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Wykaz uzytych skrétow

ACD - alergiczne kontaktowe zapalenie skory (ang. allergic contact dermatitis)
AhR - receptor weglowodoréw aromatycznych (ang. aryl hydrocarbon receptor)
AMP - peptydy przeciwdrobnoustrojowe (ang. antimicrobial peptides)
APC - komorki prezentujace antygen ( ang. antigen presentnig cell)
AT - tkanka ttuszczowa (ang. adipose tissue)
scAT - tkanka ttuszczowa podskérna (ang. subcutaneous adipose tissue)
viscAT - tkanka tluszczowa wisceralna (ang. visceral adipose tissue)
ATM - makrofag tkanki ttuszczowej (ang. aidipose tissue macrophage)
BCA - kwas bis-cynchoninowy (ang. bicinchoninic acid)
BMI - wskaznik masy ciata (ang. body mass index)
BSA - albumina z surowicy bydlecej (ang. bovine serum albumin)
CD - antygen réznicowania komérkowego (ang. cluster of differentiation)
CFU - jednostka koloniotwoércza (ang. colony forming unit)
CHS - nadwrazliwos$¢ kontaktowa (ang. contact hypersensitvity)
CRP - biatko C-reaktywne (ang. C-reactive protein)
Ct - cykl graniczny (ang. threshold cycle)
DAMPs - wzorce molekularne zwigzane z uszkodzeniem tkanki (ang. damage-
associated molecular patterns)
DC - komodrka dendrytyczna (ang. dendritic cell)
dDC -skoérna komoérka dendrytyczna (ang. dermal dendritic cell)
DIO - otytos¢ indukowana dietg (ang. diet-induced obesity)
DNFB - dinitrofluorobenzen (ang. dinitrofluorobenzene)
DNP-BSA - hapten DNP (2,4-dinitrofenol) skoniugowany z albuming surowicy
bydlecej (ang. DNP hapten-labeled BSA)
DPBS - zbuforowana fosforanami sél fizjologiczna bez jonéw Ca2+ i Mg+
ELISA - test immunoenzymatyczny (ang. enzyme-linked immunosorbent assay)
EB - btekit Evansa (ang. Evans Blue)
EDTA - kwas wersenowy (ang. ethylenediaminetetraacetic acid)
FBS - ptodowa surowica cieleca (ang. fetal bovine serum)
FITC - izotiocyjanian fluoresceiny (ang. fluorescein isothiocyanate)
FFA - wolne kwasy ttuszczowe (ang. free fatty acids)

FOS - fruktooligosacharyd (ang. fructo-oligosaccharide)

5



GALT - tkanka limfatyczna przewodu pokarmowego (ang. gut-associated lymphoid
tissue)
GF - zwierzeta akseniczne/ wolne od drobnoustrojéow (ang. germ-free)
HDL - lipoproteiny o wysokiej gestoSci (ang. high density lipoprotein)
HFD - dieta wysokottuszczowa (ang. high fat diet)
IECs - komorki nabtonka jelit (ang. intestinal epithelial cells)
IFN - interferon (ang. interferon)
IL - interleukina (ang. interleukin)
ILC - naturalne komérki limfoidalne (ang. innate lyphoid cells)
ILF - samotne grudki limfatyczne (ang. isolated lymphoid follicles)
KC - komérka Kupffera (ang. Kupffer cell)
LDL - lipoproteiny o niskiej gestosci (ang. low density lipoprotein)
LN - wezet chtonny (ang. lymph node)
ALN - wezet chtonny pachowy (ang. axillary lymph node)
ELN - wezty chlonne drenujgce malzowine uszng (ang. auricular ear-draining
lymph node)
ILN - wezet chtonny pachwinowy (ang. inguinal lymph node)
MLN - wezet chtonny krezkowy (ang. mesenteric lymph node)
LMNC - watrobowe komorki jednojadrzaste (ang. liver mononuclear cells)
LP - blaszka wtasciwa §luzoéwki jelit (ang. lamina propia)
LPS - lipopolisacharyd (ang. lipopolysaccharide)
MAMPs - molekularne wzorce zwigzane z drobnoustrojami(ang. microbe associated
molecular patterns)
MCP-1 - biatko 1 chemotaktyczne dla monocytéw (ang. monocyte chemoattractant
protein-1)
MHC - gtéwny uktad zgodnosci tkankowej (ang. Major Histocompatibility Complex)
MPO - mieloperoksydaza (ang. myeloperoxidase)
NAFLD - niealkoholowa sttuszczeniowa choroba watroby (ang. non-alcoholic fatty
liver disease)
NASH - niealkoholowe sttuszczeniowe zapalenie watroby (ang. non-alcoholic
hepatitis steatosis)
ND - dieta kontrolna (ang. normal diet)

NK - komoérka naturalny zaboéjca (ang. natural killer cell)
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cNK - konwencjonalna komdérka NK (ang. conventional NK cell)
iNK - niedojrzata komérka NK (ang. immature NK cell)
mNK - dojrzata komoérka NK (ang. mature NK cell)
trNK - tkankowa komoérka NK (ang. tissue resident NK cell)
NKT - komoérka NKT (ang. natural kiler T cell)
iNKT - klasyczna komoérka NKT (ang. invariant natural kiler T cell)
NLR - receptor NOD - podobny [ang. NOD (nucleotide-binding oligomerization
domain) - like receptor]
Ob-R - receptor dla leptyny (ang. obesity receptor)
OVA - owalbumina (ang. ovalbumin)
OX - oksazolon (ang. oxazolone)
PGN - peptydoglikan (ang. peptidoglycan)
PP - kepki Peyera (ang. Peyer's patches)
PRR - receptory rozpoznajgce wzorce, (ang. pattern recognition receptors)
rpm - obroty na minute (ang. revolutions per minute)
RT - temperatura pokojowa (ang. room temperature)
qPCR - ilo$ciowa reakcja tancuchowa polimerazy (ang. quantitative polymerase chain
reaction)
SCFA - krétkotancuchowe kwasy ttuszczowe (ang. Short-Chain Fatty Acids)
SDS - dodecylosiarczan sodu (ang. Sodium Dodecyl Sulfate)
SEM - btad standardowy $redniej (ang. standard error of the mean)
SPL - $ledziona (ang. spleen)
T - limfocyty/komoérka T (ang. T lymphocyte)
Tc - limfocyt T cytotoksyczny (ang. cytotoxic T lymphocyte)
Tcm - limfocyt T pamieci centralnej (ang. central memory T lymphocyte)
Th - limfocyt T pomocniczy (ang. T helper lymphocyte)
Trm -limfocyt T pamieci rezydujgcy w skorze (ang. tissue-resident memory T
lymphocyte)
Treg - limfocyt T regulatorowy (ang. T regulatory lymphocyte)
TCR - receptor antygenowy limfocytu T (ang. T-cell receptor)
TGF - transformujacy czynnik wzrostu (ang. transforming growth factor)
TLR - receptor Toll-podobny (ang. Toll-like receptor)
TNP-Cl - trinitrochlorobenzen (ang. trinitrophenyl chloride)



TMA - trimetyloamina (ang. trimethylamine)

TMAO - N-tlenek trimetyloaminy (ang. trimethylamine N-oxide)

TNF - czynnik martwicy nowotworéw (ang. tumor necrosis factor)

VLDL - lipoproteiny o bardzo niskiej gestosci (ang. very low density lipoprotein)

WT - myszy typu dzikiego (ang. wild type mice)



Wstep

1.1  Alergiczne kontaktowe zapalenie skory

Alergiczne kontaktowe zapalenie skdéry (ACD - alergic contact dermatitis) jest
chorobg zapalng, u podstaw ktorej lezy reakcja nadwrazliwosci typu pdZnego.
Do indukgji alergii kontaktowej dochodzi w wyniku pierwszego kontaktu skéry lub
bton sluzowych z niskoczasteczkowymi (<500 Da) zwigzkami chemicznymi zwanymi
haptenami. Substancje te zdolne s3 wywota¢ odpowiedZ immunologiczng dopiero po
zwigzaniu sie z aminokwasami biatek organizmu, w wyniku czego powstaje
neoantygen. Kolejna ekspozycja na ten sam hapten prowadzi do wywotania alergii
kontaktowej. ACD jest jedng z najczesciej wystepujacych choréb zawodowych
skory (30%) i najczestszg postacig alergii kontaktowej. Alergie kontaktowg stwierdza
sie u okoto 20% catej populacji, wystepuje ona czesciej u kobiet niz mezczyzn. W 80%
przypadkow dotyczy skéry rak, zwtaszcza jej czeSci grzbietowej [1,2]. W obrazie
klinicznym dominuje rumieri, nadmierne rogowacenie, obrzek i pecherze

z towarzyszacym $wigdem.

Do tej pory zidentyfikowano okoto 4000 zwigzkéw chemicznych o charakterze
haptenéw bedacych czynnikiem etiologicznym alergii kontaktowej. Wzrastajgca
zapadalno$¢ na ACD jest m.in. wynikiem narastajgcej chemizacji Srodowiska
i w konsekwencji zwiekszonej ekspozycji cztowieka na hapteny. Tylko w latach 2008-
2015, zidentyfikowano 119 nowych substancji odpowiedzialnych za wywotanie ACD
z czego jedna trzecig stanowity sktadniki kosmetykow [3]. NajczeSciej wystepuje
alergia kontaktowa na metale np. nikiel, chrom i kobalt, a ponadto na S$rodki
zapachowe oraz leki. W przypadku alergii kontaktowych nie zwigzanych z miejscem

pracy najczestszym czynnikiem etiologicznym jest nikiel.

W zwiagzku z coraz czestsza ekspozycja na substancje chemiczne o charakterze
haptenéw w zyciu codziennym oraz w miejscu pracy w wyniku, ktérej dochodzi do

uczulenia, ACD stanowi coraz powazniejszy problemem spoteczno-ekonomiczny.



