Streptococcus
McConkey Agar (Oxoid) - tlenowo - Enterobacteriaceae
MRS Agar (Oxoid) - beztlenowo- Lactobacillus

Hodowle prowadzono inkubujac ptytki przez 24h w warunkach tlenowych, w 37°C oraz w
warunkach beztlenowych w komorze MACS - Don Whitley przez 48h, w 37°C.

Wybierano jedna koloni¢ bakteryjna i namnazano w odpowiednich pozywkach ptynnych
przez 24 godziny, az do uzyskania pozadanej gestosci 1x10° komorek/ml.

Hodowlg bakteryjng wirowano, a osad zawieszano w 2 ml PBS, ponownie odwirowano 1
zawieszano w 1 ml PBS, a nastgpnie zmierzono ggsto$¢ optyczna OD i dostosowano
objetos¢ PBS dla uzyskania jednolitej ggstosci komorek w hodowlach bakteryjnych.

W celu sporzadzenia supernatantu hodowli bakteryjnych Lactobacillus lub Streptococcus
zawieszano jedna koloni¢ w podtozu ptynnym bulionowym lub MRS, hodowano przez 24
godziny do uzyskania odpowiedniej ggstosci, nastgpnie przeptukiwano, a osad zawieszano
w 1 ml PBS i inkubowano w warunkach tlenowych przez 4 godziny.

Stezenie nadtlenku wodoru sprawdzano przy pomocy paskow testowych (Merckoquant
Peroxide Analitical Test Strips, Merk, Germany), po zanurzeniu w supernatancie wynik
odczytano po 1 minucie. Hodowle odwirowano, a supernatant przesaczano przez filtr o
porach 0,22 um (Millipore, USA) 1 wykorzystywano do dalszych doswiadczen.

Aby sprawdzi¢ dziatanie martwych bakterii z rodzaju Lactobacillus 24-godzinne hodowle
zywych bakterii hodowanych w ptynnym MRS poddawano dziataniu wysokiej temperatury
85°C przez 4 godziny, nastgpnie przeptukiwano 2-krotnie PBS i odwirowano. Osad
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rozpipetowano w PBS, zmierzono gesto$¢ hodowli bakteryjnej i zadawano w odpowiedniej

gestosci do hodowli lini komorkowych.

I11.3 Izolacja kolonocytow mysich:

Metodg izolacji kolonocytow oparto na publikacji Seidelin JB i wspotp. dotyczacej izolacji

kolonocytéw z biopsji. (257) Metoda ta pozwala na minimalizacj¢ strat zwigzanych z apoptoza

komorki spowodowana oderwaniem komorki od jej podtoza 1 komorek sasiednich.

l.

Fragmenty jelita uzyskane z sekcji myszy byly przeptukiwane, rozdrobnione w zimnym
buforze PBS bez jonéw Ca *" oraz Mg ** zawierajacego 50 IU/ml penicyliny, 50 pg/ml
streptomycyny oraz 0,5 mg/ml gentamycyny przez okoto 20 min.

Rozdrobnione fragmenty byly przeptukiwane trzykrotnie w buforze z antybiotykami.
Nastgpnie probki poddawane byty dzialaniu mieszaniny chelatujacej w sktad, ktorej
wchodzi 1 mM EDTA oraz ImM EGTA (Sigma, USA) w buforze PBS bez jonow Ca* oraz

Mg*" w czasie 75 minut, w temperaturze 21°C.

. Fragmenty jelita przeniesiono do proboéwki z zimnym PBS z mieszaning antybiotykow i

intensywnie wytrzasano w celu uwolnienia tkanki nabtonkowej z btony podstawnej.
Wyjeto resztki tkanki jelitowej, a zawiesing w ktérej znajdowal si¢ nabtonek poddawano
wirowaniu przez 2 minuty przy 40g.

Osad zawieszano w 12 ml DMEM z 15% surowica FBS i1 mieszanina antybiotykow.
Nastegpnie podzielono zawiesing dodajac po 400 ul do dotkéw ptytki 24 dotkowe;j, ktorej
dno pokryte byto kollagenem I typu (Cell Coat, Grainer). Hodowla byta prowadzona w 5%
CO», 95% wilgotnosci 1 temperaturze 37°C.

Po 2 godzinach od wysiania komorki poddawano eksperymentowi.

I11.4 Dobér warunkow eksperymentu:

1.

W celu wybrania odpowiedniego stezenia bakterii w hodowli komoérek eucariotycznych
mogacego wywola¢ apoptoze badz nekroze¢ dokonano seryjnych rozcienczen hodowli
bakteryjnych w PBS lub w DMEM.

Badana liczba komoérek bakterii przypadajacej na 1 komodrke eukariotyczna w kokulturze
wynosita: 10, 50, 100, 200.

Testowany czas inkubacji z czynnikiem majacym wywota¢ apoptoz¢ komodrek wynosit: 4,

6, 12 oraz 24 godziny.
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4. Komorki inkubowano takze z supernatantami hodowli bakteryjnych lub z chemicznie
czystym nadtlenkiem wodoru (POCh) oraz z supernatantem wraz z 0,3% katalaza (Sigma,
USA) i nadtlenkiem wodoru wraz z katalaza.

5. Kontrolg pozytywna stanowila staurosporyna (Sigma, USA) w stezeniu 1 uM bedaca
inhibitorem kinaz biatkowych i dobrze znanym czynnikiem proapoptotycznym.

6. Eksperymenty wykonano w dwoch (n=2) lub trzech powtdérzeniach (n=3).

IT1.5 Metody badania apoptozy:

I11.5.1 Wykrywanie aktywnych kaspaz w komorce

Wykrycie aktywnych kaspaz pozwala na okreSlenie stopnia zaawansowania procesu
samobojczej Smierci komorki, bowiem w miarg postgpu procesu apoptozy wzrasta ilo§¢ aktywnych
kaspaz w komoérce. W celu wykrycia stopnia zaawansowania procesu uzyto zestawu
ApoFluor®Green Apoptosis Detection Kit (ICN Biomedicals Inc.), w sktad ktorego wchodzi
peptydowy inhibitor kaspaz sprzg¢zony z karboksyfluoresceing FAM-VAD-FMK. Po wniknigciu
inhibitora do komoérek wiaze si¢ on kowalencyjnie z aktywnymi kaspazami. Niezwiazany inhibitor
ulega wyptukaniu z komorki. FAM-VAD-FMK wiaze si¢ z wieloma kaspazami (pan-kaspazy: -1,-
3,-4,-5,-6,-7,-8,-9). Optymalna dtugos¢ fali potrzebnej do wzbudzenia karboksyfluoresceiny FAM-
VAD-FMK wynosi 488-492 nm, a emisja nastgpuje w zakresie 515-535nm. Komorki w bardziej
zaawansowanym stadium apoptozy $wiecily mocniej na zielono niz komoérki we wezesnym
stadium apoptozy. Dla odréznienia komorek martwych, nekrotycznych lub z uszkodzona btona
komoérkowa w pdznej fazie apoptozy uzyto jodku propidyny o stezeniu 250 ug/ml. Wzbudzenie tej

substancji nastgpuje przy 488-493 nm, a maksimum emisji nastgpuje przy 635 nm dtugosci fali.

1. Komorki okreslonej linii komérkowej rosnace na dnie butelki (Corning,
USA) o powierzchni 25cm?, przeplukiwano PBS bez wapnia i magnezu, poddawano
trypsynizacji (Trypsin-EDTA, Sigma, USA) i zwirowano, zlewano supernatant.

2. Komorki policzono i1 wysiewano na ptytke 12 — dotkowa w
odpowiedniej ilo$ci pozwalajacej na osiagniecie pozadanej gestosci 1x10°komorek/ probke.

3. Po 24 godzinach od pasazu komorki przeplukiwano PBS bez jonow Ca,
Mg. Do dotkéw dodawano odpowiedni czynnik wywotujacy, badZz hamujacy apoptozg lub
nekrozg¢ zawieszony w PBS. Jako kontrolg¢ negatywna uzywano pozywki DMEM z 10%
surowica FBS. Kontrol¢ pozytywna stanowita staurosporyna (Sigma, USA) w stezeniu 1 uM.
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4. Komoérki inkubowano z zadanym czynnikiem przez okre§lony czas od 4
do 24 godzin w warunkach tlenowych, w 5% CO,. Po okreslonym czasie zlewano pozywke z
ptywajacymi komorkami do sterylnych probowek typu eppendorf, a pozostate komorki
poddawano trypsynizacji. Calo$¢ przeptukiwano w PBS, wirowano i zawieszano w 300 ul
pozywki DMEM. Nastgpnie dodawano po 10 ul 30x rozcienczonego roztworu ApoFluor®Green.
5. Zawiesing komorek inkubowano przez 1 godzing, w ciemnos$ciach, w
temperaturze 37°C, w atmosferze 5% CO,, co jaki$ czas mieszajac.
6. Po godzinie dodawano buforu pluczacego, wirowano przy 400g przez 5 minut, wylewano
supernatant i zawieszano w buforze pluczacym, czynno$¢ powtarzano trzykrotnie. Ostatecznie
komorki zawieszano w 400 ul buforu 1 trzymano na lodzie.
7. Probki badane barwiono 2ul jodku propidyny o wyjsciowym st¢zeni 250 ug/ml.
8. W celu ustawienia warto$ci kompensacji cytometru 1 statystyki w kwadrantach przygotowano
nastgpujace probki kalibrujace:

» komorki niebarwione indukowane 1 uM staurosporyny i nieindukowane hodowane w

DMEM z 10% surowica FBS,

» komorki barwione tylko ApoFluor®Green - indukowane i nieindukowane,

» komorki barwione tylko jodkiem propidyny - indukowane i nieindukowane,

» komorki barwione ApoFluor®Green oraz jodkiem propidyny indukowane i nieindukowane.
9. Analiz¢ przeprowadzono przy uzyciu cytometru przeplywowego Facs

Calibur (Becton-Dickinson) badajac zadana liczbg 10000 komorek dla danego pomiaru.
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I11.5.2 Wizualizacja aktywnych kaspaz w komorce przy zastosowaniu mikroskopu Olympus

1. Komorki okreslonej linit komorkowej HT-29 oraz HT29 MTX, przeptukiwano PBS bez
wapnia 1 magnezu, poddawano trypsynizacji (Trypsin-EDTA, Sigma) i wirowano, zlewano
supernatant. Komorki policzono i wysiewano na plytke 12 — dotkowa w odpowiedniej
gestosci.

2. Po 24 godzinach od pasazu komorki przeptukiwano PBS bez jonow Ca, Mg. Do dotkow
dodawano odpowiedni czynnik wywotujacy, badz hamujacy apoptoze lub nekroze. Jako
kontrolg negatywna uzywano pozywki DMEM z 10% surowica FBS. Kontrolg pozytywna
stanowita staurosporyna w stezeniu 1 uM.

3. Komorki inkubowano z zadanym czynnikiem przez okreslony czas od 4 do 24 godzin. Po
okreslonym czasie zlewano pozywke z pltywajacymi komoérkami do sterylnych probowek
typu eppendorf, a pozostate komorki poddawano trypsynizacji.

4. Calo$¢ przeptukiwano PBS, wirowano i zawieszano w 300 ul pozywki DMEM. Nastgpnie
dodawano 10 ul 30x rozcienczonego roztworu ApoFluor®Green (ICN Biomedicals Inc.).
Zawiesing komorek inkubowano przez 1 godzing, w ciemnos$ciach, w temperaturze 37°C, w
atmosferze 5% CO,, co jaki$ czas mieszajac.

5. Po godzinie dodawano buforu pluczacego, wirowano przy 400g przez 5 minut, wylewano
supernatant 1 zawieszano w buforze pluczacym (ICN Biomedicals Inc.). Do zawiesiny
dodawano 1,5 uL roztworu Hoechst (ICN Biomedicals Inc.) o stezeniu 200 ug/ml i
inkubowano przez 5 minut. Probki odptukiwano trzykrotnie. Ostatecznie komorki
zawieszano w 1 ml buforu. Probki badane barwiono 2ul jodku propidyny (ICN Biomedicals
Inc.) o wyjsciowym stgzeni 250 ug/ml.

6. Komorki ogladano w mikroskopie fluorescencyjnym BX51 (Olympus) — obiektyw

immersyjny 100x.
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I11.5.3 Rozdzial elektroforetyczny wyizolowanych fragmentow DNA

Charakterystyczne dla procesu apoptozy jest fragmentacja DNA do fragmentow 180pz i ich
wielokrotnosci, co daje obraz drabinki wyizolowanego DNA po rozdziale w zZelu
elektroforetycznym. Izolacje genomowego DNA przeprowadzano wedtug metody przedstawionej
w literaturze. (258)

1. Komérki linit A431 oraz HT-29 hodowano na dnie butelek (Corning, USA) o

powierzchni 25c¢cm?, przeptukiwano PBS bez wapnia i magnezu, poddawano trypsynizacji

(Tripsin-EDTA, Sigma) i wirowano, zlewano supernatant. Komoérki policzono i wysiewano

w doltkach ptytki szeSciodotkowej w gestosci 1x10° komorek/ dotek

2. Po 24 godzinach od pasazu komorki przeptukiwano PBS bez jonow Ca, Mg. Do dotkow
dodawano odpowiedni czynnik wywotujacy, badz hamujacy apoptoz¢ lub nekrozg. Jako
kontrolg negatywna uzywano pozywki DMEM z 10% surowica FBS. Kontrolg¢ pozytywna
stanowila staurosporyna w st¢zeniu 1 uM.

3. Komorki inkubowano z zadanym czynnikiem przez okreslony czas 24 godzin, nastgpnie

zebrano oderwane komorki, reszte poddano trypsynizacji, odwirowano i zawieszono w 300 ul
buforu lizujacego ( 0,01M Tris, 0,005 M EDTA, 0,5% SDS), (Sigma). Probéwki inkubowano
przez 1 godzing w 65°C.