2 Reakcja nadwrazliwo$ci kontaktowej

Zréodtem wiedzy na temat patomechanizmu ACD s3 gtéwnie wyniki
doswiadczen prowadzonych z wykorzystaniem modelu zwierzecego reakc;ji
nadwrazliwo$ci kontaktowej (CHS - contact hypersensitivity ). CHS sktada sie
zdwoch faz odpowiedzi na hapten - fazy indukcji/uczulenia i fazy
wywotania/efektorowej. Do najczeSciej stosowanych haptendw w badaniach
naukowych zaliczamy: trinitrochlorobenzen (TNP-Cl - trinitrophenyl chloride),
dinitrofluorobenzen (DNFB - dinitrofluorobenzene), oksazolon (OX - oxazolone)
iizotiocyjanian fluoresceiny (FITC - fluorescein isothiocyanate). Podanie haptenu
na skore (np. brzucha) zwierzecia prowadzi do powstania neoantygenu (kompleksu
hapten-biatko no$nikowe), ktéry zostaje pochtoniety przez komoérki prezentujgce
antygen (APCs - antigen presenting cells) - skérne komoérki dendrytyczne (dDCs -
dermal dendritic cell) [4]. Zaktywowane komoérki APC migruja do weztéw chtonnych
(LNs - lymph nodes) gdzie neoantygen po uprzednim przygotowaniu jest
prezentowany w kontek$cie antygendéw zgodno$ci tkankowej (MHC -major
histocompatibility complex) naiwnym limfocytom T TCRaf (T-cell receptor).
Pobudzone limfocyty T, wciggu 4-5 dni, namnazajg sie i réznicujag w komorki
efektorowe oraz komoérki pamieci immunologicznej [5]. Powstate komérki migruja
z LNs do krwiobiegu i dalej na obwdd. Cze$¢ komoérek T migruje do skory tworzac
pule komoérek pamieci rezydujacych w skérze (Trm - tissue-resident memory
T lymphocyte), natomiast cze$¢ pozostaje w Kkrazeniu tworzac pule komorek
T pamieci centralnej (Tcm - central memory T lymphocyte) [6, 7]. Uczulenie haptenem
prowadzi réwniez do aktywacji otrzewnowych limfocytéw B1 w obecnosci IL-4
produkowanej przez watrobowe komorki NKT (natural killer T cells) [8].
Zaktywowane limfocyty B1 uwalniajg przeciwciata IgM swoiste dla neoantygenu [9].
Faze efektorowag CHS wywotuje sie poprzez ponowng ekspozycje (w innym miejscu
niz uczulenie np.malzowine uszu) na niska dawke tego samego haptenu.
W poczatkowym etapie fazy efektorowej tzw. fazie wczesnej wykrywalnej juz 2 godz.
od ponownego podania haptenu dochodzi do tworzenia sie kompleksow
immunologicznych neoantygen - IgM, ktore aktywuja ukiad dopeiniacza [10, 11].
Powstate fragmenty C5a dopetniacza aktywuja mastocyty oraz plytki krwi do

uwalniania mediatoréw stanu zapalnego, co zwieksza przepuszczalno$¢ naczyn
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i ekspresje molekut adhezyjnych na komérkach $rédbtonka [12, 13, 14, 15].
Umozliwia to naplyw antygenowo swoistych komoérek T, neutrofilow oraz
makrofagdw do miejsca depozycji haptenu irozwiniecie sie tzw. fazy poZnej
wykrywalnej po 24 godz. W zalezno$ci od zastosowanego szczepu myszy oraz
haptenu komérkami efektorowymi reakcji mogg by¢ limfocyty cytotoksyczne

CD8*Tc1 lub limfocyty pomocnicze CD4+*Th1/Th17 [16, 17].

3 Reakcja nadwrazliwo$ci kontaktowej mediowana przez watrobowe

komorki NK/ILC1

Komorki naturalni zabdjcy (NK - natural killer), w klasycznym ujeciu, to
populacja limfocytéw pochodzacych ze szpiku kostnego, stanowigca komponente
odpornos$ci wrodzonej. Komoérki NK s3 ziarnistymi limfocytami, ktére odgrywaja
istotng role w odpornosci przeciwwirusowej i odpowiedzi przeciwnowotworowe;j.
Przez dtugi czas uwazane byty za jedyng istotng populacje limfocytow bioraca udziat
w odpowiedzi wrodzonej, jednak niedawno zidentyfikowano nowa grupe limfocytow
- naturalne komorki limfoidalne (ILC - innate lyphoid cells) [18]. Obecnie
zidentyfikowano trzy rézne grupy ILC. ILC grupy 1 obejmujg komérki NK i ILC1 inne
niz komorki NK [19]. Analiza réznicujgca komorki NK i ILC1 nie-NK jest trudna do
wykonania ze wzgledu na wystepowanie wielu wspdlnych markeréw w oraz na
komérkach obu grup [20]. Dotychczas do identyfikacji komoérek NK badacze
rutynowo uzywali markeréw wystepujacych zaréwno na komérkach NK i ILC1
nie-NK (np. NKp46, NK1.1, NKGD2), co nie pozwalato jednoznacznie okresli¢ ktére
ztych komorek sg zdolne do wytwarzania pamieci immunologicznej na hapteny.
Ponadto komorki tej samej grupy réznig sie fenotypem w zaleznosSci od tkanki,
z ktorej sg izolowane. Uwaza sie, ze komarki ILC1 nie-NK wystepuja tylko w tkankach
(m.in. w watrobie, jelitach, ptucach) natomiast konwencjonalne komorki NK (cNK -
conventional NK cell) wystepuja w krazeniu [21]. Niektorzy badacze definiuja
réwniez komorki ILC1 CD49a*jako komorki tkankowe-NK (trNK - tissue resident NK
cell) [22].

W 2006 roku O’Leary i wsp. dowiedli, ze role komorki efektorowej w reakcji
CHS moga réwniez petni¢ komorki NK. Reakcja CHS, NK-zalezna, podobnie do

klasycznej odpowiedzi T-zaleznej posiada swoisto$¢ antygenowa na zastosowany
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hapten oraz wykazuje pamie¢ immunologiczng. W badaniach tych, stwierdzono
zniesienie odpowiedzi CHS po ablacji komdrek NK u myszy Rag2-/-, oraz stwierdzono
brak reakcji CHS u myszy Ragl/-1l12ry/- nie posiadajacych limfocytéw T, B oraz
komédrek NK. Ponadto wykazano, ze tylko watrobowe komorki NK sg w stanie
przenie$¢ reakcje CHS na naiwnych biorcow [23, 24]. Z kolei Rouzaire i wsp., nie byli
w stanie wywota¢ reakcji CHS po uprzedniej immunizacji myszy DNFB. Wykazali
natomiast, ze transfer watrobowych komorek NK przenosi reakcje CHS na naiwnych
biorcow. Jednak reakcja ta ma inng Kkinetyke niz reakcja mediowana przez
komérki CD8*T. Reakcja NK-zalezna nie ulega wzmocnieniu w wyniku
powtarzajgcego sie kontaktu z haptenem, co sugeruje, ze komorki te stabo proliferuja.
Dodatkowo w miejscu depozycji haptenu bark charakterystycznego dla klasycznej
odpowiedzi CHS naptywu neutrofiléw, monocytéw i odwrotnie niz zostato to
wykazane przez Paustiwsp. [24] brak naptywu hapteno-specyficznych komorek

NK [25].

Poczatkowo watrobowe komérki NK mediujgce odpowiedZ CHS na DNFB lub
0X scharakteryzowano jako populacje NK1.1*Ly49C/I*Thy-1*[23, 24]. Eksperyment
z zastosowaniem przeciwciat monoklonalnych przeciwko Thy-1*, wykazal,
ze molekuta ta jest konieczna do rozwoju NK-zaleznej reakcji CHS. W doswiadczaniu
z zastosowaniem transferu uczulonych komérek DX5+ (inaczej CD49b*) z watréb
myszy BALB/c lub C57BL/6 do naiwnych biorcow, udowodniono, ze komoérki NK
posiadajgce na swojej powierzchni receptor hamujgcy Ly49C/I* lepiej przenosza
odpowiedZ niz populacja Ly49C/I. Kolejne badania wykazaly, Ze niedobor
receptorOw Ly49 uniemozliwia wywotanie reakcji CHS i, Ze receptory te biorg
bezposredni udziat w rozpoznaniu neoantygenu. Wedtug autoréw rozpoznanie
neoantygenu moze, odbywac sie w kontekscie MHC klasy I (wigze Ly49), gdyz myszy
pozbawione MHC klasy I oraz zastosowanie peptydu, ktéry prezentowany jest tylko
w konteks$cie MHC klasy II, uniemozliwia wywotanie reakcji CHS [26]. Roéwniez
zablokowanie (przed wywotaniem reakcji) receptora aktywujacego NKG2D i molekut
adhezyjnych CD18, P-selektyna i E-selektyna u myszy Rag2/-hamuje odpowiedz CHS,
co dowodzi udziat tych czastek w fazie efektorowej reakcji. Autorzy réwniez,
sugeruja, Ze miejscem uczulenia komoérek NK mogga by¢ LNs, poniewaz zablokowanie

L-selektyny (molekuta ta ma kluczowe znaczenie dla ,homingu” - osiedlania sie
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naiwnych komoérek T w LNs drenujacych skére, w ktérych komorki T sg aktywowane
przez DCs prezentujace hapten) przed immunizacja réwniez czeSciowo hamuje
reakcje CHS [23]. Jednak nie stwierdzono aby immunizacja wptywata na ekspresje
receptorow Ly49 oraz NKG2D czy mRNA dla ktéregokolwiek ze znanych receptoréw
aktywujacych komérki NK [23, 24]. Dalsze badania wskazaty, ze komorki
NK1.1*Thy-1+*CD11b/CD18*CD27- izolowane od myszy uczulonych DNFB przenosza
odpowiedZz CHS, podczas gdy komoérki NK1.1+Thy-1*Itgam(CD11b/CD18)"/- oraz
NK1.1+*Thy-1*CD27* nie sa do tego zdolne [27]. Udowodniono takze istotng role
receptora CXCR6 w odpowiedzi reakcji CHS NK-zaleznej. Ligandem dla tego
receptora jest chemokina CXCL16 konstytutywnie wystepujaca na powierzchni
Srédbtonka sinusoid watrobowych [28]. Warto zaznaczy¢, ze komorki NK izolowane
z watroby wykazuja znacznie wyzszg ekspresje receptora CXCR6 w poréwnaniu do
komorek Sledzionowych oraz weztéw chionnych [24]. Moze to ttumaczy¢ dlaczego
komorki NK pamieci izolowane sg wtasnie z watroby. Niedob6r CXCR6, oraz podanie
przeciwciat blokujgcych ten receptor 24 godz. przed wywotaniem reakcji CHS
prowadzi do jej zahamowania. Dodatkowo wykazano, ze tylko komérki NK1.1+
wyizolowane od myszy CXCR6*/- uczulonych DNFB majg zdolno$¢ zabijania komorek
B znakowanych DNP-BSA (hapten DNP skoniugowany z albuming surowicy bydlecej)
oraz, ze zablokowanie CXCR6 in vitro nie wptywa na cytotoksyczno$¢ wzgledem
komorek B znakowanych antygenem. Wyniki te sugeruja, Ze receptor CXCR6 bierze
udziat w indukcji odpowiedzi natomiast nie uczestniczy w rozpoznaniu
antygenu [24]. W innych badaniach wskazano réwniez na istotny udziat arylowego
receptor weglowodoréw (AhR - aryl hydrocarbon receptor). U myszy pozbawionych
tego receptora stwierdzono nizszg liczbe komorek NK1.1*CD49a*CXCR6*
rezydujagcych w watrobie ibrak zdolnoSci do wywotania hapteno-specyficznej

odpowiedzi CHS [29].