4. Do lizatu dodawano RNA-azy (0,2 mg/ml) (Promega), inkubowano 1 godzing, a
nastgpnie dodawano proteinazy K (0,2 mg/ml) (Sigma), pozostawiono na 1 godzing w
temperaturze 50°C.

5. DNA wyekstrachowano uzywajac mieszaniny fenol:chloroform (1:1) (POCh) i wytracano

przy uzyciu 75% etanolu z 0,3M octanem sodu przez 2 godziny w temperaturze -20°C,
wirowano przy obrotach 13000g przez 10 minut w temperaturze 4 °C. Przeplukiwano 70%
etanolem, wirowano.

6. Osad wysuszono i zawieszano w 50 ul buforu TE (10 mM Tris-HCI1 (pH 8.0), 2mM
EDTA) (BioRad). Przed elektroforeza dodano 10 ul buforu obciazajacego (blekit
bromofenolowy 0,25g/ml, glicerol 20%) (Sigma) 1 podgrzano do 65°C przez 10 minut.

7. Elektroforez¢ prowadzono 1,5 % zelu agarozowym zawierajacym 0,3 ug/ml bromku

etydyny (Sigma) w buforze TAE (BioRad) przez 2 godziny.
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8. Wynik elektroforezy ogladano przy uzyciu systemu GelDoc2000 (BioRad)
kontrolowanego przez program komputerowy do dokumentacji 1 analizy obrazu Quantity

One (BioRad).

I11.6 Fluorescencyjne barwienie filamentow aktynowych

W trakcie procesu apoptozy dochodzi do zniszczenia cytoszkieletu komorki, w tym takze
filamentow aktynowych. Badanie zmian w strukturze cytoszkieletu komodrki mozna bada¢ za
pomoca fallotoksyn wyizolowanych z grzyba Amanta phalloides. Fallotoksyny sa bicyklicznymi
peptydami wiazacymi mate i1 duze filamenty F-aktynowe, natomiast nie wykazuja powinowactwa
do monomerycznej G-aktyny. Znacznik fluorescencyjny sprz¢zony z fallotoksyna pozwala na
iloSciowa 1 jakosciowa oceng F-aktyny w komodrce. W eksperymencie zastosowano falloidyng
sprzezona ze znacznikiem fluorescencyjnym Oregon Green® 488, ktorego wzbudzenie nastepuje

przy 496 nm, a emisja przy 520 nm. St¢zenie wyjSciowe roztworu fallotoksyny wynosito 6,6uM.

1. Komorki okre$lonej linii komorkowej rosnace na dnie butelek (Corning, USA) o
powierzchni 25¢m?®, przeplukiwano PBS bez wapnia i magnezu, poddawano trypsynizacji
(Trypsin-EDTA, Sigma) 1 wirowano, zlewano supernatant. Komorki policzono 1
wysiewano na szkietka nakrywkowe o $rednicy 13 mm znajdujace si¢ w dotkach ptytki 12
— dotkowej w gestosci 1x10° komorek/ probke.

2. Po 24 godzinach od pasazu komorki przeptukiwano PBS bez jonéw Ca, Mg. Do dotkow
dodawano odpowiedni czynnik wywotujacy, badz hamujacy apoptozg lub nekrozeg. Jako
kontrolg¢ negatywna uzywano pozywki DMEM z 10% surowica FBS. Kontrole pozytywna
stanowita staurosporyna w stezeniu 1 uM.

3. Komorki inkubowano z zadanym czynnikiem przez okres$lony czas 12 godzin. Po tym
czasie szkietka przeplukiwano ogrzanym PBS, a nastgpnie utrwalano zimnym 4%
formaldehydem przez 10 minut.

4. Szkietka przeptukiwano dwukrotnie PBS i zanurzono do acetonu w temperaturze -20°C,
powtdrnie przeptukiwano PBS.

5. Kazde szkietko zalewano 200 uL rozcieficzonego roztworu Oregon Green® 488 phalloidin
(Invitrogen, USA) tak, aby na szkietko przypadata 1 jednostka fallotoksyny i inkubowano

w ciemnosciach, w temperaturze pokojowej przez 20 minut.
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6.

Szkietka przeplukiwano w PBS oraz w wodzie destylowane i zalewano 1,5 uL roztworu
Hoechst (ICN Biomedicals Inc.) o stgzeniu 200 ug/ml i1 inkubowano przez 5 minut,
odptukano w wodzie destylowane;.

Szkietka nakrywkowe osadzono na szklach podstawowych i ogladano pod mikroskopem

fluorescencyjnym BX51 (Olympus) — obiektyw immersyjny 100x.

II1.7 Cyfrowe metody uzyskiwania wynikow

Uzyskanie wynikéw badan bylo mozliwe przy zastosowaniu odpowiedniego

oprogramowania komputerowego. List¢ wykorzystanego oprogramowania zamieszczono ponizej.

>

AnalySis (Soft Imaging) - program umozliwit prac¢ z mikroskopem fluorescencyjnym
BX51,

Adobe®Photoshop® v. 7.0 (Adobe Systems Incorporated) - program umozliwit obrobke
graficzna fotografii stanowiacych dokumentacj¢ badawcza,

Cell Quest (Becton-Dickinson) — program umozliwitl obrobke danych uzyskanych z
cytometru przeptywowego,

Microsoft® Excel 2000 v. 9.0.2812 (Microsoft Corporation) - program umozliwit
wstepna obrobke uzyskanych danych liczbowych oraz tworzenie wykresow,

Microsoft® Word 2000 v. 9.0.2812 (Microsoft Corporation) - program umozliwit
napisanie tekstu pracy doktorskiej,

Microsoft® Power Point 2000 v. 9.0.2812 (Microsoft Corporation) - program umozliwit
obrobke wynikow z cytometru przeptywowego,

Statistica Pl v.6.0 (StatSoft) - program umozliwit statystyczne opracowanie wynikow
przeprowadzonych badan,

QuantityOne v.4.0.3 (BioRad) - program umozliwit uzyskanie obrazu oraz analizg

wynikow elektroforezy na zelach agarozowych.
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IV. Wyniki
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IV. WYNIKI

IV.1 Wstepna ocena jakoSci danych i okreslenie optymalnych metod statystycznych

Na podstawie probek kalibrujacych dobrano warunki pomiaréw przeprowadzonych przy
uzyciu cytometru przeplywowego. Ustalono parametry dla wykresu SSC-H(FSC-H) opisujacego
zalezno$¢ poziomu ziarnisto$ci komorki badanej od jej wielkos$ci, opisujac charakterystyke badane;j
populacji komorek (Ryc. 2a). Nastgpnie sporzadzano wykresy FL-2(FL-1) obrazujace procent
komorek wybarwionych jodkiem propidyny (FL-2) w zalezno$ci od procentu komoérek barwionych
ApoFluor®Green (FL-1) (Ryc. 2b-f). Pomiary sporzadzono dla kazdej z badanych linii
komoérkowych. Zbadano wplyw zadawanych czynnikéw na rozktad procentowy komorek zywych,
nekrotycznych 1 apoptotycznych poszczeg6élnych linii komorkowych. Procent komorek dla danej
fazy odczytano z kwadrantow wykresow FL2(FL1). Przyktadowe wyniki dla komoérek linii HT-29

przedstawiono na ponizszych wykresach.

Rycina 2. Przyktadowe wyniki z cytometru przeptywowego pokazujace stopien aktywacji kaspaz
oraz uszkodzenie blony komorkowej komorek linii HT-29 pod wplywem danego czynnika.
Wykres opisujacy zaleznos¢ SSC-H(FSC-H) dla badanej populacji komoérek HT-29 -a.

Zalezno$ci FL2(FL1) wraz z statystyka dla danej proby odczytanej na podstawie wynikéw w
poszczegbdlnych kwadrantach (ramka obok): b - préba $lepa niebarwiona, ¢ — komorki kontrolne
DMEM, d- kontrola pozytywna 1uM staurosporyny, ¢ - komorki traktowane L.delbrueckii DSM
20074, f - komorki traktowane L. rhamnosus GG ATCC 53103
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Przed przystapieniem do wiasciwej oceny uzyskanych wynikéw przeprowadzono wstgpna
analiz¢ danych. Sprawdzono, czy rozktad wynikéw odczytanych z kwadrantéw w poszczegdlnych
grupach zgodny jest z rozkladem normalnym. W tym celu stosowano test Shapiro-Wilka na
normalnos$¢ rozkladu (dla procentu komodrek apoptotycznych Shapiro-Wilka W Test wykazat W=
0,857493, p<0,0001; dla procentu komorek nekrotycznych: W=0,695235, p=0,0000; dla procentu
komoérek z wczesna apoptoza: W=0,854902, p<0,0001; dla procentu komoérek zywych:
W=0,955499, p<0,0001). Rozktad istotnie odbiegal od normalnego i dlatego do dalszych
poréwnan stosowano test Kruscalla — Wallisa stanowiacy nieparametryczng alternatywg analizy
wariancji ANOVA. Z kolei do analiz post-hoc wykorzystywano test Steel’a stanowiacy
nieparametryczna alternatywe testu Tuckeya.

Za prog istotno$ci statystycznej przyjeto warto$¢ p<0,05. Zbiorcze, usrednione wyniki
odczytane z poszczegdlnych kwadrantow przedstawiono na ponizszych rycinach i tabelach, wyniki

istotnie statystycznie zaznaczono *.

IV.2 Okreslenie zaleznoSci pomig¢dzy czasem ekspozycji na czynnik a procentem komorek

apoptotycznych:

Komorki linii A431 w iloéci 1x10° komorek na dolek poddano dzialaniu 1 uM
staurosporyny 1 sprawdzano aktywacj¢ kaspaz po czasie 3, 6, 12, 24 1 48 godzin. Wynik wyrazono
jako zalezno$¢ usrednionego procentu komoérek apoptotycznych od czasu ekspozycji na 1 uM

staurosporyny w PBS.

Rycina 3. Wptyw czasu ekspozycji 1 uM staurosporyny na apoptozg¢ komodrek nablonkowych linii
A431,
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Na podstawie wptywu staurosporyny jako czynnika wywotujacego apoptoz¢ komorek linii A431 o
dalszych do$wiadczen wybrano dwudziestoczterogodzinny czas ekspozycji. Po czasie 24 godzin

okoto potowa komodrek wykazywata cechy komoérki apoptotyczne;.

IV.3 Okreslenie odpowiedniej gestosci hodowli bakteryjnej wywolujacej apoptoze¢ komorek

nablonkowych.

W celu zbadania, jaka liczba bakterii wptywa na stopien aktywacji kaspaz w komorkach
sprawdzono dziatanie roznych gestosci hodowli szczepu Lactobacillus delbrueckii DSM 20074
inkubowanej z jednym milionem komorek linii A431.

Szczep Lactobacillus delbrueckii DSM 20074 wybrano ze wzgledu na zdolno$¢
wydzielania znaczacych ilo$ci nadtlenku wodoru w warunkach hodowli tlenowej. Pozostale
szczepy wybrane jako reprezentatywne dla danego gatunku Lactobacillus produkowaty

mniejsze ilosci nadtlenku wodoru lub nie wydzielaly go wcale. (Tabelal)
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Tabela 1. Ilo$¢ wydzielanego nadtlenku wodoru w warunkach tlenowych w 4 godzinne;j
hodowli w PBS

Szczep Lactobacillus Ilo$¢ wydzielanego nadtlenku wodoru w
warunkach tlenowych w 4 godzinnej
hodowli (mM)
Lactobacillus delbrueckii DSM 20074 1,06
Lactobacillus gasseri DSM 20243 0,8
Lactobacillus acidophilus CNBL 1007 0,2
Lactobacillus reuteri DSM 20016 0
Lactobacillus fermentum DSM 20052 0
Lactobacillus plantarum ATCC 14431 0
Lactobacillus casei DSM 20021 0
Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103 0

Szczep L. delbrueckii 20074 zadawano odpowiednio rozcienczajac hodowle o gestosci 1x10°.
Liczba bakterii przypadajacej na jedna komorke eukariotyczna wynosita 500, 200, 100, 50, 10 w

1ml.

Rycina 4. Wplyw zadanej liczby bakterii Lactobacillus delbrueckii DSM 20074 na procent
komorek apoptotycznych linii A431 po 24 godzinach
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Na podstawie powyzszej zalezno$ci wybrano liczbg bakterii przypadajacej na jedna
komorke eukariotyczna. Gesto$¢ stu bakterii szczepu Lactobacillus delbrueckii DSM 20074
dziatajacej na jedna komoérke linii A431 wywotuje aktywacje kaspaz u 50 % komorek tej linii po
24 godzinnej wspodtinkubacji w warunkach 5% CO,, w 37°C.

Zgodnie z powyzszymi zalozeniami, aby zbada¢ wplyw bakterii z rodzaju Lactobacillus
oraz ich metabolitéw na apoptoz¢ i nekrozg komoérek nabtonkowych in vitro ustalono czas 24
godzin inkubacji oraz gesto$¢ hodowli bakteryjnych 1x10* komorek przypadajacej na 1x10°

komorek nabtonkowych w 1 ml PBS. Wyniki przedstawiono na ponizszych rycinach i tabelach.

IV 4. Badanie poziomu aktywacji kaspaz w komorkach linii HT-29

W celu okreslenia wptywu bakterii z rodzaju Lactobacillus, ich metabolitoéw, bakterii
patogennych i cytokiny na apoptoze i nekroze komorek nablonkowych dokonano pomiaru stopnia
aktywacji kaspaz 1 uszkodzenia btony komérkowej w komorkach linii HT-29 - linia nowotworowa
wyprowadzona z ludzkich kolonocytow. Po 24 godzinnej inkubacji, przy uzyciu cytometru

przeplywowego zmierzono odsetek komorek zywych, nekrotycznych oraz znajdujacych si¢ w
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réznych stadiach apoptozy. Wyniki przedstawiono na ponizszych wykresach procentowych. Do
frakcji komorek zywych zaliczono komorki o nienaruszonej btonie komodrkowej 1 braku
aktywnosci kaspaz. Komorki nekrotyczne charakteryzowato uszkodzenie btony komoérkowej, brak
znacznego stopnia aktywacji kaspaz. Komorki apoptotyczne cechowat znaczny stopnien aktywacji
kaspaz oraz uszkodzenie btony komoérkowej. Komorki w stadium wczesnej apoptozy wykazywaty

znaczng aktywacj¢ kaspaz 1 brak oznak uszkodzenia blony komorkowe;.

Rycina 5. Wptyw bakterii z rodzaju Lactobacillus i ich metabolitéw na komorki linii HT-29, n=3
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Rycina 6. Wplyw bakterii komensalnych, patogennych i cytokin na komorki linii HT-29, n=3

60



T
*
= _
=
Re}
g
g *
o .
=}
[}
9 *
% %
s T
wn = o ) &) o n @ O ) @)
<t — =
2 g £ 3, 3 ¢ £ g 7 £ 35 % 8 ¢
z g £S5 a 2 Z -4 g 2 - 2 =
Q =9 23 8 8 > i & > 2 >
B 2 o A 2 = 3 54 i) .2 =
g = = 2 g B 1 = s
> 3 — o0 E_;‘ & 53 = Q
2 =3 v
84

B Srednia zywe B Srednia nekrotyczne H Srednia apoptotyczne O Srednia wezesnoapoptotyczne

Rycina 7. Wplyw martwych bakterii z rodzaju Lactobacillus na apoptoz¢ komorek linii HT-29,

n=2
100,00
90,00 -
80,00 -
70,00
g
‘860,00 -
>
+« 50,00
=
3
S 40,00
o
30,00
20,00 =
10,00 - T
0,00 - E . - - -
N . - wl — .
= 2 3 S = z s s _ g 7
S ERNS N = < s S en g e
= o [T N ¢ o S < . g
a S 3 = o' = g3 S < 8 E 3
S ) < 2 o) Q a — Z S
S A S 5 & = S g
4 S ® 2 = = — —
— — o

B Srednia zywe B Srednia nekrotyczne H Srednia apoptotyczne O Srednia wezesnoapoptotyczne

Analiza powyzszych wykresow dotyczaca zywotno$ci komorek linii HT-29 wykazata, iz:
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najsilniejszy efekt bojczy (22,98 + 6,02% komodrek zywych) wynikat ze wspoétinkubacji z
szczepem Lactobacillus gasseri DSM 20243, a dodanie katalazy zmniejszyto ten efekt o
potowe (wyniki istotnie statystycznie, p=0,0001) (Rycina 5)

istotnie statystyczny byl efekt zmniejszenia Zywotno$ci komoérek w przypadku dziatania
zywych bakterii Lactobacillus delbrueckii DSM 20074 (33,96 + 10,99% komorek zywych),
a dodanie katalazy nie znosito tego efektu (Rycina 5)

traktowanie komoérek 1 uM staurosporyny wywolywalo zmniejszenie zywotnosci o ponad
polowe, wynik (41,15 £ 11,55% komoérek zywych) istotnie rdéznil si¢ od kontroli
negatywnej DMEM z 10 % surowica (Rycina 5)

» porownywalny spadek wywotywata inkubacja ze supernatantem hodowli szczepu
Lactobacillus delbrueckiit DSM 20074 (42,33 + 18,37% komorek zywych) oraz dziatanie
czystego nadtlenku wodoru w stezeniu 1,06 mM (50,47 + 12,62% komorek zywych)
(Rycina 5)

* inkubacja z bakteriami komensalnymi E. coli oraz E. faecalis réwniez miala istotny wptyw
na obnizenie zywotnosci komorek linii HT-29, redukujac ja do 46,67+2,87% komorek
zywych oraz 35,67 £ 18,37% komorek zywych (Rycina 6)

* dodanie zywych bakterii Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103 nieznacznie
zmniejszyto efekt bojczy pochodzacy od szczepu E. coli oraz E. faecalis (Rycina 6)

* pozbawienie komorek surowicy poprzez inkubacje w PBS nie miato istotnego wplywu na
zywotno$¢, (Rycina 6)

* pozostale bakterie oraz TNFa nie mialy istotnego wptywu na spadek zywotnosci komorek
w poréwnaniu z kontrola negatywna DMEM lub PBS. (Rycina 6)

* zywotno$¢ zblizona do kontroli negatywnej DMEM zapewnila inkubacja ze szczepami
Lactobacillus thamnosus GG ATCC 53103 oraz Lactobacillus casei DSM 20021(Rycina 5)

* dodanie katalazy catkowicie znosito efekt bojczy pochodzacy od inkubacji z supernatantem
Lactobacillus delbrueckii DSM 20074 oraz odpowiadajacym mu stgzeniem nadtlenku
wodoru (Rycina 5)

W przypadku efektu apoptotycznego widoczne byly nastgpujace zmiany:
. najsilniejszy, statystycznie istotny efekt 49,23+15% komorek apoptotycznych osiagnglo
dziatanie Lactobacillus gasseri DSM 20243 (wynik istotny statystycznie, p<0,0001)
(Rycina 5.)
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duzy procent 38,78+7,2 komoérek z uszkodzona btona 1 wyrazna aktywacja kaspaz

wystgpowal w przypadku dziatania zywego szczepu Lactobacillus delbrueckii DSM 20074,

jego supernatantu (44+£19% komorek apoptotycznych) 1 odpowiadajacego mu st¢zenia

nadtlenku wodoru na poziomie 35,96+7,38% komorek apoptotycznych (Rycina 5.)

dodanie katalazy nie znosito efektu dzialania zywych bakterii pozostawiajac wysoki

procent komodrek apoptotycznych, takze w przypadku dzialania Lactobacillus acidophilus

CNBL 1007: 19,62+1,16% komorek apoptotycznych (Rycina 5.)

* dzialanie E.coli wywotywalo istotny 354+2,45% wzrost poziomu komoérek w stanie
apoptozy, dodanie Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103 nie znosito tego efektu
(Rycina 6.)

e apoptoza wywolana przez S. mitis osiagneta warto$¢ o potowe mniejsza niz dziatanie
Lactobacillus delbrueckii DSM 20074, tj. 20+9,8% komorek apoptotycznych,
wspotinkubacja ze szczepem LGG zmniejszyta ten efekt do 7+0,5% komorek
apoptotycznych (Rycina 6.)

* dziatanie E. faecalis wywolywalo apoptozg¢ komoérek na poziomie okoto 9,67+4,5%
komorek apoptotycznych, a wspotinkubacja z LGG zmniejszyta ten efekt o polowe
(Rycina 6.)

dodanie cytokiny TNFa nie wywolywalo apoptozy na poziomie istotnie réznym od kontroli

(10£1,6% komorek apoptotycznych), dodanie LGG zmniejszyto efekt proapoptotyczny do

6% (Rycina 6.)

dzialanie Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103 wykazywalo si¢ najnizszym

procentem komorek apoptotycznych: 6,05+4%. (Rycina 5.)

Komorki zywe z aktywowanymi kaspazami w stadium wczesnej apoptozy widoczne byty:

w przypadku dziatania zywych szczepdéw Lactobacillus gasseri DSM 20243 oraz
Lactobacillus delbrueckii DSM 20074 (wynik istotny statystycznie, p=0,002) 1 ustalito si¢
na poziomie 23+7% komorek apoptotycznych 1 21£11% (Rycina 5.)

duzy procent komorek we wczesnej apoptozie widoczny byl takze w przypadku dziatania
wyzej wspomnianych bakterii i katalazy, a takze supernatantu Lactobacillus delbrueckii
DSM 20074, staurosopryny i L. fermentum DSM 20052 (wyniki nie byly istotnie r6zne od
kontroli) (Rycina 5.)

dziatanie E.coli oraz S. mitis utrzymywato poziom wczesnej apoptozy poréwnywalny do

oddziatywania staurosporyny, dodanie LGG nieznacznie znosito ten efekt, (Rycina 6.)
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» dzialanie cytokiny nie wplywato znaczaco na poziom apoptozy wczesnej (Rycina 6.)

* w przypadku dzialania Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103 oraz supernatantu
L.delbrueckii DSM 20074 i nadtlenku wodoru z dodatkiem katalazy procent komorek byt
porownywalny do kontroli negatywnej DMEM z 10% surowica. (Rycina 5.)

Efekt nekrotyczny widoczny byt:

* glownie w dzialaniu E. faecalis 1 wynosit 50+7% komorek (wynik istotny statystycznie
p=0,0063), a dodanie LGG zmniejszto efekt nekrotyczny do 35% (Rycina 6.)

* w przypadku dzialania Lactobacillus plantarum ATCC 14431 wynosil 22+11%, a zywych
bakterii Lactobacillus delbrueckii DSM 20074 1 Lactobacillus acidophilus CNBL 1007 z
dodatkiem katalazy 14+5 1 15,5+0,2% - efekt ten nie byl istotny statystycznie (Rycina 5.)

* pozostale szczepy nie wptywaly na nekrozg, podobnie jak kontrola negatywna DMEM i
PBS. (Rycina 5.)

Duze warto$ci odchylenia standardowego populacji spowodowane duzym rozrzutem
wynikow z poszczegolych eksperymentow wynikaty z niejednorodnosci populacji komoérek w
hodowli.

Martwe bakterie z rodzaju Lactobacillus nie wptywatly istotnie na Zywotnos$¢, apoptozg oraz
nekroze¢ komorek linii HT-29. W przypadku apoptozy wczesnej uwidacznit si¢ wptyw szczepow
Lactobacillus reuteri DSM 20016, Lactobacillus fermentum DSM 20052 i Lactobacillus casei

DSM 20021, ale wyniki nie byly istotne statystycznie. (Rycina 7.)

IV.5. Badanie poziomu aktywacji kaspaz w komorkach linii HT-29 MTX

W celu okres$lenia wptywu bakterii z rodzaju Lactobacillus oraz ich metabolitow na
apoptoz¢ 1 nekroz¢ komodrek nabtonkowych dokonano pomiaru stopnia aktywacji kaspaz i
uszkodzenia blony komoérkowej w komorkach linii HT-29 MTX - linia nowotworowa
wyprowadzona z ludzkich kolonocytow traktowana metotreksatem. Po 24 godzinnej inkubacji,
przy uzyciu cytometru przeplywowego zmierzono odsetek komorek zywych, nekrotycznych oraz
znajdujacych si¢ w rdznych stadiach apoptozy. Wyniki przedstawiono na ponizszych wykresach
procentowych. Do frakcji komodrek zywych zaliczono komorki o nienaruszonej btonie komorkowe;j
1 braku aktywnosci kaspaz. Komorki nekrotyczne charakteryzowato uszkodzenie btony

komoérkowej, brak znacznego stopnia aktywacji kaspaz. Komorki apoptotyczne cechowat znaczny
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stopnien aktywacji kaspaz oraz uszkodzenie btony komoérkowej. Komorki w stadium wcezesnej
apoptozy wykazywaly znaczna aktywacjg¢ kaspaz i1 brak oznak uszkodzenia btony komorkowe;.

Rycina 8. Wplyw bakterii z rodzaju Lactobacillus 1 ich metabolitow na komorki liniit HT-29MTX,
n=3
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Rycina 9. Wplyw martwych bakterii z rodzaju Lactobacillus na komorki linii HT-29 MTX, n=2
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Wplyw na zywotno$¢ komorek linii HT-29 MTX:

najmniejsza, 24+12% zywotno$¢ komorek wykazywaty komorki po wspoédtinkubacji ze
szczepem Lactobacillus delbrueckii DSM 20074 (wyniki istotnie statystycznie, p=0,0018)
niska przezywalno$¢ komorek charakteryzowata takze dziatanie supernatantu Lactobacillus
delbrueckiit DSM 20074 35+5% oraz nadtlenku wodoru 44+4% 1 staurosporyny 37+7%
komorek zywych (wynik istotny statystycznie p=0,0018) (Rycina 8.)

dodanie katalazy istotnie poprawto zywotno§¢ komorek z 24% do 69+20% w przypadku
dziatania Zzywych bakterii Lactobacillus delbrueckii DSM 20074, oraz podobnie w
przypadku jego supernatantu z 34,6+5,5% do 64+10,5%, a w przypadku czystego nadtlenku
wodoru znosito catkowicie efekt bojczy z 43+4% do 85+2,5% komorek zywych (Rycina 8.)
najwyzsza, okoto 80% przezywalnos¢ komorek wystgpowata po zadzialaniu Lactobacillus
fermentum DSM 20052 (83,36+4,3%) oraz Lactobacillus casei DSM 20021 (83+8,4%),
Lactocbacillus reuteri DSM 20016 (79,8+5,54%) oraz Lactobacillus rhamnosus GG ATCC
53103 (7242 komorek zywych) (Rycina 8)

inkubacja z martwymi bakteriami utrzymywata si¢ na poziomie wartosci podobnej do
dziatania czystego PBS, byla najnizsza w przypadku martwej bakterii Lactobacillus gasseri

DSM 20243, ale nie byl to wynik istotny statystycznie (Rycina 9)

Apoptoza komorek HT-29 MTX

byla najwyzsza w przypadku dzialania szczepu Lactobacillus delbrueckii DSM 20074
wyniosta okoto 59+12,3 %, supernatantu — 48+4,5%, czystego nadtlenku wodoru —
44,5+6,7%. Dodanie katalazy zmniejszyto ten efekt odpowiednio do 11,67+4,5% 1 16£11%
(wynik istotny statystycznie, p=0,0029) (Rycina 8)

dziatanie Lactobacillus gasseri DSM 20243, Lactobacillus acidophilus CNBL 1007
utrzymywato si¢ na poziomie 21,9% 1 19,83% komorek apoptotycznych, nie byty to wyniki
istotne statystycznie, (Rycina 8)

najnizszy poziom apoptozy wystgpowat w przypadku dziatania Lactobacillus plantarum
ATCC 14431 i Lactobacillus fermentum DSM 20052 wynosit okoto 5%. (Rycina 8.)
inkubacja komorek z zabitymi termicznie bakteriami z rodzaju Lactobacillus nie
wykazywata wynikéw istotnych statystycznie i utrzymywala si¢ na poziomie wartosci dla

PBS 1 mniejszej. (Rycina 9.)
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Wplyw bakterii na poziom apoptozy wczesnej nie wykazywat rdznic statystycznych dla zadego

z wariantow eksperymentu. (p=0,5). W przypadku nekrozy poziom istotnosci testu wynidst p=0,2.