Badania przeprowadzone w Katedrze Biologii Medycznej U] CM wykazaty,
ze odpowiedZ CHS mozna przenie§¢ na naiwnych biorcow za posrednictwem
watrobowych komérek NK wyizolowanych godzine od uczulenia DNFB, oraz
ze przebieg tej reakcji jest zalezny od IFN-q, IFN-y oraz IL-12, natomiast nie zalezy od
IL-4 oraz IL-13. Jednak warto zaznaczy¢, Zze w badaniach tych nie stwierdzono

wzrostu liczby komérek NK produkujacych IFN-y, po ich restymulacji DNFB in vitro.
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Reakcja ta, w przeciwienstwie do klasycznej nadwrazliwosci kontaktowej zaleznej od
limfocytow CD8* Tcl oraz CD4* Th1/Th17, przebiega niezaleznie od limfocytow B-1
i NKT [27].

Ciekawych informacji dostarczyty inne badania prowadzone z uzyciem
monobenzonu bedgcego pro-haptenem, ktéry dopiero pod wplywem tyrozynazy
znajdujacej sie w melanosomach komérek pigmentowych (melanocytéw) ulega
przeksztatceniu w hapten. Doswiadczenia te wykazaty, Zze do wytworzenia komérek
pamieci NK konieczna jest aktywacja inflamasomu NLRP3 z pézZniejsza produkcja
IL-18. W modelu tym komérki efektorowe, infiltrujgce skére stanowity populacje

komérek CD49b+*Ly49C/1*CD18* [30].

W dalszych badaniach w modelu reakcji CHS indukowanej OX u myszy
C57BL/6 scharakteryzowano populacje watrobowych komérek NK pamieci jako
komorki CD49a*, ale DX5-. Ponadto stwierdzono, ze komorki te wystepuja tylko
w tkankach, w przeciwienstwie do komérek DX5* wystepujacych w Kkrazeniu.
Komorki NK CD49a* (w piSmiennictwie czesto okreSlane jako ILC1, a nie komoérki
NK) wykazujg aktywnos$¢ cytotoksyczng i wysoka ekspresje CXCR6 [31]. Ponadto
Wang i wsp. udowodnili, ze uczulenie OX prowadzi do szybkiej, zaleznej od CXCR3,
rekrutacji komorek IL-7Ro*ILC1 (CD3-NK1.1*NKp46+*) do LNs drenujgcych skére.
Brak pachwinowych LNs (ILNs - inguinal lymph nodes) uniemozliwit wywotanie
reakcji CHS, a komorki IL-7Ra*ILC1 izolowane z ILNs po 72 godz. od immunizacji byty
w stanie przenie$¢ reakcje CHS na naiwnych biorcéw podczas gdy komérki ILC1
wyizolowane z watroby przenosily odpowiedZ dopiero 96 godz. po uczuleniu.
Wykazano, Zze komorki pochodzace z ILNs nastepnie selektywnie zasiedlajg watrobe,
prawdopodobnie dzieki interakcji CXCR6-CXCL1, gdyz uzycie myszy CXCR67-
znaczgco zahamowato migracje komorek ILC1 do watroby. Autorzy wskazali rowniez
na istotng role przekaznictwa sygnatowego od receptora IL-7Ra w podtrzymaniu
pamieci komorek ILC1, gdyz dlugotrwata blokada tego receptora powodowata
zmniejszenie odpowiedzi. Przekaznictwo to jednak nie jest konieczne w fazie
efektorowej gdyz zablokowanie receptora IL-7Ra przed wywotaniem reakcji nie

wptywa na przebieg reakcji CHS [32].
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Podsumowujgc dotychczasowe badania zgodnie wskazujga na istnienie
populacji watrobowych komoérek NK/ILC1 zdolnych do wywotania i przenoszenia
reakcji CHS hapteno-specyficznej. W oparciu o aktualny stan wiedzy, mozemy
wyrozni¢ dwie populacje komdrek, jedng charakteryzujaca sie ekspresja
NKp46+CD49b*Ly49C/I* oraz drugg NKp46+*CD49a*CXCR6*7Rat. Jednak pomimo
wielu badan, nadal doktadny mechanizm reakcji i fenotyp umozliwiajgcy
jednoznaczne zidentyfikowanie tych komorek nie jest do konica poznany. Zadanie to
dodatkowo komplikuje plastyczno$¢ komdrek ILC tj. zdolno$¢ konwers;ji jednego typu
komorek w drugi. Konwersja ta powoduje, ze komérki ILC wykazuja fenotyp i funkcje
komorek, w ktdre ulegty przeksztatceniu. Glownymi regulatorami plastycznos¢ ILC sg
cytokiny i mikrosrodowisko w jakim sie znajdujg [33]. Na uwage zastuguje rowniez
fakt, ze komoérki NK/ILC1 moga nabywal pamie¢ immunologiczng przy braku
zdefiniowanego antygenu. Krétka ekspozycja, w warunkach in vitro, mysich komoérek
NK/ILC1 na dziatanie cytokin IL-12, IL-15 i IL-18, prowadzi do powstania komérek
NK/ILC1 ktére wykazujg, podwyzszong zdolnos$¢ do produkcji IFN-y in vivo. Komérki
pre-aktywowane po przeniesieniu do naiwnych biorcow proliferujg, ale nie
wydzielajg konstytutywnie IFN-y, natomiast ich restumulacja cytokinami prowadzi
do wzrostu produkcji IFN-y [34, 35]. Wykazano réwniez, Ze stymulacja komérek NK
izolowanych z krwi IL-12 iIL-15 moze prowadzi¢ do powstania in vitro komorek
CXCR6*CD49a*. Komorki te charakteryzujg sie podobienstwem fenotypowym
i funkcjonalnym do komoérek CD49a* izolowanych z watroby, w tym wyzsza ekspresja
IFN-y i NKG2C [36].

4 Wplyw otylosci na uktad immunologiczny

Otytos¢ i zwigzane z nig choroby sg obecnie wiodgcym Swiatowym problemem
zdrowia publicznego. Otyto$¢ na przestrzeni ostatnich 15 lat przyczynita sie do
wzrostu wydatkéw zwigzanych z opieka zdrowotng o ponad 25% [37], a czestos¢
wystepowania otyloSci wzrosta trzykrotnie od 1975r. Wedtug raportu WHO
w 2016, 39% populacji os6b dorostych stanowity osoby z nadwaga (BMI=25 -
29,9 kg/m?), a osoby otyte (BMI=30 kg/m?2) stanowity ponad 16%, co oznacza,
ze ponad 1,9 miliarda ludzi na Swiecie byto dotknietych nadwaga lub otytoscig [38].
Wedtug danych z 2016 r. w Polsce 58,3% (51,1% kobiet i 65,6% mezczyzn) ludzi
miato nadwage [39], a 23,1% (22,2% kobiet i 23,7% mezZczyzn) cierpiato na
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otyto$¢ [40]. W zwigzku z rosnaca epidemiag otytosci liczba badan nad wptywem
nadmiernej masy ciata i jej nastepstw zdrowotnych stale rosnie. Liczne badania
wykazaly zwigzek pomiedzy otytosScig a czestoScig wystepowania szeregu schorzen
obejmujacych m.in. cukrzyce typu drugiego, zesp6t metaboliczny, choroby ukiadu

krazenia, sttuszczenie watroby i niektére nowotwory [41].

Biata tkanka ttuszczowa (AT - adipose tissue) stanowi magazyn energii, ale
rowniez wykazuje funkcje endokrynne, dzieki czemu utrzymuje homeostaze
metaboliczng organizmu. W sktad AT, poza adipocytami i pre-adipocytami, wchodza
komorki zrebu w tym komdrki uktadu odpornosciowego. Dtugotrwate przyjmowanie
nadmierne;j ilo$ci pozywienia prowadzi do wyczerpania pojemnos$ci magazynowej AT
i odktadania lipidéw w innych narzadach [42]. Akumulacja lipidow w komoérkach
prowadzi do lipotoksyczno$ci. Toksyczne dziatanie lipidow moze objawiac sie
poprzez wptyw na funkcjonowanie organelli komoérkowych (szczegélnie
mitochondriow i siateczki $rédplazmatycznej) oraz bezposredni wptyw na
przekaznictwo komoérkowe. Ponadto lipotoksyczno$¢ wigze sie réwniez
z dtugotrwatym stresem oksydacyjnym i stresem retikulum endoplazamtycznego, co
zwieksza podatno$¢ na uszkodzenia komoérek, a w efekcie prowadzi do ich $mierci.
Lipotoksyczno$¢ moze szczegblnie wystepowaé w tkankach ktére zaangazowane s3
w metabolizm lipidéow takich jak mies$nie, AT oraz watroba [43]. Lipotoksycznos¢
oraz hipoksja, zwigzane z nadmiernym rozrostem AT (hipertrofia i hiperplazja
adipocytow) sprzyjaja rozwojowi reakcji zapalnej [44]. U os6b otytych stwierdza sie
obecno$¢ przewlekiego stanu zapalnego o niskim nasileniu zwanego ,zapaleniem
metabolicznym” lub ,metazapaleniem”. Stan ten wptywa na rownowage cytokin pro-
i przeciwzapalnych oraz moze powodowac znaczne zmiany w sktadzie fenotypowym
komorek uktadu odpornosciowego [45]. Uwaza sie, Ze obecno$¢ zaplenia
metabolicznego u otytych ludzi i zwierzat moze predysponowa¢ do rozwoju wielu

chordb, w tym chordéb alergicznych.