IV.6 Badanie poziomu aktywacji kaspaz w komorkach linii CaCo-2

W celu okreslenia wptywu bakterii z rodzaju Lactobacillus, ich metabolitéw, bakterii
patogennych i cytokiny na apoptoze i nekroze komodrek nablonkowych dokonano pomiaru stopnia
aktywacji kaspaz 1 uszkodzenia btony komorkowej w komorkach linii CaCo-2 - linia
nowotworowa wyprowadzona z ludzkich kolonocytéw. Po 24 godzinnej inkubacji, przy uzyciu
cytometru przeptywowego zmierzono odsetek komorek zywych, nekrotycznych oraz znajdujacych
si¢ w roznych stadiach apoptozy. Wyniki przedstawiono na ponizszych wykresach procentowych.
Do frakeji komoérek zywych zaliczono komorki o nienaruszonej btonie komoérkowej 1 braku
aktywnosci kaspaz. Komorki nekrotyczne charakteryzowato uszkodzenie blony komorkowej, brak
znacznego stopnia aktywacji kaspaz. Komorki apoptotyczne cechowat znaczny stopnien aktywacji
kaspaz oraz uszkodzenie blony komorkowej. Komoérki w stadium wezesnej apoptozy wykazywaty
znaczng aktywacj¢ kaspaz i brak oznak uszkodzenia btony komorkowe;.
Rycina 10. Wplyw bakterii z rodzaju Lactobacillus oraz ich metabolitéw na komorki linii CaCo-2,

n=2
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Rycina 11. Wptyw bakterii komensalnych, patogennych i cytokin na komorki linii CaCo-2, n=2
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Wplyw bakterii oraz cytokin na zywotno$¢ komorek linii CaCo-2:

* najwigkszym spadkiem Zzywotnosci komoérek do okoto 40+1% cechowato si¢ dziatanie
szczepu Lactobacillus delbrueckii DSM 20074, a takze jego supernatantu (39,5+1,5%).
Dodanie katalazy nieznacznie poprawito zywotno$¢ do 42% w przypadku zywych bakterii
Lactobacillus delbrueckii DSM 20074. W przypadku dziatania supernatantu dodanie
katalazy nie odrdznitlo wyniku od kontroli DMEM 86,7+0,6%. (wyniki byly istotne
statystycznie, p=0,003) (Rycina 10)

* czysty nadtlenek wodoru rowniez statystycznie istotnie zmniejszyt zywotno$¢ do
45,5+1,5%, podczas gdy dodanie katalazy poprawilo zywotnos¢ do 85+0,83% i1 wynik ten
nie odroznit sig statystycznie od kontroli DMEM (Rycina 10)

* kontrola pozytywna réwniez wykazuje zmniejszona zywotno$¢ do 53,75+3,25% - wynik
byt istotny statystycznie, (Rycina 10)

* szczepy Lactobacillus reuteri DSM 20016, Lactobacillus plantarum ATCC 14431,
Lactobacillus fermentum DSM 20052 wykazywaly istotnego wplyw na zywotnos¢
komorek, obnizajac ja odpowiednio do 70,8+1,83%, 67+2% , 62+3% (Rycina 10)

* szczepy Lactobacillus gasseri DSM 20243 oraz Lactobacillus acidophilus CNBL 1007
wplywaly na zywotnos¢ obnizajac ja do do 46,5+1,5% 1 65,8+3,2%, dodanie katalazy do
hodowli nie zmienito istotno$ci tego wptywu w przypadku dzialania Lactobacillus gasseri

DSM 20243 (Rycina 10)
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* bakterie E.coli wywotywaly znaczne, istotne obnizenie zywotnosci do 44+0,5%,
wspotinkubacja z bakteriami Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103 podnosita
zywotno$¢ do 46,5+0,5%, ale nie zmienito to istotnosci dziatania E.coli (Rycina 11)

* dziatanie Streptococcus mitis rowniez istotnie wptynglo na zywotnos¢ komorek, a dodanie
Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103 poprawito ten efekt z poziomu 57+£3% do
79,21+5,8% oba wyniki znajdowaty si¢ w grupach o innej istotnosci statystycznej (Rycina
10)

* wplyw E.faecalis odznaczal si¢ znacznym obnizeniem zywotnosci komorek do 49+3%,
dodanie LGG nieznacznie poprawito ten efekt (Rycina 10)

* dodanie TNFa do hodowli komoérek obnizato zywotno$¢ do 85+1,5% i do 80+2,2% w
przypadku koinkubacji z LGG, wynik nie r6znit si¢ statystycznie od kontroli, (Rycina 11)

* dziatanie szczepu Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103 oraz Lactobacillus casei

DSM 20021 nie wptywato istotnie na zywotnos$¢ obnizajac ja do ponad 80%. (Rycina 10)

Proapototycznie dziatanie na komorki linii CaCo-2 wykazywaly nastepujace szczepy 1
substancje:

* w przypadku zywych bakterii Lactobacillus delbrueckii DSM 20074 poziom apoptozy byt
najwyzszy 1 siegal 45+0,5%, dodanie katalazy obniza ten poziom o 10%. (wyniki byly
istotnie statystycznie, p=0,0035) (Rycina 10)

» staurosporyna (30,5+£0,5% komorek apoptotycznych) oraz inkubacja z czystym
nadtlenkiem wodoru (32,5+2,5% komorek apoptotycznych) i supernatantem hodowli
Lactobacillus delbrueckii DSM 20074 (35+3% komorek apoptotycznych) istotnie
wplywaly na poziom apoptozy komorek. Dodanie katalazy do supernatantu oraz czystego
nadtlenku wodoru, znosito ten efekt do poziomu okoto 5%, ktdry nie ro6znit sig istotnie od
kontroli (Rycina 10)

» szczepy Lactobacillus gassert DSM 20243 (29% komorek apoptotycznych), Lactobacillus
acidophilus CNBL 1007 (23+2,3% komorek apoptotycznych) oraz Lactobacillus
fermentum DSM 20052 (17,5+0,5% komorek apoptotycznych) wptywaly istotnie na
poziom apoptozy, a dodanie katalazy nie zmienito istotnosci tego wplywu (Rycina 10)

» szczep E. coli wywolywat apoptoze na poziomie 21,5+0,5%, a dodanie LGG nie wptyneto
na te warto$¢ (Rycina 11)

* szczep E. faecalis wywotywat apoptozg na poziomie 4,5+0,5, ale dodanie do hodowli

szczepu LGG znaczaco podnosito poziom komorek apoptotycznych do 27+1%
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S. mitis wywotywatl apoptoz¢ na poziomie 14,5+1,5% po dodaniu szczepu LGG liczba ta
zmalata do 9,5+1,5% (Rycina 11.)

szczepy Lactobacillus reuteri DSM 20016, Lactobacillus plantarum ATCC 14431,
Lactobacillus caset DSM 20021 oraz Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103 nie
wywotywaty apoptozy w sposob znaczaco rozny od kontroli DMEM (Rycina 10.)

dodanie TNFo nie wptywato istotnie na poziom komorek apoptotycznych, ktory

utrzymywat si¢ na poziomie 5+1% (Rycina 11.)

Poziom apoptozy wczesnej utrzymywat si¢ na wysokim, istotnie réznym od kontroli poziomie

w przypadku dziatania E. coli (20+£0,5% komorek apoptotycznych) oraz Lactobacillus
gasseri DSM 20243 (18,5+2,5% komorek apoptotycznych). Pozostate szczepy i1 cytokina
nie wplywaly istotnie na poziom apoptozy wczesnej (warto$¢ istotnosci statystycznej

wynosita p=0,0113). (Rycina 10,11)

W przypadku komorek nekrotycznych dla linii CaCo-2:

najwyzsza nekrozg, si¢gajaca wartosci 43+2% wywolywata szczep E. faecalis, dodanie
szczepu LGG istotnie redukowato ten poziom do 7,5+0,5%. (Rycina 11)

szczepy Lactobacillus plantarum ATCC 14431 oraz Lactobacillus fermentum DSM 20052
wywotywaty nekroze statystycznie rdzniaca si¢ od kontroli, tj. okoto 21£2% 1 11+1%.
(Rycina 10)

szczep E. coli oraz wspotinkubacja szczepu z LGG wywolywata nekroze na poziomie 13%,
(wyniki byly istotne statystycznie, p=0,0058). (Rycina 11)

dziatanie S. mitis wywotywato nekroz¢ na poziomie okolo 15%, a dodanie LGG istotnie
zmniejszyto ten wynik (Rycina 11)

poziom nekrozy poréwnywalny z kontrola negatywna od 2%-8% obserwowano w
przypadku dziatania: Lactobacillus delbrueckiit DSM 20074, Lactobacillus gasseri DSM
20243, Lactobacillus acidophilus CNBL 1007, Lactobacillus casei DSM 20021,
Lactobacillus reuteri DSM 20016, Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103. (Rycina 10)

IV.7 Badanie poziomu aktywacji kaspaz w komorkach izolowanych z jelit myszy

W celu okres$lenia wptywu bakterii z rodzaju Lactobacillus oraz ich metabolitow na

apoptoz¢ 1 nekroz¢ komoérek nabtonkowych dokonano pomiaru stopnia aktywacji kaspaz i
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uszkodzenia btony komodrkowej w komorkach izolowanych z jelit mysich. Po 24 godzinnej
inkubacji, przy uzyciu cytometru przeptywowego zmierzono odsetek komorek zywych,
nekrotycznych oraz znajdujacych si¢ w réznych stadiach apoptozy. Wyniki przedstawiono na
ponizszych wykresach procentowych. Do frakcji komoérek zywych zaliczono komorki o
nienaruszonej btonie komorkowej 1 braku aktywno$ci kaspaz. Komorki nekrotyczne
charakteryzowato uszkodzenie btony komorkowej, brak znacznego stopnia aktywacji kaspaz.
Komorki apoptotyczne cechowal znaczny stopnien aktywacji kaspaz oraz uszkodzenie btony
komorkowej. Komoérki w stadium wczesnej apoptozy wykazywaty znaczna aktywacj¢ kaspaz i

brak oznak uszkodzenia blony komoérkowe;.

Rycina 12. Wptyw bakterii z rodzaju Lactobacillus na komorki nablonkowe wyizolowane z jelit
mysich, n=2
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Dla komorek nabtonkowych wyizolowanych z jelit myszy na zmiany w zywotno$ci komorek
wplyw miaty gléwnie:
* staurosporyna w stezeniu 1uM obnizaty do wartosci 13,6+1,4% komorek zywych (warto$é

istotnosci testu, p=0,019) (Rycina 12)
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» szczep Lactobacillus delbrueckii DSM 20074 oraz czysty nadtlenek wodoru (1.06 mM)
utrzymywaty zywotno$¢ na poziomie 23% (Rycina 12)

* inkubacja w czystym PBS przyniosta do$¢ znaczace obnizenie zywotnosci komodrek do
35,15+0,8% 1 bylo to wynik istotnie r6zny od kontroli DMEM, gdzie utrzymywat si¢ na
poziomie okoto 54,7+0,7% (Rycina 12)

* dziatanie supernatantu Lactobacillus delbrueckii DSM 20074 utrzymywato si¢ na poziomie
30+1,5% zywotnosci, ale byta to warto§¢ podobna do oddziatywania PBS (Rycina 12)

* istotnie r6zny od kontroli DMEM pozostawal wptyw Lactobacillus gasseri DSM 20243 i
Lactobacillus plantarum ATCC 14431 utrzymujacy poziom 35,85+1,15% 1 42,4+0,4%
(Rycina 12)

* testowane szczepy bakterii Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103, Lactobacillus
reuteri DSM 20016, Lactobacillus fermentum DSM 20052 oraz Lactobacillus casei DSM
20021 1 Lactobacillus acidophilus CNBL 1007 nie wykazywaty wptywu istotne rdzniacego
si¢ od kontroli negatywnej DMEM, ale ich dzialanie istotnie zwigkszyto zywotno$¢ w

porownaniu z dzialaniem PBS. (Rycina 12)

W przypadku apoptozy ilos¢ komorek o aktywnych kaspazach i1 uszkodzonej btonie
komoérkowej:

* byla najwyzsza w przypadku Lactobacillus delbrueckii DSM 20074 i wynosita 59+0,8%,
czysty nadtlenek wodoru dawat warto§¢ 53+0,2%, a supernatantu hodowli tego szczepu
oznaczat si¢ zywotnos$cia 44,9+0,9%, (poziom istotnos$ci testu p=0,02) (Rycina 12)

» staurosporyna dawla warto$¢ apoptozy okoto 49,7+0,7%, szczep Lactobacillus gasseri
DSM 20243 51+2%, a szczep Lactobacillus acidophilus CNBL 1007 45% komorek
apoptotycznych, wartosci te byty istotnie r6zne od kontroli (Rycina 12)

* dzialanie pozostatych szczepdéw byto istotnie r6zne od kontroli DMEM, jednak znajdowalo
si¢ w grupie o tej samej istotnosci statystycznej, co dziatanie PBS i utrzymywato si¢ na
poziomie okoto 20 % 1 27+0,6% w przypadku Lactobacillus plantarum ATCC 14431.
(Rycina 12)

W przypadku apoptozy wczesnej wynik wykazywal istotno$¢ statystyczna, (p=0,03), ale w
testach post-hoc nie udalo si¢ wykaza¢ grup roznych statystycznie gtownie z powodu wysokiej
warto$ci apoptozy w dziataniu PBS. (Rycina 12)

Dziatanie nekrotyczne dla pierwotnych komorek nablonkowych bylo wysokie w kontroli

negatywnej] DMEM - 19% i PBS- 25,7+1,3% oraz w hodowli z czystym nadtlenkiem wodoru i
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staurosporynie, a takze dla probek inkubowanych z zywymi bakteriami Lactobacillus plantarum
ATCC 14431 1 Lactobacillus reuteri DSM 20016. Pozostale szczepy wykazywaly poziom nekrozy
istotnie nizszy od kontroli negatywnej DMEM. Poziom istotnosci testu wynosit p=0,018 (Rycina
12)

IV.8 Badanie poziomu aktywacji kaspaz w komorkach linii A431
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W celu okreslenia wptywu bakterii z rodzaju Lactobacillus, ich metabolitow na apoptozg i
nekroze komoérek nablonkowych dokonano pomiaru stopnia aktywacji kaspaz 1 uszkodzenia blony
komoérkowej w komorkach linii A431 - linia nowotworowa wyizolowana z nabtonka sromu. Po 24
godzinnej inkubacji, przy uzyciu cytometru przeptywowego zmierzono odsetek komorek zywych,
nekrotycznych oraz znajdujacych si¢ w roznych stadiach apoptozy. Wyniki przedstawiono na
ponizszych wykresach procentowych. Do frakcji komodrek zywych zaliczono komorki o
nienaruszonej blonie komodrkowej 1 braku aktywnosci kaspaz. Komorki nekrotyczne
charakteryzowato uszkodzenie btony komorkowej, brak znacznego stopnia aktywacji kaspaz.
Komorki apoptotyczne cechowal znaczny stopnien aktywacji kaspaz oraz uszkodzenie blony
komorkowej. Komorki w stadium wczesnej apoptozy wykazywaly znaczna aktywacje¢ kaspaz i

brak oznak uszkodzenia btony komoérkowe;.