Nadmierny rozrost AT prowadzi do $mierci komorek i uwolnienia wzorcow
molekularnych zwigzanych z uszkodzeniem tkanki (DAMPs - damage-associated
molecular patterns), ktore aktywuja receptory rozpoznajace wzorce molekularne
(PRR - patern recognition receptors). Wyrdzniamy dwie gtéwne grupy PRR,
receptory Toll - podobne (TLR - Toll-like receptor) i NOD-podobne [NLR - NOD
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(nucleotide-binding oligomerization domain)-like receptor| [46]. Zaobserwowano,
ze reakcja stresowa sprzyja lokalnemu wzrostowi liczby 1iaktywno$ci m.in.
makrofagéw, mastocytéow, neutrofiléw, ILC1, limfocytow Th1l CD4* i Tc CD8*, przy
jednoczesnym spadku liczby eozynofilow, limfocytow Th2, Treg oraz iNKT (inwariant
NKT) stanowigcych subpopulacje limfocytow NKT [47]. Makrofagi AT (ATMs -
adipose tissue macrophages) s3a najliczniejsza grupa komorek ukiadu
odpornosSciowego AT, oraz stanowig gléowne Zrédlo cytokin prozapalnych
(m.in. TNF-«, IL-1B). Analiza komorek AT otylych myszy wykazala, ze komorki te
naleza gléwnie do populacji M1 (klasycznie aktywowane makrofagi), natomiast
w przypadku myszy z prawidlowa masg ciala sg to komoérki M2 (alternatywnie
aktywowane makrofagi). Funkcjonalnie populacja makrofagéw M2 odpowiada za
naprawe uszkodzonych tkanek dziatajac przeciwzapalnie wydzielajac IL-10,
natomiast makrofagi M1 dziatajg prozapalnie i uwalniajg TNF-a [48]. Dotychczasowe
badania wskazujg, Ze limfocyty T w duzej mierze odpowiadajg za regulacje
réwnowagi pomiedzy komoérkami M2/M1 w trakcie otytos$ci. Limfocyty T CD8*
sprzyjaja powstawaniu komoérek M1 i stanu zapalnego, czemu dodatkowo sprzyja

spadek liczby komérek Treg [49, 50].

Liczne badania wykazaty, Ze zaréwno u zwierzat doswiadczalnych, jak i u oséb
otytych wystepuje wyzsze osoczowe stezenie mediatoréw zapalenia, w tym biatka
C-reaktywnego (CRP - C-reactive protein), IL-6, IL-8 i TNF-a [51, 52, 53, 54].
Na uwage zastuguje fakt, ze AT produkuje wiele cytokin prozapalnych oraz chemokin,
wsrod ktorych mozna wyrédzni¢ m.in. IL-1, IL-6, TNF-a, oraz biatko chemotaktyczne
dla monocytéw (MCP-1 - monocyte chemoattractant protein-1) [55, 56]. Ekspresja
cytokin prozapalnych wzrasta u otytych myszy jak iu ludzi, podczas gdy produkcja
adipokin o aktywnoSci przeciwzapalnej ulega znacznemu obnizeniu [57]. Leptyna jest
jedna z najistotniejszych adipokin produkowanych przez AT. Gtéwnga funkcja leptyny
jest regulacja sytoSci iwydatkowania energii przez organizm, natomiast coraz
czesciej podkresla sie jej role w regulacji dziatania uktadu odpornosciowego [58, 59].
Za produkcje leptyny odpowiadajg adipocyty, ktére im s3g wieksze tym wiecej
hormonu wytwarzajg, a stezenie leptyny w surowicy jest silnie skorelowane z ogo6lna
zawarto$cig AT w organizmie [60]. Stezenie leptyny ulega nie tylko podwyzZszeniu

w otytos$ci, ale réwniez stwierdzono wyzszy jej poziom u pacjentow z ACD [61].
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Zatem jest mozliwe, Ze zrozumienie immunomodulacyjnych funkcji leptyny moze
pomdc w wyjasnieniu jej roli w ACD. Leptyna indukuje produkcje IL-6, CXCL-1, IL-18
i MCP-1 oraz wzmaga ekspresje molekuly adhezyjnej ICAM-1 na fibroblastach
skory [62]. Druga bardzo istotng adipoking jest adiponektyna. Stezenie adiponektyny
negatywnie koreluje z poziomem CRP u otytych oséb [63]. Poza swoim udziatem
w regulacji metabolizmu, moduluje réwniez funkcje i fenotyp makrofagow [64].
Hamuje przeksztatcanie sie makrofagow w komorki piankowate oraz hamuje
akumulacje lipidow wewnatrz makrofagéw [65]. Adiponektyna stymuluje takze

produkcje przeciwzapalnej cytokiny IL-10 przez makrofagi ludzkie [66].

Przewlekty stan zapalny zwigzany z otyto$cia odgrywa kluczowa role
w rozwoju niealkoholowej sttuszczeniowej choroby watroby (NAFLD - non-alcoholic
fatty liver disease), ktére wraz z nasilajacym sie stanem zapalnym moze prowadzi¢
do niealkoholowego stluszczeniowego zapalenia watroby (NASH - non-alcoholic
hepatitis steatosis). Watroba w 60-80% sktada sie z hepatocytéow, zas pozostate
komorki to populacja nie-parenchymalnych komérek do ktérych zaliczamy miedzy
innymi komorki uktadu odpornosciowego, komorki endotelialne, komorki

gwiaZdziste (inaczej Ito), czy cholangiocyty [67].

DAMP oraz wzorce molekularne zwigzane z drobnoustrojami (MAMPs -
microbe-associated molecular patterns) wigzane s3 przez PRR i indukuja lokalng
odpowiedZ zapalng tworzac tym samym samonapedzajacg sie spirale prowadzaca do
uszkodzenia watroby. Reakcja ta jest intensyfikowana przez produkcje cytokin
prozapalnych [68]. Receptory TLR s3 szeroko rozpowszechnione w watrobie,
wystepuja na komoérkach Kupffera (KCs - Kupffer cells), komérkach gwiazdzistych,
cholangiocytach i komoérkach sinusoid [69]. KCs ogrywaja kluczowa role
w patogenezie i postepie NAFLD/NASH. Usuniecie KCs powoduje znaczne
zahamowanie rozwoju sttuszczenia watroby, co wskazuje Ze stan zapalny nie jest
tylko konsekwencja, ale takze czynnikiem koniecznym do akumulacji lipidéw [70].
Wzrost liczby KCs stanowi pierwszy etap w rozwoju choroby i poprzedza naptyw
innych komoérek uktadu odpornosciowego [71]. Wolne kwasy ttuszczowe (FFAs - free
fatty acids), szczegdlnie kwas palmitynowy i oleinowy, moga aktywowac¢ TLR2 i TLR4
w KCs, co skutkuje wzrostem ekspresji cytokin prozapalnych [72]. FFAs powoduja

insulinooporno$¢, ale takze wzrost watrobowej ekspresji cytokin prozapalnych
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m.in. TNF-a, IL-1-B, IL-6 [73]. KCs wykazuja, podobnie jak ATMs, polaryzacje
w kierunku bardziej prozapalnego fenotypu, przypominajacego komoérki M1 [74].
Uzycie myszy otytych zniedoborem leptyny (ob/ob) wykazato, Ze podanie
adiponektyny tagodzi NAFLD poprzez obnizenie produkcji TNF-a [75]. Adiponektyna
promuje polaryzacje KCs w kierunku przeciwzapalnych komérek M2. W otytosci
obnizony poziom adiponektyny moze przyczynia¢ sie do rozwoju stanu zapalnego
w watrobie [76]. W NASH biorg rowniez udziat komorki DCs oraz neutrofile. Badania
ostatnich lat wykazaly istnienie co najmniej dwdch subpopulacji komérek NKT, ktore
moga petni¢ przeciwstawne funkcje w zapaleniu watroby. Typ I limfocytow NKT
stanowig komorki prozapalne, natomiast typ II limfocytéw NKT chroni przed
uszkodzeniem watroby [77]. Typ I komérek NKT jest tatwo indukowany przez lipidy
w zwigzku z czym moze bra¢ udziat w rozwoju NAFLD. Badania na myszach
wykazaty, ze zwierzeta pozbawione komoérek NKT sg bardziej podatne na rozwéj
sttuszczenia watroby i znaczniej przybierajg na masie po zastosowaniu diety
wysokottuszczowej (HFD - high fat diet) [78]. Progresja NASH koreluje réwniez
z naptywem do watroby komoérek T CD4+ i T CD8*, oraz limfocytéw B [79].

Na podstawie przytoczonych badan mozemy postulowaé, ze metazapalenie
oraz stan zapalny w obrebie watroby, mogg wptywac¢ na funkcjonowanie komoérek

NK/ILC1 a tym samym na reakcje CHS mediowana przez te komorki.

4.1 Wplyw otylosci na komorki NK/ILC1

Wiele badan na temat wptywu otytoSci na komorki NK, dotyczy komorek
izolowanych z krwi. Badania te wskazuja, ze komérki NK oséb otytych sa mniej
cytotoksyczne w poréwnaniu do komoérek izolowanych od os6b z normalng masag
ciata [80, 81, 82, 83]. Dodatkowo wykazano, Ze utrata masy ciata po operacji
bariatrycznej powoduje, ze cytotoksyczno$¢ tych komoérek wraca do normy [84].
Réwniez utrata masy ciata wynikajgca z zastosowania odpowiedniej diety i ¢wiczen
wptywa na wzrost produkcji IFN-y przez komérki NK [85]. Podjeto réwniez prébe
scharakteryzowania komorek NK/ILC1 w obrebie tkanki ttuszczowej u ludzi otytych
w pordéwnaniu do os6b z prawidtowa masa ciata. O’'Rourke i wsp. wykazali, Ze liczba
komorek NK w AT podskérnej (scAT - subcutaneous adipose tissue) i wisceralne;j

(viscAT - visceral adipose tissue) nie zmienia sie u 0sob otytych, natomiast komoérki
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izolowane z tkanki viscAT charakteryzuja sie zwiekszong ekspresja markeréow
aktywacji [86]. Wykazano takze, ze komorki izolowane z scAT oséb otytych wykazuja
nizsza ekspresje receptoréw aktywujacych NKp30 i NKp44, oraz wykazujg mniejsza
cytotoksyczno$¢ wzgledem komoérek nowotworowych w poréwnaniu do oso6b

z prawidtowa masg ciata [87].

Jednym z czynnikéw istotnie wptywajgcych na dziatanie komorek NK jest
leptyna. Komérki NK wykazujg ekspresje receptora dla leptyny (Ob-R - obesity
receptor). Krotkotrwate podanie leptyny in vitro zwieksza produkcje IFN-y, oraz
cytotoksyczno$¢ komorek NK. Natomiast dtugotrwate traktowanie komoérek NK
leptyng zmniejsza zdolno$¢ do proliferacji tych komoérek [88]. Prawdopodobnie fakt
ten zwigzany jest ze spadkiem wrazliwo$ci komérek NK na dziatanie leptyny [89].
W badaniach z udziatem ludzi stwierdzono, ze w otylosci spada liczba komoérek
watrobowych NK/ILC z ekspresjag Ob-R [90], natomiast nie stwierdzono roéznicy
w ekspresji tego receptora na komorkach izolowanych z krwi obwodowej [91].
U myszy db/db (brak receptora dla leptyny) wykazano, ze do rozwoju i aktywacji
komérek DX5* konieczne jest przekaZnictwo sygnalowe zwigzane z leptyng [92].
Wykazano réwniez, ze adiponektyna hamuje cytotoksyczno$¢ komoérek NK [93].
W kolejnych badaniach wykazano, zZe dodanie do hodowli, ludzkich i mysich komoérek
NK, FFAs powoduje zaburzenie dziatania tych komoérek. Dodatkowo stwierdzono,
ze wieksze zaburzenia wystepujga w obrebie komoérek ktore zakumulowatly wiecej

lipidow [83].

W ostatnim czasie wykazano réwniez udzial komérek NK/ILC1 w modulacji
stanu zapalnego w obrebie tkanki ttuszczowej otytych ludzi i zwierzat. W przypadku
ludzi z prawidtowa masg ciata ILC1 stanowig okoto 5-10% wszystkich limfocytéw AT,
natomiast u myszy wykazano, ze stanowia az 22-30%, tym samym s3 najliczniejsza
populacja limfocytow [94, 95]. Wiekszos¢ badan z tego zakresu opiera sie na
identyfikacji komorek NK na podstawie braku ekspresji markera CD3 iobecnosci
NK1.1, ewentualnie NKp46. Dlatego tez trudno jednoznacznie okresli¢ jakg funkcje
w otytosSci petnig komorki NK a jakga ILC1 nie-NK. Dla uproszczenia w tej czeSci
postugiwano sie okreSleniem komérki ILC1 w odniesieniu do komoérek NK i nie-NK
ILC1, jezeli w przytoczonym badaniu nie ma rozréznienia na poszczegblne populacje.

Dotychczasowe badania w modelu zwierzecym wykazaty, ze otyto$¢ indukowana
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dietg (DIO - diet-induced obesity) zwieksza liczbe komoérek gtéwnie w viscAT [95, 96,
97, 98]. Otyto$¢ wptywa na produkcje cytokin przez komérki ILC1 - juz 2 tygodnie od
zastosowania HFD myszy produkowaty wiecej INF-y w poréwnaniu do myszy ktérym
podawano diete kontrolng (ND - normal diet) [97]. Stan ten utrzymuje sie nawet po
12 tygodniach od rozpoczecia diety i zwigzany jest raczej ze wzrostem liczby
komodrek, niz ze zwiekszona produkcja poszczegélnych komoérek [96]. Dodatkowo
stwierdzono, ze dtugotrwate stosowanie HFD zwieksza liczbe komoérek ILC1
produkujgcych TNF-a, a takze zwieksza ekspresje tej cytokiny w poszczegélnych
komorkach. Zaobserwowano takze wzrost liczby komérek ILC1 IL-6*[96]. Wskazano
réwniez, ze wzrost liczby komoérek ILC1 zwigzany jest ze wzrostem proliferacji
komoérek w obrebie AT, a takze ze zwiekszeniem rekrutacji komorek
obwodowych [96, 97]. Dozylny transfer komoérek NK1.1+ izolowanych ze $ledziony
otytych zwierzat myszy typu dzikiego (WT - wilde type) do otylych myszy E4bp-/-
(szczep ten charakteryzuje sie znacznie obnizong liczbg komorek ILC1) wykazatl,
ze komorki transferowane zasiedlajg AT. Otyto$¢ powoduje wzrost ekspresji czynnika
chemotaktycznego Ccl2 dla makrofagéw w komorkach ILC1, natomiast w komdrkach
ATMs wzrost ekspresji Ccl3, Ccl4 i Cxcl10 odpowiedzialnych za kumulacje komoérek
NK [96, 94]. Wykazano takze wzrost ekspresji Il115 - cytokiny, ktéra odgrywa istotng
role w proliferacji, rozwoju i aktywnos$ci komorek ILC1 - w ATMs tkanki viscAT [96].
Stwierdzono réwniez, ze zwiekszony poziom IL-12 w AT u otylych myszy moze
aktywowa¢ komorki ILC1 co prowadzi do zwiekszenia produkcji IFN-y [94].
Nastepnie wykazano, ze otytos¢ zwieksza ekspresje ligandu dla receptora
aktywujacego ILC1 - NKp46 - co indukuje produkcje IFN-y przez te komorki.
Deplecja komorek NK1.1+ lub NKp46* zmniejsza insulinooporno$¢ wywotang DIO, nie
wptywajac jednoczesnie na stan otytosci [94, 97, 99]. Teurich i wsp. opisali rOwniez
populacje komdrek NK1.1+*IL-6Ra*, ktdra wzrasta w AT w otytosci. Deplecja tych
komorek powoduje spadek masy ciata i poprawia metabolizm glukozy

i insulinowrazliwos¢ [98].

O’ Sullivan i wsp. bardziej szczegdétowo scharakteryzowali komorki
CD3-NK1.1* wystepujace w AT - podzielili je na komoérki DX5*Eomes* (nazwane tu
mNK - mature NK), DX5-Eomes* (nazwane tu iNK - immature NK) oraz DX5-Eomes-

(ILC1). Podziatl ten opiera sie na zatozeniu, Ze komérki ILC1 nie wykazujg ekspres;ji
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Eomes, jednak wtym momencie juz wiemy, Ze zalozenie to nie jest do konca
prawdziwe [100]. W swoich badaniach wykazali, Ze nawet krétkotrwate (< 4 tygodni)
zastosowanie HFD powoduje wzrost produkcji IFN-y przez komérki mNK, iNK oraz
ILC1. Natomiast najwiekszy wzrost wystepowat w obrebie komdrek ILC1. Deplecja
komoérek NK1.1* lub IFN-y* u myszy RagZ2/- karmionych HFD przez 10 tygodni
wykazata, istotny spadek prozapalnych makrofagow M1 w viscAT iscAT oraz
poprawe tolerancji glukozy [94]. Dalej wykazano rowniez, ze komérki ILC1 sg zdolne
do wybidrczego zabijania komoérek M2 w normalnych warunkach, natomiast
w otytosci dochodzi do zaburzenia cytotoksycznosci co sprzyja konwersji komoérek

M2 w kierunku M1 [95].

Badania z udzialem pacjentéw, u ktérych wystepuje NASH nie wskazuja
jednoznacznie czy liczba komérek CD3-CD56* ulega zmianie w poréwnaniu do oséb
zdrowych [101]. W mysim modelu NASH (brak choliny i metioniny w diecie)
wykazano réwniez, ze komoérki DX5*NKp46* zapobiegajg progresji NASH poprzez
regulacje polaryzacji M1/M2 w watrobie. Wykazano, Ze liczba tych komérek rosnie
w trakcie choroby, a immunoregulacyjne funkcje komoérek DX5*NKp46* zaleza od
produkcji IFN-y oraz, ze deplecja tych komérek prowadzi do zwiekszonej Smierci
komérek watroby, stanu zapalnego i zwiekszonej ekspresji DAMPs [102]. Szczeg6lng
role w rozwoju NASH moze odgrywac prozapalna cytokin IL-15. Cytokina ta bierze
udziat w regulacji komérek NK, ale takze NKT, TyS§ i komoérek pamieci T CD8*.
U myszy IL-157- wykazano zahamowanie akumulacji lipidow i stanu zapalnego
w watrobie [ 103 ]. CzeSciowo wudziat IL-15 w NASH moze by¢ zwigzany
z oddzialywaniem z komoérkami NK/ILC1. Ponadto wykazano, ze komorki
NK1.1*DX5*CD49a-izolowane od myszy z NAFLD wykazywaly mniejsza zdolnosci do
degranulacji i nizsza ekspresje perforyny. Spadek cytotoksycznos$ci tych komérek
zwigzany jest z ze zmiang fenotypu komorek na zblizony do komérek ILC1
(tu NK1.1*DX5-CD49a* CD200R1*). Dodatkowo wykazano, ze u pacjentow z NAFLD
komérki NK (tu CD3-CD56*Tbethi Eomes!©) rowniez sa mniej cytotoksyczne [104].

4.2  Wplyw otylosci na reakcje nadwrazliwosci kontaktowej

W chwili obecnej nie ma badan jednoznacznie okres$lajacych wplyw otytosci na

wystepowanie ACD u ludzi. Zwigzane to moze by¢ z trudnos$ciami diagnostycznymi.
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Standardowo stosowane testy ptatkowe posiadajg ograniczony repertuar alergenow.
Dodatkowo moga wystepowac reakcje krzyzowe miedzy alergenami, oraz pacjent
moze by¢ uczulony wiecej niz jednym alergenem [105]. Dotychczas zbadano wptyw
utraty masy ciata na nadwrazliwo$¢ typu pdzZnego na toksoid tezcowy, antygeny
wirusa nagminnego zapalenia przyusznic i Candida albicans. W przebadanej grupie
kobiet, stwierdzono, ze utrata masy ciata koreluje ze zmniejszaniem skérnej reakcji
nadwrazliwosci [106]. U pacjentow z ACD zauwazono réwniez, istotnie zwiekszone
stezenie leptyny w surowicy krwi oraz, zZe steZenie to koreluje z obnizong liczba
komorek regulatorowych Treg CD4+CD25+ [61]. Ponadto wykazano, Ze otyli pacjenci
rozwijajg stan zapalny w tkance podskdrnej co sprzyja rozwojowi chorob
dermatologicznych [107]. Cho¢ oczywiste wydaje sie, Ze stan zapalny towarzyszacy
otytosci jest istotnym czynnikiem mogacym wptywac na rozwdj i przebieg choréb
dermatologicznych, w tym na ACD, jednak w chwili obecnej brak jest na to
jednoznacznych dowodéw. Wiekszo$¢ doniesien na temat wptywu otytosci na ACD

pochodzi z badan z wykorzystaniem zwierzecego modelu reakcji CHS.