Rycina 13.Wplyw bakterii z rodzaju Lactobacillus oraz ich metabolitow na komorki linii A431,
n=3
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W przypadku dziatania bakterii z rodzaju Lactobacillus zywotnosci komorek linii A431:

* znaczaco spadta w przypadku kontroli pozytywnej — staurosporyny do 49,7+0,9%,
nadtlenku wodoru do 48,5+25,3%, (poziom istotnos$ci testu p=0,0172) (Rycina 13)
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najwigkszy spadek zywotnosci obserwowano w przypadku dzialania szczepu
Lactobacillus delbrueckii DSM 20074 do 12+10,9%, Lactobacillus reuteri DSM 20016
do 46,2+16%, a takze Lactobacillus gasseri DSM 20243 — 48,54+3,8% (Rycina 13)
wplyw pozostatych szczepoOw zaznaczat si¢ spadkiem zywotnosci do okoto 52%, jak w
przypadku inkubacji z Lactobacillus fermentum DSM 20052, ale nie byl to wynik
istotny statystycznie (Rycina 13)

w przypadku dziatania szczepu Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103
obserwowano nieznacznie wigksze obnizenie zywotnosci komoérek niz po inkubacji w

PBS (Rycina 13)

Wptyw na procent komoérek apoptotycznych linii A431:

istotno$¢ statystyczna (p=0,0237) wystgpowala wylacznie w przypadku dziatania
Lactobacillus delbrueckii DSM 20074, ktére wywotywalo apoptoze w 78,1£20,5%
komorek (Rycina 13)

wysoki poziom komoérek apoptotycznych obserwowano takze w przypadku
dziatania czystego nadtlenku wodoru: 38,9+23,7 oraz szczepow Lactobacillus reuteri
DSM 20016, Lactobacillus fermentum DSM 20052, a takze szczepu Lactobacillus
gasseri DSM 20243 (Rycina 13)

Réznice w ilosci komorek apoptotycznych odznaczajacych si¢ ciagla btona komorkowa nie

wykazywaly istotnosci statystycznej. Poziom okoto 20+3,2% komoérek w stadium wczesne;j

apoptozy osiagnigty zostal w przypadku dzialania Lactobacillus plantarum ATCC 14431.

W przypadku nekrozy najwigkszy poziom 7,73+2,5% osiagto dziatanie 1uM staurosporyny, ale

nie byla to rdznica istotna statystycznie. (Rycina 13)
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IV.9. Wizualizacja aktywnych kaspaz w mikroskopie fluorescencyjnym

Komorki linii HT-29 oraz HT-29 MTX poddano dziataniu zywych bakterii z rodzaju
Lactobacillus oraz ich metabolitow. W celu wizualizacji aktywnych kaspaz komorki wybarwiono
fluorescencyjnym inhibitorem aktywnych kaspaz, uszkodzenie blony komorkowej pokazano

poprzez barwienie jodkiem propidyny. Ponizsze zdjgcia wykonano przy uzyciu mikroskopu

fluorescencyjnego Olympus.

Rycina 14. Komorki linit HT —29 wybarwione fluorescencyjnym inhibitorem aktywnych kaspaz
(FITC — kolor zielony), odczynnikiem Hoechst (niebieski) i jodkiem propidyny (czerwony).
Analizowane w Olympus Fluorescent Microscope, w objektywie immersyjnym, powigkszenie
1000x.

a — kontrola negatywna - DMEM 10% FBS

b — komorki traktowane bakteriami Lactobacillus gasseri DSM 20243

¢ — komorki traktowane zywym bakteriami Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103

d — komorki traktowane zywym bakteriami Lactobacillus delbrueckii DSM 20074
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Na obrazie 14a dla kontroli negatywnej DMEM widoczne sa jadra komorkowe barwione
odczynnikiem Hoechst, brak zielonego barwnika i pomaranczowej obwodki $wiadczy o braku
aktywnych kaspaz w komorce 1 nieuszkodzonej btonie komoérkowej. Nagromadzenie aktywnych
kaspaz w komorce (kolor zielony) pod wplywem dziatania bakterii Lactobacillus gasseri DSM
20243 (14b) i1 Lactobacillus delbrueckii DSM 20074 (14d) oraz widoczne uszkodzenia i
wybrzuszenia blony komorkowej w postaci ciatek apoptotycznych (kolor pomaranczowy)
$wiadcza o stopniu zaawansowania procesu apoptozy po 24 godzinach inkubacji. Obraz 14c

przedstawia silng adherencje bakterii LGG do komoérek oraz brak widocznych oznak apoptozy.
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Rycina 15. Komorki linii HT —29 MTX wybarwione fluorescencyjnym inhibitorem aktywnych
kaspaz (FITC — kolor zielony), odczynnik Hoechst (niebieski) i1 jodkiem propidyny (czerwony).
Analizowane w Olympus Fluorescent Microscope, w objektywie immersyjnym, powigkszenie
1000x.

a — kontrola negatywna - DMEM 10% FBS

b — komorki traktowane bakteriami Lactobacillus gasseri DSM 20243

¢ — komorki traktowane zywym bakteriami Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103

d — komorki traktowane zywym bakteriami Lactobacillus delbrueckii DSM 20074

Obraz 15a dla kontroli negatywnej DMEM uwidacznia jadra komoérkowe barwione
Hoechst, obserwuje si¢ tez brak aktywnych kaspaz w komorce 1 nieuszkodzona btong komorkowa.
Obraz dotyczacy wplywu Lactobacillus gasseri DSM 20243 (15b) ukazuje komorki apoptotyczne
oderwane od podtoza, zabarwione na zielono oraz komorki Zywe z zabarwionym jadrem
komoérkowym. Aktywne kaspazy (kolor zielony) 1 wyrazne ciatka apoptotyczne widoczne sa pod
wplywem dziatania bakterii Lactobacillus delbrueckii DSM 20074 (15d) Obraz 15c przedstawia

adherencje bakterii LGG do komdrek oraz oznaki aktywacji kaspaz u czesci komorek.
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Nieostre kontury komoérek na fotografiach wynikaty z trudno$ci uchwycenia wyraznego
obrazu roéwnocze$nie dla komorek zaadherowanych do dna szkielka, jak 1 apoptotycznych komoérek

oderwanych od podltoza.

IV. 10 Analiza rozdzialu elektroforetycznego wyizolowanych fragmentow DNA komorek
W celu sprawdzenia obecnosci zdegradowanego DNA komorek typowego dla koncowego
stadium procesu apoptozy dokonano rozdziatu elektroforetycznego DNA wyizolowanego z

komorek HT-29 i A431 uprzednio poddanych 24 godzinnemu dziataniu szczepdw Lactobacillus i

ich metabolitow. Wynik przedstawiono na ponizszej rycinie.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Gi;ii uﬂ"”“sh“

Rycina 16. Fotografia przedstawiajaca rozdziat elektroforetyczny wyizolowanych fragmentow
DNA z komorek linit HT-29 oraz A431, numery linii odpowiadaja poszczegdélnym wariantom
eksperymentu:
1- komorki linii A431 rosnace w pozywce DMEM z 10% surowica FBS,
2- komorki linii A431 traktowane 1 uM staurosporyny przez 24 godziny,
3- komorki liniit HT-29 rosnace w pozywce DMEM z 10% surowica FBS,
4- komorki linii HT-29 traktowane 1 uM staurosporyny przez 24 godziny,
5- komorki linii A431 traktowane 2 uM staurosporyny przez 24 godziny,
6- komorki linii HT-29 traktowane 2 uM staurosporyny przez 24 godziny,
7- komorki liniit HT-29 traktowane 1,06 mM nadtlenku wodoru przez 24 godziny
8- komorki linii HT-29 inkubowane w PBS przez 24 godziny,
9- komorki linii HT-29 traktowane zywymi bakteriami Lactobacillus delbrueckii DSM
20074 przez 24 godziny
10- komorki linii A431 traktowane zywymi bakteriami Lactobacillus delbrueckii DSM
20074 przez 24 godziny
11-komorki linii HT-29 traktowane zywymi bakteriami Lactobacillus gasseri DSM
20243 przez 24 godziny
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12-komorki linii A431 traktowane zywymi bakteriami Lactobacillus gasseri DSM
20243 przez 24 godziny

13-komorki linii HT-29 traktowane zywymi bakteriami Lactobacillus acidophilus
CNBL 1007 przez 24 godziny

14- komorki linii A431 traktowane zywymi bakteriami Lactobacillus acidophilus CNBL
1007 przez 24 godziny

15-komorki linii HT-29 traktowane zywymi bakteriami Lactobacillus rhamnosus GG
ATCC 53103 przez 24 godziny

Obraz drabinki powstalej po rozdziale -elektroforetycznym fragmentéw DNA
charakterystycznych dla procesu apoptozy wyraznie widoczny jest jedynie w przypadku komodrek
obu linii HT-29 1 A431 traktowanych staurosporyna przez 24 godziny (linia 2,4,5,6).

W przypadku traktownia komorek badanych linii Zywymi szczepami bakterii z rodzaju
Lactobacillus produkujacymi rézne st¢zenia nadtlenku wodoru, nie stwierdzono typowego obrazu
drabinki DNA. Widoczne jest natomiast cigcie DNA do przypadkowych fragmentéw o réznych
dlugo$ciach, co objawia si¢ smuzeniem w zelu elektroforetycznym. (linia 9-14) Przypadkowe
cigcie DNA moze by¢ wynikiem nekrozy wywotanej obecno$cia substancji utleniajacych takich,
jak nadtlenek wodoru oraz pozostalo$ciami bakteryjnego DNA lub efektem dziatania enzymow

bakteryjnych degradujacych DNA (linia 7).
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IV.11 Wplyw bakterii z rodzaju Lactobacillus na strukture filamentéow aktynowych
Zbadano wptyw bakterii z rodzaju Lactobacillus na struktur¢ filamentow aktynowych
komorek linii nablonkowej HT-29 oraz A431 po 24 godzinnej inkubacji z czynnikiem. Wyniki

przedstawiono na ponizszych fotografiach.

Rycina 17. Zmiany w strukturze filamentéw aktynowych komorek linii A431 pod wplywem
bakterii z rodzaju Lactobacillus, a-kontrola DMEM, b- staurosporyna 1uM, c-H,O, 1,06 mM,
d- Lactobacillus delbrueckii DSM 20074, e- Lactobacillus gasseri DSM 20243, f- Lactobacillus
rhamnosus GG ATCC 53103




Rycina 18. Zmiany w strukturze filamentéw aktynowych komorek linii HT-29 pod wptywem
bakterii z rodzaju Lactobacillus, a-kontrola DMEM, b- staurosporyna 1uM, c- H,O, 1,06 mM,
d-Lactobacillus delbrueckii DSM 20074, e- Lactobacillus gasseri DSM 20243, {- Lactobacillus
rhamnosus GG ATCC 53103




Na rycinach 17a, 18a widoczne sa komorki kontrolne traktowane DMEM z 10% surowica
FBS, sa to komorki przylegajace scisle do podioza o wyraznych skupiskach wiokien filamentow
aktynowych (kolor zielony — Oregon green), rozproszonych wokét jadra (zabarwionych
odczynnikiem Hoechst na kolor niebieski), a takze biegnacych w sposob uporzadkowany wzdhuz
btony komorkowej zaznaczajacych obraz catej komorki.

Komorki ulegajace apoptozie traca swoj ksztalt 1 przyczepno$¢ do podloza wskutek
zniszczenia cytokszkieletu. Na zdjeciach komorek ulegajacych apoptozie pod wplywem
staurosporyny (17b,18b) widoczne sa komoérki o intensywnie zabarwionych widknach filamentow
aktynowych, o nieregularnych ksztattach i zniszczonej organizacji widkien aktynowych. Obraz
komorek traktowanych czystym chemicznie nadtlenkiem wodoru (zdjecia 17c¢, 18c) ukazuje
komorki o okraglym ksztalcie oderwane od podioza, w ktorych widoczne sa widkna aktynowe
zorganizowane glownie w miejscach zachowanych polaczen migdzykomodrkowych. W przypadku
komorek linii A431 (zdjecie 17c) widoczna jest wigksza dezorganizacja wtokien aktynowych niz w
przypadku komoérek HT-29 (18c).

Komorki traktowane szczepami Lactobacillus produkujacymi duze ilosci nadtlenku
wodoru, a w szczegdlnosci szczep L. delbrueckii DSM 20074 (zdjgcia 17d, 18d) wykazuja
widoczng dezorganizacj¢ filamentow aktynowych i utrat¢ ksztattu komorek. Filamenty aktynowe
wykazuja si¢ postrzgpiona, zdezorganizowana struktura, a jedynie w przypadku dziatania
Lactobacillus gasseri DSM 20243 (zdjecie 17e, 18¢) widoczne sa zachowane wltokna w miejscu
polaczen migdzykomorkowych. Wplyw szczepu Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103 (171, 18f)
wyraznie pozwalal na zachowanie ksztattu i uporzadkowanej struktury filamentéw aktynowych,
obraz hodowli przypomina komorki kontrolne.

Badanie struktur cytoszkieletu, jakimi sa filamenty aktynowe pozwala na oceng stopnia
zaawansowania procesu apoptozy, kiedy dochodzi do dezorganizacji wielu komponentow
strukturalnych komoérek. Reaktywne formy tlenu niszcza biatka cytoszkieletu komorek, co z kolei
moze by¢ sygnatem do wejScia w proces apoptozy. Bakterie z gatunku L. delbrueckii DSM 20074
oraz Lactobacillus gasseri DSM 20243 wptywaja na dezorganizacj¢ aktyny najprawdopodobniej
poprzez wydzielanie nadtlenku wodoru. Natomiast szczep LGG dziatajacy protekcyjnie na

komorki sprzyja wzmocnieniu i usieciowaniu filamentow aktynowych.
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V. DYSKUSJA

Obecnie zjawisko apoptozy komodrek nablonkowych jest wnikliwie badanym procesem,
gdyz jego zaburzenia obserwowane sa w przebiegu wielu choréb rozrostowych i1 zapalnych.
Powstawanie 1 podtrzymywanie przewleklych proceséw zapalnych wiaze si¢ Scisle z apoptoza
komorek. Zaburzenie procesu programowanej $mierci w przebiegu zapalenia moze takze wplynac
na powstawanie nowotworow. Etiopatogeneza przewlektych choréb zapalnych $luzowki jelit 1
pochwy nie jest do konca poznana. Postuluje si¢ znaczacy udzial komensalnej i patogennej flory
danego narzadu objetego zapaleniem. Przyktadem moze by¢ przewlekla posta¢ zapalenia pochwy
tzw. waginoza bakteryjna, w ktorej obserwuje si¢ przerost beztlenowej flory bakteryjnej. Brak
skutecznego leczenia zapobiegajacemu nawrotom tej choroby sklania do szukania rozwiazan
wspierajacych profilaktyke.

Bakterie z rodzaju Lactobacillus stanowia istotny sktadnik flory komensalnej w wielu
narzadach wyscielonych nablonkiem. Popularne jest ich spozywanie po antybiotykoterapii jako
srodek wspomagajacy odnowe¢ prawidtowej flory bakteryjnej. Istnieje wiele prac potwierdzajacych
wplyw roznych gatunkow tych bakterii na komoérki uktadu immunologicznego (249). Brak jedak w
literaturze jednoznacznych danych dotyczacych bezposredniego wplywu bakterii z rodzaju
Lactobacillus na funkcjonowanie tkanki nabtonkowej ludzikego organizmu.

Proces apoptozy jest jednym z istotnych czynnikow wptywajacych na homeostazg tkanki,
ktory moglby by¢ sterowany poprzez obecno$¢ Lactobacillus. W przypadku profilaktyki
nowotworow flora jelit i pochwy moze mie¢ duze znaczenie ze wzgledu na $cisty kontakt bakterii
z komorkami nablonka i mozliwy wplyw na apoptoze. Postepujaca komercjalizacja 1 ogodlna
dostepnos¢ réznych szczepoéw tych bakterii, a takze niepelny zasob wiedzy na temat wplywu
Lactobacillus na nabtonek sktonity mnie do napisania tej pracy.

Celem niniejszej pracy doktorskiej byt przeglad réznych gatunkow lub szczepoéw bakterii z
rodzaju Lactobacillus pod wzgledem zdolnosci do wplywania na proces apoptozy oraz
oddziatywania na organizacj¢ cytoszkieletu komoérek nabtonkowych. Przeprowadzone badania in
vitro miaty gldwnie na celu okre§lenie wptywu szczepdéw Lactobacillus na fenotyp komorki
nabtonkowej ulegajacej apoptozie. Poziom aktywacji kaspaz w roznych typach komoérek okazat sig
scisle zalezny od szczepu bakterii lub czynnika przez nie wydzielanego. Sumujac procent komorek
znajdujacych si¢ w tzw. fazie apoptozy poznej z uszkodzona btona oraz komorek w fazie apoptozy
wczesnej z zachowang ciaglo$cia blony mozna wysuna¢ pewne wnioski.

W przypadku komorek linii nowotworowej HT-29 nasilniejszy efekt bojczy obserwowany

byl w przypadku dziatania zywego szczepu L. gasseri DSM 20243 — kaspazy zostaly aktywowane
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w ponad 70% komorek na ktére dziatat ten szczep. Komorki nekrotyczne stanowity znikomy
procent. Podobny, istotnie statystyczny efekt wywieral szczep L. delbrueckii DSM 20074
aktywujacy kaspazy w 60% komorek. Dzialanie supernatantu tego szczepu skutkowalo 55%
komorek apoptotycznych. Czysty nadtlenek wodoru aktywowal kaspazy u 41% komorek.
Staurosporyna bedaca lekiem antynowotworowym wywotata efekt apoptotyczny u ponad 43%
komorek. Inkubacja ze szczepem L. acidophilus CNBL 1007 wywotata apoptoze u 30% komorek.
Wyzej wymienione szczepy Lactobacillus w warunkach dostepnosci tlenu produkuja okreslone
ilosci nadtlenku wodoru, ktory jak wiadomo (43) dziata proapoptotycznie na komorki i ze wzgledu
na swoje wlasciwosci chemiczne moze tatwo sta¢ si¢ sygnatem do aktywacji kaspaz. Najwyzsze
stgzenia nadtlenku wodoru, do poziomu 1,06mM czystego nadtlenku produkowaty dwa szczepy

L. delbrueckii DSM 20074 oraz L. gasseri DSM 20243. Porownanie powyzszych wynikow
wskazuje, iz efekt bojczy pochodzacy od tych szczepow czgSciowo mozna tlumaczyd
wydzielaniem tej substancji przez szczep. Za tym efektem przemawia takze fakt, iz dodanie
katalazy rozktadajacej nadtlenek wodoru do czystego chemicznie zwiazku lub supernatantu
hodowli szczepu znosito catkowicie efekt bdjczy. Poniewaz dodanie katalazy do zywych bakterii
Lactobacillus nie znosilo efektu apoptotycznego mozna sadzi¢, iz tylko czg¢sciowy efekt pochodzit
od nadtlenku wodoru. Natomiast, jednorazowe dodanie 0,3% katalazy mogto by¢ niewystarczajace
do rozlozenia calego nadtlenku wodoru wydzielanego w sposob ciagly przez te bakterie.
Niewykluczony jest takze udzial innych substancji 1 zwiazkdéw chemicznych, takich jak
rozpuszczalne polisacharydy, kwasy organiczne lub lotne kwasy tluszczowe wydzielane przez
konkretne szczepy bakterii Lactobacillus (256). Fakt, iz termicznie zabite bakterie nie wptywaly
znamienie na apoptoze komorek dowodzi, 1z jest to zwiazek wydzielany przez zywe szczepy
Lactobacillus.

W przypadku dziatania szczepéw L. fermentum DSM 20052 oraz L. reuteri DSM 20016
poziom apoptozy wynidst 20% komorek, ale nie byla to wartos¢ istotnie rozna od kontroli. Po
inkubacji ze szczepem L. plantarum ATCC 14431 oraz L. caset DSM 20021 suma komorek
apoptotycznych utrzymywala si¢ na poziomie 15% 1 20%. Dzialanie szczepu L. plantarum ATCC
14431 dodatkowo charakteryzowato si¢ wysoka nekroza, ale wynik ten nie byl istotny
statystycznie. Szczepy te nie wydzielatly nadtlenku wodoru, dlatego poziom apoptozy byt
stosunkowo niski, jej warto$¢ zblizona byta do poziomu dla kontroli PBS, ktora wynosita tacznie
13%. Podwyzszony poziom aktywacji kaspaz dla tych préb mogl wynika¢ z braku surowicy i
innych skladnikéw odzywczych potrzebnych komoérce, a takze w przypadku dziatania

Lactobacillus spowodowany moglt by¢ obecnoscia kwasow wydzielanych przez te bakterie.
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Poziom apoptozy i nekrozy w przypadku szczepu L. rhamnosus GG byl najnizszy i
porownywalny do kontroli negatywnej DMEM. Z po$rdd trzech badanych szczepow gatunku
L. rhamnosus inkubacja z LGG okazata si¢ najmniej wplywa¢ na apoptozg¢ komorek HT-29 in
vitro. Pozostate badane szczepy L. rhamnosus, jak szczep KL37, gdzie poziom tacznej apoptozy
wynost az 20% oraz szczep izolowany od myszy oznaczony symbolem ,,Szwecja”, okazaty si¢
mie¢ nieco silniejszy efekt bojczy na komorki in vitro, ale nie rdznit sig statystycznie. Na
podstawie réznej zdolnosci do wplywania na aktywno$¢ kaspaz mozna sadzi¢, iz wlasciwos¢ ta
moze nie tylko zaleze¢ od danego gatunku bakterii, ale takze takze r6zni¢ si¢ w obrgbie szczepow
tego samego gatunku. Niestety, nie udato si¢ uzyskaé istotnie wigkszego poziomu aktywacji
kaspaz w komorkach linii nowotworowych po dodaniu cytokiny TNFa 1 udowodni¢ protekcyjnego
efektu LGG postulowanego w literaturze. (252) Dodanie LGG obniza poziom komoérek
apoptotycznych wywolany dziataniem cytokiny z 14 do 10%. Brak znamiennie istotnych wynikéw
dla antyapototycznego dziatania LGG moze wynika¢ z odmiennej czuto$ci od prezentowanych w
literaturze metod wykrywania apoptozy. Efekt antyapototyczny LGG moze by¢ widoczny w
przypadku dziatania Streptococcus mitis, ktory wywolywat calkowita apoptoz¢ na poziomie 30%,
a po wspotinkubacji z LGG poziom ten zmniejszyt si¢ o potowe. W przypadku wspoétdziatania
E. coli i LGG nastapit wzrost poziomu zywotnosci komoérek o 7%. Wspétinkubacja LGG z
E. faecalis poprawila Zywotno$s¢ komorek linii HT-29 glownie wplywajac na zmniejszenie
poziomu nekrozy w hodowli. Podsumowujac, efekt LGG na zmniejszenie poziomu apoptozy
komorek linii HT-29 wywotanej przez cytoking lub bakterie wydaje sig, iz pewien wplyw
protekcyjny zaistnial, lecz nie zmienil on istotnosci wyniku dla calej populacji komoérek w
hodowli. Badajac apoptoze metoda okreslajaca efekt aktywacji kaspaz trudno jest jednoznacznie
potwierdzi¢ dotychczasowe doniesienia dotyczace efektu antyapoptotycznego tego szczepu. Efekt
protekcyjny mogt zaleze¢ od rodzaju czynnika wywotujacego apoptozg oraz czasu inkubacji.
Nalezy zaznaczy¢, iz z pewnoscia jest to szczep bakterii, ktory nie wywotywal aktywacji kaspaz w
komorkach linii nowotworowych. Potwierdzily to takze badania dotyczace struktury cytoszkieletu
filamentow aktynowych, na ktore szczep LGG dziata protekcyjnie, podobnie jak inkubacja w
pozywce DMEM z surowica FBS.

Komorki linii HT-29 MTX produkuja wigcej $luzu niz komorki linii HT-29 nie traktowane
metotreksatem. Badajac wptyw bakterii z rodzaju Lactobacillus na apoptoze¢ tych komorek mozna
stwierdzi¢, 1z komorki pokryte grubsza warstwa $luzu sa lepiej chronione przed apoptoza.
Przykladem moze by¢ dziatanie L. gasseri DSM 20243, ktdore obnizyto Zzywotnos¢ komorek
HT-29 do poziomu 23%, a w przypadku tych samych komorek traktowanych metotreksatem
zywotno$¢ wyniosta 63%. Podobnie w przypadku dziatania L. fermentum DSM 20052 zywotnos$¢

87



komorek traktowanych metoreksatem zwigkszyta si¢ o 20%. Nie zmienila si¢ wrazliwos$¢ hodowli
na nadtlenek wodoru i dziatanie szczepu L. delbrueckii DSM 20074 produkujacego najwyzsze
stgzenie tego zwiazku. Natomiast dziatanie katalazy na zywe szczepy Lactobacillus okazala sig¢
skuteczniej poprawia¢ zywotno$¢ $rednio o okolo 25% w przypadku komoérek HT-29 MTX.
Zwigkszona grubo$¢ $luzu pokrywajacego komorki mogla zmniejszaé efekt bojczy wywotany
przez nizsze stezenia nadtlenku wodoru oraz szczepy produkujace ten zwiazek w stezeniu 0,6 mM
1 mniejszym. Nadtlenek wodoru i1 inne reaktywne formy tlenu oraz kwasy trudniej przenikaja do
komorki otoczonej grubsza otoczka §luzowa stanowiaca swoisty ptaszcz ochronny.

Komorki innej linii nowotworowej wywodzace si¢ z raka okrgznicy CaCo-2 okazaly sig
by¢ wrazliwe na dziatanie Lactobacillus produkujacych wysokie st¢zenia nadtlenku wodoru, ktore
wywolywaty catkowita apoptoz¢ na poziomie ponad 50% komorek. Dodanie katalazy nie
zmniejszyto istotnosci tego wyniku, $rednio obnizajac poziom apoptozy o okoto 10%. Znamiennie
istotny wptyw na zywotno$¢ mialy takze szczepy nie wydzielajace nadtlenku wodoru wywotujace
wysoki poziom apoptozy lub nekrozy, jak w przypadku szczepu L. plantarum ATCC 14431.
Dodanie LGG nie zmienito istotnosci dziatania bakterii komensalnych 1 patogennych z
wylaczeniem efektu S. mitis. Wspodtinkubacja LGG wraz ze szczepem S. mitis powodowata
znamienng poprawg zywotnosci poprzez redukcje zar6wno poziomu apoptozy jak i nekrozy.