Pierwsze badania wptywu otytosSci na przebieg klasycznej reakcji CHS,
przeprowadzone na myszach C57BL/6, wykazaty, Ze zastosowanie HFD przez
4 i 2 tygodnie, hamuje reakcje CHS na hapten TNP-Cl [108]. Natomiast nastepne
doswiadczenia z zastosowaniem HFD przez 10-12 tygodni i DNFB jako haptenu,
pokazaty, ze DIO nasila reakcje CHS. Dodatkowo wykazano, ze wynika to
z opéznionego usuwania komérek zapalnych z miejsca depozycji haptenu oraz,
ze otyte myszy wykazuja znaczne zaburzenia w obrebie uktadu limfatycznego, w tym
m.in. mniejszg gesto$¢ naczyn limfatycznych [109]. Obserwacje te zgodne s3a
z wynikami naszych badan, prowadzonych w Katedrze Biologii Medycznej U] CM,
ktére wykazaty, ze karmienie HFD przez 8 tygodni nasila reakcje CHS na TNP-CL
Komorki wyizolowane ze S$ledziony (SPL - spleen) oraz weztéw chtonnych
krezkowych (MLN - mesenteric lymph nodes) od myszy, u ktérych wywotano otytos¢
produkuja wiecej IL-17A oraz IFN-y w poréwnaniu do myszy otrzymujacych ND.
Analiza cytometryczna wykazala wzrost odsetka komorek TCRB+CD4+IL-17A*
i TCRB*CD4*IFN-y* w MLN oraz komérek TCRB*CD8+*IFN-y* w SPL myszy karmionych
HFD [110].
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5 Naturalna mikrobiota jelitowa

Mikrobiota to zbiér mikroorganizméw (bakterii, wiruséw, grzybow)
zasiedlajacych dany organizm, natomiast zespét genéw kodowanych prze te
organizmy nazywamy mikrobiomem [111]. Mikrobiom zawiera ponad 5 milionéw
gendw, tym samym znacznie przewyzsza potencjat genetyczny gospodarza [112].
Tak ogromny arsenal genéw i ich produktéw, zapewnia szeroki zakres aktywnosci
biochemicznych i metabolicznych, uzupetniajgc w ten sposdb procesy zachodzace
w organizmie gospodarza. Zdolno$¢ metaboliczng mikrobioty jelitowej mozna
poréwnac do potencjatu metabolicznego watroby, a zatem powinno sie traktowac ja
jak dodatkowy organ [113]. Mikroorganizmy te majg istotny udziat w metabolizmie,
trawieniu, syntezie witamin oraz ochronie gospodarza przed kolonizacjg przez
drobnoustroje patogenne. Badania prowadzone w ciggu wielu lat wykazaty,
ze bakterie zyjace w przewodzie pokarmowym majg istotny udzial w utrzymaniu

homeostazy uktadu odpornosciowego [114].

Jelita cztowieka stanowig najbardziej zasiedlong przez mikrobiote cze$¢
organizmu. Zasadnicza cze$¢ jelitowej mikrobioty bakteryjnej nalezy do czterech
glownych typow. Firmicutes i Bacteroidetes stanowig dominujaca wiekszos¢,
natomiast Actinobacteria oraz Proteobacteria sa mniej liczne [115]. Jednak warto
zaznaczy¢, ze mikrobiota nie jest jednakowo rozdystrybuowana wzdtuz przewodu
pokarmowego, pod wzgledem jakoSciowym i iloSciowym [114]. [lo§¢ drobnoustrojow
zwieksza sie od proksymalnej do dystalnej czesci przewodu pokarmowego (Zotadek
zawiera 101, dwunastnica - 102, jelito czcze -104, jelito krete - 107, a okreznica - 1012
drobnoustrojéw/gram zawarto$ci) oraz wzdtuz osi tkanka - $wiatto (z niewielka
liczbg bakterii przylegajacych do tkanki lub $luzu, ale z duza liczbg w Swietle
przewodu) [116]. Kolonizacja gospodarza rozpoczyna sie w trakcie narodzin jednak
istnieja doniesienia wskazujace, ze proces ten moze rozpoczynac sie juz w okresie
prenatalnym [117] i podlega zmianom wraz rozwojem gospodarza. Okoto 2-3 roku
zycia profil mikrobioty jelitowej ulega wzglednej stabilizacji i utrzymuje sie w tej
postaci przez doroste zycie [116]. Profil ten ulega réwniez modyfikacji u oséb
starszych (w wieku> 65 lat), u ktorych odnotowano szereg zmian w sktadzie
mikrobioty jelitowej [118]. Ponadto wyjatkami od tej normy sg zmiany sktadu
mikrobioty zwigzane z chorobg zapalng jelit [119], zespotem jelita drazliwego [120],
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otytoscig [121, 122],cukrzyca typu 2 [123], radykalng zmiang diety oraz stosowaniem
antybiotykéw [124]. Zmianom tym czesto towarzyszy ogolne zmniejszenie

réznorodnos$ci mikrobiologicznej przewodu pokarmowego [125].

5.1 Wplyw naturalnej mikrobioty jelitowej na ukltad immunologiczny

Jelita odpowiadajg za dwa potencjalnie przeciwstawne zadania, majg zapewnic
absorbcje sktadnikéw odzywczych, przy jednoczesnym blokowaniu translokacji
mikroorganizmoéw przez $ciane jelit do wnetrza organizmu. W tym celu powstato
kilka mechanizméw obronnych, takich jak wydzielane do $wiatta jelita przeciwciata
IgA oraz peptydy przeciwdrobnoustrojowe (AMPs -antimicrobial peptids) jak
réwniez bariera fizyczna w postaci Scistych potaczen miedzy komérkami nabtonka
jelit (IECs - intestinal epithelial cells). Dodatkowo IECs oddzielone sg od mikrobioty
cienkim (kilka do kilkaset mikrometréw) pasmem S$luzu, sktadajacego sie gtéwnie
zmucyn [126]. Tkanka limfatyczna przewodu pokarmowego (GALT - gut-associated
lymphoid tissue) musi przy braku reakcji na mikroorganizmy komensalne,
utrzymywac staty sktad korzystnej mikrobioty, przez hamowanie przerostu
mikroorganizméw w tym drobnoustrojéw patogennych. Jak réwniez musi wytwarzac
odpowiedZ immunologiczng na bakterie, ktéorym uda sie przetamac bariere ochronng
jelit. Odzialywanie pomiedzy gospodarzem i mikrobiota nie jest jednak
jednokierunkowe. Mikroorganizmy odgrywajg istotng role w rozwoju iregulacji

uktadu immunologicznego gospodarza.

Sluz wytwarzany przez komoérki kubkowe, sktada sie z dwéch warstw -
wewnetrznej i zewnetrznej. Gléwnie warstwa zewnetrzna zasiedlana jest przez
nieliczne bakterie, ktére wytworzyty molekuty adhezyjne zdolne do wigzania sie do
czasteczek $luzu [127]. Badania z wykorzystaniem szczuré6w aksenicznych -
pozbawionych mikrobioty jelitowej (GF - germ free), wykazaty, ze zwierzeta te
w poréwnaniu do hodowanych konwencjonalnie majg mniej komérek kubkowych,
ciensza warstwe $luzu i zmieniony sktad mucyn w jelicie grubym [128]. W kolejnych
doswiadczeniach, stwierdzono réwniez, Ze stymulacja produktami bakteryjnymi,
takimi jak lipopolisacharyd (LPS - lipopolisaccharides) czy peptydoglikan (PGN -
peptidoglycan), jest wystarczajaca aby grubo$¢ warstwy Sluzu wrécita do normy

obserwowanej u zwierzat hodowanych w warunkach konwencjonalnych [129].
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Poporodowa kolonizacja drobnoustrojow wplywa takze na rozwdj
obwodowych tkanek limfoidalnych, w tym na ich wielko$¢ i tworzenie centréw
rozrodczych [130]. Dlatego tez u mszy GF wykazano niedorozwdj kepek Peyer’a (PP -
Peyer’s patches), MLN oraz biatej miazgi SPL. Brak centréw rozrodczych przyczynia
sie do zmniejszenia liczby komoérek produkujacych lokalnie IgA oraz systemowego
niedoboru przeciwciat [131]. Obserwuje sie takze zaburzenie rozwoju samotnych
grudek limfatycznych (ILF - isolated lymphoid follicles), a ich tworzenie mozna

indukowac poprzez eksponowanie myszy GF na PGN [132].

Rozpoznawanie mikrobioty odbywa sie z udziatem dwoch gtéwnych grup PRR,
TLR i NLR [133]. Receptory te rozpoznaja MAMPs, m.in. LPS, PGN, flageline,
polisacharydy grzybicze (np. f - glukan) oraz kwasy nukleinowe wiruséow [134].
Interesujacy jest fakt, ze aktywacja receptoréw TLR lub przekaznictwa NOD2 moze
indukowa¢ wydzielanie peptydéw przeciwdrobnoustrojowych [135]. Przyktadowo,
Gram (-) bakteria Bacteroides thetaiotaomicron, indukuje wytwarzanie peptydu
Regllly (lektyna przeciwbakteryjna produkowana przez komorki Panetha), ktory
dziata gtéwnie przeciwko bakteriom Gram (+) [136]. Z ewolucyjnego punktu
widzenia, najlepsze dla przetrwania gospodarza i naturalnej mikrobioty jelitowej, jest
utrzymanie homeostazy, bez indukcji stanu zapalnego. Zaréwno aktywacja jak
i hamowanie przekaZnictwa receptorow PRR bierze udzial w tym procesie. Dowodem
na istotng role tych receptoréw w utrzymaniu homeostazy pomiedzy gospodarzem
a naturalng mikrobiotg jelitowa, s3 badania z wykorzystaniem myszy knock-out dla
okreslonych PRR. W doswiadczeniach z uzyciem myszy MyD887/-, TLR2”/-, TLR4/,
TLR57-, TLR9/-, NOD17/-, NOD27/- wykazano, ze zwierzeta te sa bardziej podatne na
zapalenie jelita grubego wywotane prze siarczan sodowy dekstranu, a niektore z nich
podatne s3 réwniez na spontaniczne wystepowanie zapalenia jelit. Dodatkowo
wykazano, ze myszy zniedoborami receptorow PRR wykazujg zmieniony sktad
mikrobioty jelitowej w stosunku do myszy WT [137,138]. W przypadku myszy
NODZ2/- oraz NLRP67/- stwierdzono, roéwniez, ze transfer zmienionej mikrobioty
powoduje u biorcow przeniesienie podatnosci na rozwdj zapalenia jelit [139, 140].
Przytoczone dane wskazuja na istotng role przekaznictwa sygnatowego receptorow

PRR w utrzymaniu homeostazy gospodarz-naturalna mikrobiota jelitowa.
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Mikrobiota jelitowa, m.in. dzieki aktywacji receptoréw PRR, moze modulowac¢
réznicowanie i funkcjonowanie réznych populacji komérek uktadu odpornosciowego.
Zaobserwowano, ze myszy GF oraz myszy poddane terapii antybiotykowej wykazuja
spadek produkcji IL-7 przez IECs co zaburza prawidlowe funkcjonowanie komoérek
ILC2 oraz ILC3. Ponadto wykazano, ze do produkcji IL-7 konieczny jest takze IFN-y,
wydzielany przez komorki T pod wplywem mikrobioty jelitowej [141]. Zalezna od
mikrobioty i IFN-y produkcja IL-7 jest konieczna do ekspresji czynnika
transkrypcyjnego RORyt przez komérki ILC3 [142]. Zaobserwowano, ze myszy GF
oraz noworodki myszy kontrolnych sa praktycznie pozbawione komoérek Th17
w blaszce wtasciwej sluzowki jelit (LP - lamina propia). Kolonizacja jelita pojedyncza
bakteria SFB (segmented filamentous bacteria) jest wystarczajgca do rozwoju
komoérek CD4+*RORyt* Th17, produkujacych IL-17A/IL-17F, IL-21 oraz IL-22 [143].
Poza bakteriami SFB, wykazano réwniez, kilka innych zewnatrzkomoérkowych
patogendéw, m.in. Candida albicans i Citrobacter rodentium, stymulujacych powstanie
komorek Th17. Komérki Th17 indukujg rekrutacje neutrofiléw i aktywacje IECs, co
prowadzi do zwiekszonego usuwania patogenéw zewnatrzkomoérkowych (takich jak
Salmonella Typhimurium oraz nicienn Nippostrongylus brasiliensis). W procesie tym
biorg udziatl réwniez inne komoérkami uktadu odpornosciowego, takie jak komorki
ILC3 i plazmatyczne wydzielajace sIgA [144, 145, 146]. W przeciwienstwie do
komérek Th17 i komorek IgA*, powstawanie ILC3 IL-22* moze by¢ stymulowane
przez bakterie nieprzylegajace do IECs. Dlatego komérki Th17 i IgA* kontroluja
drobnoustroje przylegajace do IECs, podczas gdy ILC3 IL-22* moga odgrywac bardziej
ogolng role w regulacji mikrobioty jelitowej, gdyz zdecydowana wiekszos¢

mikroorganizmoéw jest fizycznie oddzielona warstwa $luzu od IECs [146].