Wrazliwos$¢ na sygnat apoptotyczny pochodzacy od Lactobacillus moze zaleze¢ od rodzaju
linii na ktoéra odzialuje. Przyktadem moga by¢ komorki linit A431 wywodzace si¢ z raka sromu,
ktoére okazaty sig by¢ szczegolnie wrazliwe na dzialanie zywej bakterii L. delbrueckii DSM 20074.
Poziom apoptozy w tej probie siggnal ponad 80%. Znamiennie istotny wptyw na zywotno$¢ miaty
takze szczepy L. gasseri DSM 20243 oraz L. reuteri DSM 20016. Rak sromu 1 pochwy wystepuje
stosunkowo rzadko, co moze wigza¢ si¢ z podatnoscia tych komorek na proces apoptozy
wywolanej bakteriami wydzielajacymi nadtlenek wodoru stanowiacymi naturalng mikroflorg
nabtonka pochwy.

Analizujac wyniki dotyczace dziatania Lactobacillus na komorki nabtonkowe izolowane z
jelit myszy, szczego6lnie uwidocznita si¢ niska przezywalnos¢ tych komorek takze w hodowli w
medium z surowica. Pomimo bardzo niskiej przezywalnosci - ponad 30% komorek w czystym PBS
- zaznaczyl si¢ wplyw gatunkow Lactobacillus produkujacych nadtlenek wodoru. Najwyzsza
apoptoze ponad 70% komorek obserwowano w przypadku dziatania L. delbrueckii DSM 20074, a
inkubacja z L. gasseri DSM 20243 1 L. acidophilus CNBL 1007 dala ponad 50% apoptozg.
Sumaryczna apoptoza powstala wskutek odziatywania z pozostaltymi szczepami siggala ponad
30%. Tak wysoka wrazliwo$¢ dla komorek izolowanych z jelit myszy w poréwnaniu z komoérkami

nowotworowymi mogla wynika¢ z niedoskonatosci metody izolacji 1 hodowli. Oderwanie
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komorki od jej pierwotnej macierzy migdzykomodrkowej, innych komorek czy btony podstawnej
wywotuje apoptozg komorek prawidtowych. Niewystarczajaca ilos¢ sktadnikow odzywczych oraz
niemoznos¢ zapewnienia prawidtowego podtoza do wzrostu tych komoérek spowodowata znaczny
spadek zywotnos$ci takze w kontroli negatywnej PBS.

Analizujac wplyw konkretnych szczepow na wartosci zywotnosci, apoptozy lub nekrozy
dla poszczeg6lnych linii wida¢, iz dziatanie L.delbrueckii oraz innych szczepow produkujacych
nadtlenek wodoru nie zmienia si¢ znaczaco (p>0,05). Podobnie niespecyficznie dla linii dziata
szczep LGG, jedynie wyniki dla kolonocytow pierwotnych odbiegaja od pozostatych.
Specyficzno$¢ dla zywotnosci linii wykazuje szczep L. reuteri DSM 20016, ktéry dziata
znamiennie roznie na poszczegdlne badane linie komorkowe (p<0,05). W przypadku wynikow dla
apoptozy 1 nekrozy liniowo-zalezne dzialanie wykazuje L. fermentum DSM 20052. Efekt
apoptotyczny tego szczepu widoczny jest w przypadku dzialania na komorki linii A431, pierwotne
kolonocyty, komorki CaCo-2, natomiast stosunkowo niska apoptozg wywotuje w komorch linii
HT-29 1 HT-29 MTX.

Z dostgpnych badan dotyczacych odziatywania Lactobacillus na apoptoz¢ wynika, iz
niektore szczepy, takie jak LGG moga wptywacé hamujaco na apoptoz¢ wywolana przez cytokiny
np. TNFa. (252) Wigkszo$¢ prac dotyczacych wptywu Lactobacillus na apoptoze komorek
nabtonkowych opublikowanych w ostatnim pigcioleciu dotyczy glownie szczepu LGG i
potwierdza jego antyapoptotyczne dzialanie. Szczep LGG hamuje in vitro wewnatrzkomorkowa
drogg aktywacji sygnatu o apoptozie zainicjowang przez cytokiny. Na dowdd tego grupa badaczy
zajmujaca si¢ tym tematem wyizolowala od szczepu LGG dwa biatka o dziataniu
antyapoptotycznym. (253) W niniejszej pracy doktorskiej widoczny jest zdecydowanie
nieapoptotyczny oraz protekcyjny efekt tego szczepu zarowno w przypadku dzialania cytokin, jak
réwniez w przypadku dziatania réznych gatunkoéw bakterii patogennych dziatajacych bodjczo na
komorki nabtonkowe. Znamiennie istotne dziatanie antyapoptotyczne udato si¢ wykaza¢ w
przypadku bdjczego wplywu bakterii S. mitis. Bardzo niski, poréwnywalny do kontroli negatywne;j
poziom aktywacji kaspaz poparty byt efektem utrwalenia organizacji filamentow aktynowych
wywolanych przez szczep LGG.

Efekt protekcyjny LGG udowodniony zostat takze w przypadku badan in vivo na
zwierzgtach 1 dotyczy gtéwnie redukcji obszaru owrzodzenia w zotadkach szczuréw wywotanego
eksperymentalnie lub zniszczenia §luzéwki spowodowanego przez alkohol. Podawanie LGG
wykazato dawko-zalezng 1 znaczaca redukcj¢ owrzodzen. Efekt ten thumaczono zmniejszeniem
czestosci apoptozy w tkance oraz wzrostem tempa podziatow. Obserwowana byta takze wzmozona

angiogeneza oraz fosforylacja receptora EGF. Szczep LGG u szczuréw pojonych etanolem
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wywolywal wzrost poziomu prostaglandyny E i wzrost wydzielania $luzu w $Sluzéwce zotadka
zwierzat. (259,260) W $wietle powyzszych danych dziatanie LGG moze by¢ wykorzystane do
leczenia choréb spowodowanych zbyt wysokim indeksem apoptotycznym lub wzmozona nekroza
jak na przyklad owrzodzenia lub trudno gojace si¢ rany. Natomiast kontrowersyjne moze by¢
stosowanie tego szczepu u 0sOb zagrozonych chorobami nowotworowymi przewodu
pokarmowego, gdzie moze doj§¢ do zahamowania procesu apoptozy 1 dalszego rozwoju guza
wspomaganego przez protekcyjne dziatanie tego szczepu. Powyzsze wyniki sa oparte gtownie na
eksperymentach in vitro 1 wymagaja dalszych badan in vivo, ktére powinny dostarczy¢ danych
dotyczacych bezpieczenstwa stosowania szczepéw Lactobacillus.

Szczepy Lactobacillus wydzielajace nadtlenek wodoru moga spetnia¢ regulacyjna rolg w
podtrzymywaniu homeostazy nabtonka poprzez inicjacj¢ procesu apoptozy i eliminacj¢ komorek
wadliwych. Antyproliferacyjne dziatanie gatunku L. delbrueckii potwierdza praca dotyczaca
wptywu ekstraktu cytoplazmatycznego dwodch réznych szczepdéw na komoérki in vitro w tym takze
linie nowotworowe 1 fibroblasty rybie. Apoptotycznym dzialaniem wykazat si¢ szczegdlnie jeden z
badanych ekstraktow cytoplazmatycznych szczepu L. delbrueckii LDL. Autorzy pracy nie
rozwazaja jednak przyczyny takiego dziatania ekstraktu i ewentualnej roli nadtlenku wodoru
wydzielanego przez te szczepy. (261)

Dostgpne prace dotyczace odzialywania termicznie zabitych szczepéw z rodzaju
Lactobacillus wskazuja na skuteczne proapoptotyczne dzialanie rozpuszczalnego polisacharydu
uzyskanego z termicznie zabitego szczepu L. acidophilus 606 na komorki linii HT-29. Wyniki
ukazane w niniejszej pracy doktorskiej dotyczace dzialania termicznie zabitych szczepdéw nie
potwierdzity znamiennie proapoptotycznego efektu ktoregokolwiek ze szczepdéw badanych. Jednak
dziatanie szczepu L. acidophilus CNBL 1007 zaréwno zywego, jak i zabitego cechuje spadek
zywotnosci az do okoto 70% w przypadku komorek HT-29 MTX. Smieré wigkszosci komorek
spowodowana dziataniem martwego szczepu L. acidophilus CNBL 1007 odbyta si¢ na drodze
nekrozy, bez aktywacji kaspaz. Do badania poziomu apoptozy komoérek HT-29 wywotanej
termicznie zabitym szczepem L. acidophilus 606 opisywanego w artykule postuzono si¢ metoda
wykrywania uszkodzen blony komodrkowej tylko za pomoca jodku propidyny, co nie pozwala
jednoznacznie odroézni¢ komoérek nekrotycznych od apoptotycznych. Mozliwe jest takze
zroznicowanie dziatania bojczego w obrebie tego samego gatunku bakterii L. acidophilus. (256)

Badania in vivo dotyczace dziatania L. fermentum na enterocyty $win hodowanych w
warunkach jatowych (ang. germ —free) pokazuja, iz poziom kaspazy-3, ligandu Fas oraz produkcja
TNFo nie zwigkszyta si¢ pod wplywem podawania monokultury L. fermentum. Wyniki

porownywano do dziatania szczepu E. coli podawanego jalowym zwierzg¢tom, pod wpltywem

90



ktérego obserwowano wzrost ekspresji TLR2, TNFa, FasL, a takze wzmozona aktywacj¢ kaspazy-
3 w badanej tkance. (262) Komorki linii nowotworowej HT-29 opisane w tej pracy doktorskiej
wykazywaty nieznamienie istotny poziom apoptozy pod wplywem dziatania L. fermentum DSM
20052 w porownaniu do dzialania szczepéw Lactobacillus produkujacych nadtlenek wodoru lub
szczepow patogennych, a takze E.coli. Jednakze proapototyczne dziatanie L. fermentum DSM
20052 widoczne jest w przypadku dziatania na lini¢ CaCo-2 oraz komoérki wyizolowane z jelit
mysich.

Powyzsze wyniki zdaja si¢ potwierdza¢ hipotez¢ G. Bauera dotyczaca regulacyjnego
dziatania bakterii z rodzaju Lactobacillus wydzielajacego nadtlenek wodoru. Szczepy z gatunku
L. delbrueckii, L. gasseri, L. acidophilus naleza do cz¢sto spotykanych komponentow prawidtowe;j
flory pochwy 1 poprzez wydzielanie nadtlenku wodoru moga wplywaé proapoptotycznie na
komorki nabtonka pochwy w tym takze na komorki nowotworowe. Komorki linii A431 okazaly sig
szczegollnie wrazliwe na dzialanie nadtlenku wodoru i szczepoéw Lactobacillus wydzielajacych ten
zwiazek, co moze potwierdzaé proapototyczna, regulacyjna role szczepow Lactobacillus
produkujacych nadtlenek wodoru w srodowisku nabtonka pochwy.

Badanie efektu apoptotycznego, jakim jest degradacja genomowego DNA komorek nie
potwierdziata jednoznacznie proaoptotycznego efektu jakiegokolwiek czynnika poza
staurosporyna, gdzie obraz tzw. ,,drabinki DNA” jest dobrze widoczny. Inkubacja komorek linii
nowotworowych jelit i pochwy wraz ze szczepami Lactobacillus i produktami metabolizmu
wywolata takze proces nekrozy, podczas ktérego obserwuje si¢ nieregularne cigcia DNA.
Wspdtistnienie dwoéch réznych proceséw prowadzacych do $mierci komorki oraz mozliwa
obecnos¢ DNA bakterii mogta spowodowaé zamazanie typowego dla procesu apoptozy obrazu
drabinki DNA.

Flor¢ dominujaca zdrowych jelit czlowieka stanowia bakterie beztlenowe, ale w stanach
patologicznych, takich jak przewlekte zapalenia jelit moze dojs¢ do zredukowania
biordznorodnosci flory 1 dominacji bakterii tlenowych. (263) Obecne w Srodowisku $sluzowki jelit
bakterie z rodzaju Lactobacillus zdolne do produkcji nadtleneku wodoru mogtyby zwigkszy¢
wydzielanie tego zwiazku pod wplywem warunkéw stanu zapalnego i lokalnych wzrostow stgzenia
tlenu w tkance wywotanej wybuchem tlenowym pochodzacym od aktywowanych komorek uktadu
immunologicznego. (264) Oddzialywanie bakterii z rodzaju Lactobacillus majacych efekt
proapoptotyczny na komorki nowotworowe byloby korzystne dla homeostazy w tkance zmienione;j
zapalnie, gdzie moze doj$¢ do transformacji nowotworowych i powstania guza. Z drugiej jednak
strony nadmierny wzrost proapoptotycznych gatunkéw Lactobacillus sprzyja¢ moze nadmiernej

apoptozie komoérek prawidtowych 1 przyczyni¢ si¢ do powstania owrzodzen. Efekt in vivo
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proapoptycznych jak i antyapoptotycznie dzialajacych szczepdw z rodzaju Lactobacillus powinien
by¢ wnikliwie zbadany w celach doboru optymalnie dziatajacego szczepu dla danego schorzenia.
W s$wietle powyzszych badan i konkluzji konieczne jest zweryfikowanie wplywu komercyjnie
dostgpnych szczepdw z rodzaju Lactobacillus na apoptozg komoérek nabtonkowych in vivo. Lepsze
poznanie efektéw dzialania probiotykdw pozwala na optymalizacj¢ leczenia standw zapalnych i
ewentualna profilaktyke nowotworéw przy doborze odpowiedniego szczepu o konkretnych
wlasciwosciach. Wiedza przedstawiona w prezentowanej pracy doktorskiej dotyczaca wptywu

bakterii z rodzaju Lactobacillus na apoptozg komorek in vitro moze stanowi¢ dobry wstgp do

dalszych testow in vivo.
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VI. WNIOSKI:

1. W oddziatywaniu bakterii z rodzaju Lactobacillus na wigkszo$¢ opisywanych linii mozna
wyrdznic€ trzy grupy:
¢ proapoptotyczna, produkujaca roézne stezenia nadtlenku wodoru dziatajaca znamiennie
istotnie, do ktorej naleza szczepy L. delbrueckii DSM 20074, L. gasseri DSM 20243 oraz
L.acidophilus CNBL 1007,
¢ dzialajaca proapoptotyczne, ale na poziomie nieznamiennie roézniacym si¢ od kontroli:
szczepy L. reuteri DSM 20016, L. fermentum DSM 20052, L. plantarum ATCC 14431
¢ antyapoptotyczna obnizajaca poziom apoptozy wywotlanej innymi czynnikami, jak
patogeny lub cytokina. Do ostatniej grupy mozna zaliczy¢ szczep L. casei DSM 20021 oraz
L. rhamnosus ATCC 53103, ktéry znamiennie poprawia zywotno$¢ komorek traktowanych

Streptococcus mitis.