Drobnoustroje komensalne moga rowniez wywolywac¢ odpowiedz tolerogenng
poprzez obnizenie produkcji cytokin prozapalnych (IL-8, IL-12, IL-23) oraz
zwiekszenie syntezy IL-10, cytokiny przeciwzapalnej produkowanej m.in. przez
komorki Treg. W procesie réznicowania sie limfocytow T naiwnych w komérki Treg
kluczowa role odgrywaja DC prezentujace antygeny bakteryjne. Bakterie komensalne
réwniez zmniejszajg migracje fagocytow, ktére przenosza antygeny drobnoustrojow
do lokalnych tkanek limfatycznych gdzie promuja aktywacje komoérek B i T [147].

W indukcji komoérek tolerogenach szczegélna role przypisuje sie bakteriom z gatunku
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Clostridium. Wykazano, zZe kolonizacja myszy GF tymi bakteriami prowadzi do
znacznej akumulacji indukowalnych komérek Treg w obrebie LP jelita grubego,
podczas gdy podanie bakterii Bacteroides spp., Lactobacillus, czy SFB stabo lub
w ogole nie indukuje komorek Treg. Atarashi i wsp. zidentyfikowali 46 szczepow
bakterii Clostridium, nalezacych do klasteru IV (grupa Clostridium leptum) i XIVa
(grupa Clostridium Coccoides), zdolnych do indukcji komorek Treg [1438].

Jedno z pierwszych doniesien wskazujgcych na wptyw mikrobioty
na funkcjonowanie komérek NK wykazato, ze kolonizacja myszy GF przez bakterie
powoduje wzrost cytotoksycznosci tych komorek [ 149 ]. Potwierdzono to
w nowszych badaniach, w ktérych stwierdzono, Ze brak bakterii komensalnych
zar6wno u myszy GF oraz myszy traktowanych antybiotykiem powoduje obnizenie
cytotoksycznosci oraz produkcji IFN-y przez S$ledzionowe komorki NK.
Nie stwierdzono natomiast, aby mikrobiota byta konieczna w rozwoju komoérek NK
oraz aby wptywata na ekspresje molekut Ly49, NKp46, NKG2D, CD122 i CD49b [150].
Wykazano, ze ostabione funkcjonowanie komoérek NK zwigzane jest z obnizeniem
produkcji IFN typu I przez komérki DCs i makrofagi [150]. Nastepnie wykazano,
Ze bakterie komensalne aktywuja molekuty NOD na komoérkach
niehematopoetycznych, co promuje produkcje IL-15 przez komoérki mieloidalne.
Z kolei IL-15 indukuje konicowe réznicowanie sie komoérek NK, powodujac obniZenie
sie puli niedojrzalych KLRG1- (killer cell lectin-like receptor G1) bedacych
progenitorami komoérek pamieci przeciwwirusowej [151]. Réwniez nasze wtasne
badania, wykazaly, ze podanie antybiotyku myszom Ragl/- przez 2 tygodnie
powoduje ostabienie NK-zaleznej reakcji CHS [dane nie opublikowane]. Badania
prowadzone nad wptywem doustnego podawania bakterii probiotycznych wykazaty,
ze jeden ze szczepOw bakterii kwasu mlekowego (Lactobacillus pentosus szczep
S-PT84) silnie indukuje produkcje IL-12, IFN-y, IL-10 oraz zwieksza cytotoksycznos¢
komorek NK, a takze zmniejsza produkcje przeciwciat IgE w zwierzecym modelu

alergii indukowanej owalbuming (OVA - ovalbumin) [152].

Warto zaznaczy¢, ze mikroorganizmy produkuja szeroki wachlarz
metabolitow posrdd, ktorych znajduja sie foliany, indole, drugorzedowe kwasy
z0tciowe, N-tlenek trimetyloaminy (TMAO - trimethylamine N-oxide),

neuroprzekazniki (np. serotonina, kwas gammaamino-mastowy), histamina oraz
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krétkotancuchowe kwasy ttuszczowe (SCFA - short chain fatty acids). Liczne badania
wskazujg, ze metabolity te moga istotnie wplywa¢ na funkcjonowanie uktadu
odporno$ciowego [153]. Przyktadowo SCFA, do ktérych zaliczcamy m.in. kwas
mastowy, propionowy i octowy, wykazuja dziatanie modulujagce m.in. na komorki
[ECs, DCs, T, ILC. SCFA stanowig Zrédto energii dla IECs (szczegdlnie kwas mastowy),
ale dziataja rowniez jako czynniki hamujgce proliferacje = komorek
macierzystych [154]. Ponadto SCFA wzmacniaja dzialanie bariery jelitowej poprzez
indukcje réznicowania sie komoérek kubkowych, wzrost transkrypcji genéw dla
mucyn oraz wzmocnienie potgczen Scistych miedzy komérkami [155, 156]. Poprzez
aktywacje inflamasomu indukujg wydzielanie IL-18 przez komérki IECs [157].
Wykazano, ze SCFA hamujg ekspresje niektérych prozapalnych cytokin m.in TNF-q,
IL-6 i IFN-y oraz wzmacniajg wydzielanie IL-10 przez DCs [158, 159, 160]. Wykazano
réwniez, ze wptywaja na odpowiedZ nabytg, gtéwnie za posrednictwem DCs. Kwas
propionowy i mastowy wzmagaja polaryzacje naiwnych komérek T CD4+ w kierunku
Treg, zmniejszajac tym samym liczbe komoérek Thl i Th17 [161]. Promuja takze
Sluzéwkowa produkcje IgA przez komorki B [162]. Warto zaznaczy¢, ze dziatanie
SCFA nie ogranicza sie tylko do §luzéwki, ale moze mie¢ wptyw na dziatanie catego

organizmu [163].

Jak wida¢ na podstawie przytoczonych przyktadéw interakcja mikrobiota-
organizm gospodarza, wptywa na wiele komponent uktadu odpornosciowego.
Prawidtowe utrzymanie dziatania tej interakcji jest konieczne do utrzymania
homeostazy organizmu. Wszelkie zaburzenia w obrebie mikrobioty jelitowej lub
uktadu odpornosciowego moga wptyna¢ na zachwianie tej réwnowagi

i w konsekwencji mogg prowadzi¢ do rozwoju réznych schorzen.

5.2  Mikrobiota jelitowa w otylosci

Otyto$¢ uwarunkowana niewtasSciwa dietg wywiera negatywny wptyw na
mikrobiote bakteryjna przewodu pokarmowego oraz powoduje wzrost
przepuszczalnosci jelit. Zaburzenie w sktadzie mikrobioty nazywamy dysbioza.
Zmiany te moga wptywac na funkcjonowanie uktadu immunologicznego i promowac¢
rozwoj stanu zapalnego o niskim nasileniu, ktéry towarzyszy otytosci. Mikrobiota

jelitowa jest niezbedna do rozwoju otytosci, poniewaz zwierzeta GF sa odporne na
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DIO, co wskazuje, Zze sama wysokokaloryczna zywnos$¢ nie jest wystarczajaca do
wywotania otytosci i insulinoopornosci. Natomiast transfer mikrobioty od myszy

otylych do myszy GF powoduje znaczy wzrost masy ciata [164].

Poréwnanie dominujacych typow bakterii w jelitach u osobnikéw otytych
i szczuptych nie dajg jednoznacznej odpowiedzi co do réznic w sktadzie mikrobioty.
Istniejg doniesienia z wykorzystaniem mysich modeli [165] iprzeprowadzone
udzialem ludzi [ 166 , 167 ], wskazujace na znaczny wzrost stosunku
Bacteroidetes:Firmicutes w otytosci, jednak inni autorzy nie zaobserwowali zmian
w obrebie jakiegokolwiek typu bakterii [ 168, 169, 170, 171 ]. Badania
przeprowadzone na myszach ob/ob wykazaty, Ze zwierzeta te maja nizszy odsetek
bakterii Bacteroidetes przy jednoczesnym wzroscie bakterii Firmicutes w poréwnaniu
do myszy WT [167]. Dalsze badania potwierdzity podobne zmiany w obrebie
proporcji Bacteroidetes:Firmicutes, w bardziej fizjologicznym modelu, przy uzyciu
myszy z DIO [164]. Zmiany w sktadzie mikrobioty zaobserwowano takze u ludzi.
U otylych o0s6b stwierdzono spadek Bacteroidetes [ 172, 173 ] oraz wzrost
Actinobacteria [166] i Prevotella [172]. Co ciekawe, zmiany mikrobioty jelitowej na
poziomie typow bakterii nie zawsze koreluja ze zmianami na nizszych (bardziej
zdefiniowanych) poziomach taksonomicznych (np. rodzaj, gatunek). Przyktadowo
spadek Bacteroidetes nie oznacza, ze nie moze wzrosngc¢ rodzaj Bacteroides. Bakterie
z tego rodzaju odpowiadaja, za degradacje polisacharydéw roslinnych i wykazano,
zeu osOb otylych wspomnianych bakterii jest wiecej [174]. W obrebie innych
bakterii, Ruminococcus spp. (nalezace do Firmicutes) czy Bifidobacterium,
odpowiedzialnych za degradacje polisacharydéw réwniez stwierdzono spadek ich
ilosSci u os6b otytych [174, 175]. Zaobserwowano rowniez ze u otylych osob
zawarto$¢ Akermansia muciniphila koreluje z lepszym profilem metabolicznym i jest
odwrotnie proporcjonalna do iloSci tkanki ttuszczowej [176]. U niektorych osob
otytych zaobserwowano takze wiekszg ilo$¢ rodzaju Lactobacillus [175, 173]. Dalej
wykazano, ze niektore gatunki Lactobacillus takie jak L. plantarum i L. paracasei
wystepuja w wiekszej liczbie u oséb szczuptych, natomiast L. reuteri wiecej jest
uos6b z prawidtowa waga [175]. Réznice w doniesieniach literaturowych moga
wynika¢ z rodzaju probek, uzytej metody, a w szczegdlnosci od rodzaju metody

indukcji otytosci w modelach zwierzacych czy diety w przypadku badan u ludzi.
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W badaniach z wykorzystaniem modeli zwierzecych czesto uzywa sie HFD, ale takze
diete wysokoweglowodanowg lub ,zachodnig” (bogata w ttuszcze i weglowodany).
Sama proporcja sktadnikéw biatko: tluszcz: weglowodany nie jest wystarczajacym
czynnikiem réznicujacym, gdyz duze znaczenie ma pochodzenie i sktad biochemiczny

uzytej diety np. czy uzyto tluszczu roslinnego czy zwierzecego.