2. Poziom wywolanej apoptozy przez okreslony czynnik moze ulega¢ zmianie w zalezno$ci od
typu komorek lub rodzaju linii komorkowej. Efekt aktywacji kaspaz znamiennie rozniacy si¢ w
odmiennych typach komorek szczegolnie widoczny jest przypadku dziatania L. reuteri DSM 20016
oraz L. fermentum DSM 20052.

3. Aktywacja kaspaz i1 inicjacja procesu apoptozy przez szczepy dziatajace proapoptotycznie
koreluje ze zniszczeniem uporzadkowanych struktur filamentow aktynowych Za to dziatanie
odpowiedzialny moze by¢ nadtlenek wodoru wydzielany przez szczepy Lactobacillus. Wptyw na
filamenty aktynowe potwierdza ochronne dziatanie LGG, w réznych typach komérek, gdzie ich

struktura nie zmienia si¢.
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VII. STRESZCZENIE

Apoptoza, zwana takze programowana $miercig komorki jest podstawowym fizjologicznym
procesem utrzymujacym homeostazg tkanki. Zaburzenia tego procesu obserwowane sa w wielu
procesach rozrostowych i1 zapalnych, w tym takze w chorobach nowotworowych. Czynniki takie
jak cytokiny, wolne rodniki tlenowe, czy niedotlenienie komorek moga mie¢ istotny wpltyw na
proces apoptozy. Bakterie komensalne i patogenne bgdace w S$cistym kontakcie z tkanka
nabtonkowa jelit i pochwy moga wptywac na jej homeostazg, w tym takze na apoptoz¢ komorek.
Bakterie z rodzaju Lactobacillus naleza do grupy bakterii komensalnych i potencjalnie moga by¢
zastosowane jako szczepy probiotyczne. Ich wplyw na apoptozg¢ komorek nablonkowych jelit i
pochwy in vitro byt celem przedstawionej pracy doktorskie;.

W celu zbadania wplywu bakterii z rodzaju Lactobacillus na apoptozg¢ wybrano gatunki
bakterii najcz¢sciej spotykane w opisach literaturowych oraz szczepy stosowane jako probiotyki.
Przy doborze testowanych gatunkéw kierowano si¢ zdolnoscia do wydzielania bojczej substancii,
jaka stanowi nadtlenek wodoru. Dziatanie szczepow Lactobacillus i ich metabolitéw testowano
gléwnie na liniach nowotworowych reprezentujacych nabtonek danego narzadu, jak linie HT-29,
CaCo-2, A431 oraz komorki pierwotne wyizolowane z jelit myszy. Procentowy udziat w apoptozie
1 nekrozie dla poszczegdlnych szczepow bakterii zostal zbadany poprzez okreslenie stopnia
aktywacji kaspaz w komorkach nablonkowych oraz uszkodzen btony komoérkowej. Jako badanie
potwierdzajace efekt apoptotyczny wykonano test elektroforetycznej drabinki DNA. Zbadano
takze wpltyw poszczegolnych gatunkow na strukturg cytoszkieletu filamentow aktynowych.

Z posrod wielu wybranych szczepow Lactobacillus mozna wyodrebni¢ trzy rdzne grupy
dziatajace w sposob przeciwstawny. Do proapoptotycznie dzialajacych Lactobacillus naleza
gléwnie szczepy wydzielajace nadtlenek wodoru oraz szczep L. fermentum DSM 20052 i
L. reuteri DSM 20016 dziatajace proaptotycznie w przypadku niektorych typdéw komorek. Szczepy
z gatunku L. thamnosus ATCC 53103 oraz L. casei DSM 20021 nie wykazuja si¢ zdolnoscia do
znaczacej aktywacji kaspaz w testowanych komorkach nowotworowych. Dodatkowo szczep LGG
wykazuje protekcyjne dziatanie w przypadku efektu apoptotycznego Ilub nekrotycznego
wywolanego przez bakterie patogenne. Badanie cytoszkieletu aktynowego potwierdza protekcyjny

efekt tego szczepu , a takze destrukcyjne dziatanie szczepow produkujacych nadtlenek wodoru.
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SUMMARY

Apoptosis, called programmed cell death, is one of the main physiological proceses that
maintain tissue homeostasis. Apoptosis dysfunction can be observed in many pathological
conditions like inflammation, cancer, etc. Cytokines, reactive oxygen species, hypoxia can initiate
programmed cell death. Pathogen and commensal bacteria are in close contact with epithelial tissue
and they can influence apoptotic pathways. The Lactobacillus species that are potential probiotic
strains can also be important in maintaining tissue balance. They can secrete several different
substances that can act on programmed cell death. The aim of this doctoral dissertation was the
effect of different Lactobacillus strains on epithelial cells apoptosis. Apoptosis of cell line HT-29,
CaCo-2, A431 and mouse primary colonocytes was tested. Potentially probiotic and hydrogen
peroxide producing Lactobacillus strains and their supernatants have been chosen for these
experiments.

The level of activated caspases and cell membrane damage has been estimated by flow
cytometry. Fluorescent FAM-VAD-FMK caspase inhibitor and propidium iodide have been used
to distinguish apoptosis from necrosis. Apoptotic pathway was confirmed by DNA ladder
electrophoresis. Changes of the actin filaments structure have been observed after Lactobacilli
incubation have been performed.

Among many Lactobacillus strains chosen three different groups have isolated. Lactobacilli
that produced and secreted hydrogen peroxide had proapoptotic influence on cancer cell lines and
primary colonocytes. Apoptotic fate of the some cells has been observed after incubation with L.
fermentum and L. reuteri, but in most cases Lactobacilli that did not secrete hydrogen peroxide did
not have significant influence on caspases activation in vitro. Some of the strains can even protect
from the apoptotic process initiated by pathogen and proapoptotic substances. Protective effect of
these H,O, non-producing Lactobacilli can also be seen in case of actin filaments cytoskeleton.
Addition of hydrogen peroxide producing Lactobacilli or their supernatant resulted in destruction
of actin filaments and the loss of cell shape and contact.

The purpose of this work was to better understand the role of Lactobacillus as commensal
bacteria and their role in tissue homeostasis. Better understanding the role of Lactobacillus strains

can result in improved prophylactic effect of probiotics.
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VIII. Zalaczniki
Wykaz rycin i tabel

Rycina 1. Schemat przedstawiajacy podstawowe szlaki sygnatu i biatka decydujace o apoptozie

komorki

Rycina 2. Przyktadowe wyniki z cytometru przeptywowego pokazujace stopien aktywacji kaspaz
oraz uszkodzenie btony komorkowej komorek linii HT-29 pod wplywem danego czynnika.
Wykres opisujacy zaleznos¢ SSC-H(FSC-H) dla badanej populacji komoérek HT-29 -a.

Zaleznosci FL2(FL1) wraz z statystyka dla danej préby odczytanej na podstawie wynikéw w
poszczegbdlnych kwadrantach (ramka obok): b - proba $lepa niebarwiona, ¢ - kontrola DMEM, d-
1uM staurosporyny, e - komorki traktowane L.delbrueckii DSM 20074, f - komorki traktowane

L. rhamnosus GG ATCC 53103

Rycina 3. Wplyw czasu ekspozycji 1 uM staurosporyny na apoptoze komorek nabtonkowych linii
A431,

Rycina 4. Wplyw zadanej liczby bakterii Lactobacillus delbrueckii DSM 20074 na procent
komorek apoptotycznych linii A431 po 24 godzinach

Rycina 5. Wptyw bakterii z rodzaju Lactobacillus i ich metabolitéw na komorki linii HT-29, n=3

Rycina 6. Wplyw bakterii komensalnych, patogennych i cytokin na komorki linii HT-29, n=3

Rycina 7. Wplyw martwych bakterii z rodzaju Lactobacillus na apoptozg komoérek linii HT-29,
n=2

Rycina 8. Wplyw bakterii z rodzaju Lactobacillus i ich metabolitow na komorki linii HT-29MTX,

n=3

Rycina 9. Wplyw martwych bakterii z rodzaju Lactobacillus na komorki linii HT-29 MTX, n=2

Rycina 10. Wplyw bakterii z rodzaju Lactobacillus oraz ich metabolitéw na komorki linii CaCo-2,

n=2
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Rycina 11. Wplyw bakterii komensalnych, patogennych i cytokin na komorki linii CaCo-2, n=2

Rycina 12. Wplyw bakterii z rodzaju Lactobacillus na komoérki nabtonkowe wyizolowane z jelit

mysich, n=2

Rycina 13. Wptyw bakterii z rodzaju Lactobacillus oraz ich metabolitoéw na komorki linii A431,
n=3

Rycina 14. Komorki linii HT —29 wybarwione fluorescencyjnym inhibitorem aktywnych kaspaz
(FITC — kolor zielony), odczynnikiem Hoechst (niebieski) i jodkiem propidyny (czerwony).
Analizowane w Olympus Fluorescent Microscope, w objektywie immersyjnym, powigkszenie
1000x.

a — kontrola negatywna - DMEM 10% FBS

b — komorki traktowane bakteriami Lactobacillus gasseri DSM 20243

¢ — komorki traktowane zywym bakteriami Lactobacillus thamnosus GG ATCC 53103

d — komorki traktowane zywym bakteriami Lactobacillus delbrueckii DSM 20074

Rycina 15. Komorki liniit HT —29 MTX wybarwione fluorescencyjnym inhibitorem aktywnych
kaspaz (FITC — kolor zielony), odczynnik Hoechst (niebieski) i1 jodkiem propidyny (czerwony).
Analizowane w Olympus Fluorescent Microscope, w objektywie immersyjnym, powigkszenie
1000x.

a — kontrola negatywna - DMEM 10% FBS

b — komorki traktowane bakteriami Lactobacillus gasseri DSM 20243

¢ — komorki traktowane zywym bakteriami Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103

d — komorki traktowane Zywym bakteriami Lactobacillus delbrueckii DSM 20074

Rycina 16. Fotografia przedstawiajaca rozdziat elektroforetyczny wyizolowanych fragmentow
DNA z komorek liniit HT-29 oraz A431, numery linii odpowiadaja poszczegoélnym wariantom
eksperymentu:
1. komorki linii A431 rosnace w pozywce DMEM z 10% surowica FBS,
komorki linii A431 traktowane 1 uM staurosporyny przez 24 godziny,
komorki linii HT-29 rosnace w pozywce DMEM z 10% surowica FBS,
komorki linit HT-29 traktowane 1 uM staurosporyny przez 24 godziny,
komorki linii A431 traktowane 2 uM staurosporyny przez 24 godziny,

A O

komorki linii HT-29 traktowane 2 uM staurosporyny przez 24 godziny,
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7. komorki linii HT-29 traktowane 1,06 mM nadtlenku wodoru przez 24 godziny

8. komorki linit HT-29 inkubowane w PBS przez 24 godziny,

9. komorki linii HT-29 traktowane zywymi bakteriami Lactobacillus delbrueckii
DSM 20074 przez 24 godziny

10. komorki linii A431 traktowane zywymi bakteriami Lactobacillus delbrueckii
DSM 20074 przez 24 godziny

11. komorki linii HT-29 traktowane zywymi bakteriami Lactobacillus gasseri DSM
20243 przez 24 godziny

12. komorki linii A431 traktowane zywymi bakteriami Lactobacillus gasseri DSM
20243 przez 24 godziny

13. komorki linii HT-29 traktowane zywymi bakteriami Lactobacillus acidophilus
CNBL 1007 przez 24 godziny

14. komorki linii A431 traktowane zywymi bakteriami Lactobacillus acidophilus
CNBL 1007 przez 24 godziny

15. komorki linii HT-29 traktowane zywymi bakteriami Lactobacillus rhamnosus

GG ATCC 53103 przez 24 godziny

Rycina 17. Zmiany w strukturze filamentéw aktynowych komorek linii A431 pod wplywem
bakterii z rodzaju Lactobacillus, a-kontrola DMEM, b- staurosporyna 1uM, c-H,O, 1,06 mM,
d- Lactobacillus delbrueckii DSM 20074, e- Lactobacillus gasseri DSM 20243, f- Lactobacillus
rhamnosus GG ATCC 53103

Rycina 18. Zmiany w strukturze filamentéw aktynowych komorek linii HT-29 pod wplywem
bakterii z rodzaju Lactobacillus, a-kontrola DMEM, b- staurosporyna 1uM, c- H,O, 1,06 mM,
d-Lactobacillus delbrueckii DSM 20074, e- Lactobacillus gasseri DSM 20243, {- Lactobacillus
rhamnosus GG ATCC 53103

Tabela 1. Ilo$¢ wydzielanego nadtlenku wodoru w warunkach tlenowych w 4 godzinnej

hodowli w PBS
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