Jedna z istotnych konsekwencji dysbiozy jest wzrost przepuszczalnos$ci Sciany
jelita, co powoduje wzrost przenikania do organizmu sktadnikéw bakterii oraz ich
produktéw. Wzrost przepuszczalnosci jelit moze by¢ zwigzany ze spadkiem ekspres;ji
biatek tworzacych potaczenia Sciste miedzy IECs. Mechanizm ten nie jest do konca
poznany, ale na pewno istotng role odgrywaja tu bakterie, gdyz podanie antybiotyku
hamuje wzrost przepuszczalnos$ci jelit wynikajacy z zastosowania diety HFD [177].
Réwniez istotna jest interakcja sktadnikéw pokarmowych i bakterii, gdyz SCFA,
pochodzace gtéwnie z fermentacji btonnika pokarmowego, hamujg proces zapalny

w jelitach i wzmacniajg bariere jelit [178].

Modyfikacja sktadu mikrobioty moze powodowa¢ zmiane przekaZnictwa
sygnatéw pomiedzy mikrobiotg a gospodarzem poprzez zmiane sktadu oraz ilosci
molekut i antygendw pochodzenia bakteryjnego oddziatywujacych m.in na receptory
PRR, oraz zmiane skitadu i iloSci metabolitéw pochodzenia bakteryjnego, ktére
przedostajg sie do watroby i krazenia. Cani i wsp. wykazali, Ze LPS podawany przez
4 tygodnie dozylnie myszom GF wywotuje taki sam poziom metabolicznej
endotoksemii jak stosowanie HFD. Dodatkowo u myszy TLR4/- (receptor dla LPS) nie
wykazano takiego dziatania LPS [179]. LPS ma kluczowe znaczenie w rozwoju
metazapalenia, gdyz stymuluje wzrost uwalniania czynnikéw prozapalnych np. TNF-a
oraz stres oksydacyjny w viscAT poprzez receptor CD14 [180]. Myszy z niedoborem
TLRS5 (receptor dla flageliny) wykazuja hiperfagie iwykazuja objawy zespotu
metabolicznego. Transfer mikrobioty od myszy TLR5 przenosi objawy na myszy
WT [181]. W badaniach na myszach wykazano, ze podanie SCFA hamuje powstanie
DIO, przy czym zauwazano, Ze lepiej dziatajg kwas mastowy i propionowy niz kwas
octowy [182]. SCFA poprzez receptor GPR41, stymulujg ekspresje leptyny in vitro
w adipocytach mysich. Podanie doustne SCFA powoduje wzrost poziomu leptyny
w krazeniu [183]. U otylych zwierzat ilo§¢ SCFA w jelitach ro$nie. Szczeg6lnie wzrost

obserwuje sie w ilosci kwasu octowego i mastowego oraz w ekspresji gen6w bakterii
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odpowiedzialnych za metabolizm polisacharydéw [184]. Podobne obserwacje
poczyniono u ludzi, gdzie wykazano, Ze u os6b otytych wystepuje wiecej bakterii
zdolnych do fermentacji weglowodanéw a tym samym do wzrostu syntezy SCFA, co
stanowi dodatkowe Zrédto energii, magazynowane w AT i watrobie [185]. SCFA moga
réwniez zwieksza¢ akumulacje lipidow w adipocytach [185]. Jak wida¢ pomimo
licznych doniesien o dziataniu przeciwzapalnym, SCFA u otytych osobnikéw moga
negatywnie wptywa¢ na mase ciala, tym samym sprzyja¢ podtrzymaniu stanu

metazapalenia.

5.3 0s jelitowo - watrobowa

W 1980 wykazano, ze u pacjentow po wykonaniu zespolenia jelitowego
dochodzito do rozwoju NASH i przerostu bakterii w obrebie jelita cienkiego, ktore
mozna byto wyleczy¢ przez podanie antybiotyku (metronidazolu) [186]. Obserwacja
ta wskazata na udziat mikrobioty jelitowej w rozwoju NASH. Dzisiaj juz wiadomo,
ze dysbioza moze bra¢ udzial w patomechanizmie wielu choréb watroby m.in.
NAFLD, alkoholowej chorobie watroby oraz marskosci [187]. Dysbioza oraz/i zmiany
w przepuszczalnosci jelit przyczyniaja sie do przedostawania sie drobnoustrojow
oraz ich metabolitdw do krazenia wrotnego a nastepnie do watroby. Watroba stanowi
organ najbardziej narazony na substancje toksyczne pochodzace z jelit co wynika z jej
anatomicznego potozenia. 70% krwi docierajacej do watroby pochodzi z krazenia
wrotnego, dlatego organ ten stanowi pierwsza linie obrony przed antygenami
pochodzacymi z jelit. Badania mikrobioty jelitowej u osdb z NASH wykazaty wzrost
ilosci bakterii Bacteroides i Ruminococcus oraz spadek bakterii Prevotella [188].
Doktadniejsza analiza wykazata, ze pacjenci z NAFLD, zzaawansowanym
wiéknieniem  watroby,  wykazuja = wzrost  obecnosci  Escherichia  coli

i Bacteroides vulgatus [189].

Wraz z krazeniem wrotnym do watroby przedostaja sie takze MAMPs i moga
modulowa¢ dziatanie komérek uktadu immunologicznego w watrobie. Przyktadowo
B-glukan oraz LPS aktywuja komdrki KCs do produkcji TNF-a [190]. LPS dziata jak
hepatotoksyna powodujac morfologiczne i funkcjonalne zmiany w watrobie.
W wyniku dziatania LPS dochodzi do akumulacji granulocytéw indukujacych stan

zapalny, uwalniajgcych reaktywne formy tlenu, proteazy i inne enzymy, co prowadzi
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do uszkodzenia watroby [191]. W literaturze istnieja ré6wniez doniesienia na temat
aktywacji watrobowych limfocytéw iNKT oraz komoérek NK przez MAMPS [192, 193].
Uzycie myszy z niedoborem receptora TLR4 wykazato, ze wystgpienie indukowanej
fruktoza NAFLD zwigzane jest z przerostem mikrobioty jelitowej i wzrostem
przepuszczalnosci jelit, czego konsekwencjg jest aktywacja komérek KCs zalezna od
LPS [194]. Wykorzystanie myszy z niedoborem komponentéw dwoch inflamasoméw
NLRP6 i NLRP3, wykazato, Ze biorg one udziat w ksztattowaniu sie sktadu mikrobioty
jelitowej. U myszy tych wykazano mi.in. wzrost ilo$ci Bacteroidetes i redukcje bakterii
z rodzaju Lactobacillus [195]. Zmiana ta powoduje zaostrzenie sttuszczenia watroby
istanu zapalnego poprzez przedostanie sie do krazenia wrotnego ligandow
receptoréw TLR4 i TLR9. Nastepnie aktywacja tych receptoréw prowadzi do wzrostu
ekspresji TNF-a w watrobie, ktéry przyczynia sie do progresji NASH. Wykazano
réwniez, ze ko-hodowla myszy z niedoborem inflamasomu i myszy WT powoduje

rozwdj sttuszczenia watroby, nietolerancje glukozy i otyto$¢ u myszy WT [196].

Cholina stanowi istotny sktadnik wptywajacy na funkcje watroby, rozwéj
mozgu i funkcjonowanie nerwoéw, ruch miesni oraz utrzymanie prawidtowego
metabolizmu [197]. W organizmie cholina jest przetwarzana na fosfatydylocholine
(lecytyne), ktéra pomaga w transporcie czgstek lipoprotein o bardzo niskiej gestosci
(VLDL - very low density lipoprotein) z watroby. Zapobiega to gromadzeniu sie
w watrobie triglicerydéow a tym samym sttuszczeniu watroby. Dodatkowo cholina
moze by¢ przeksztalcona w trimetyloamine (TMA - trimethylamine) przez bakterie
jelitowe. TMA moze przemieszczac sie do watroby poprzez krazenie wrotne, gdzie
jest przeksztalcany w TMAO. Wzrostowi TMAO w Kkrazeniu towarzyszy spadek
produkcji przez organizm fosfatydylocholiny. W efekcie moze sie to przyczynia¢ do
wzrostu akumulacji triglicerydow w watrobie [198] i dalej do rozwoju NAFLD [199].
Wykazano, ze pacjenci z NAFLD [199] i osoby otyte [200] wykazuja wyZszy poziom
TMAO w krazeniu. U pacjentéw z NFLD wykazano takze spadek produkcji
fosfatydylocholiny [201]. Wzrost produkcji TMAO koreluje ze wzrostem w jelitach
bakterii Firmicutes i Proteobacteria oraz spadkiem Bacteroidetes [202]. Jak dotad nie
zbadano doktadnego wptywu SCFA na rozwdj NFALD, jednak wiadomo, ze SCFA
reguluja synteze cholesterolu w watrobie wptywajac tym samym na synteze kwasow

zotciowych [203]. Mikrobiota jelitowa natomiast odpowiada, za produkcje wtérnych
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kwaséw zotciowych. Pacjenci z NFALD wykazuja podwyzszony poziom kwasow
z6tciowych w watrobie, krazeniu oraz moczu. Szczegdlnie podwyzszeniu wzrastaja
hydrofobowe i bardziej cytotoksyczne kwasy zétciowe [204, 205]. W mysim modelu
DIO wykazano, Ze zar6wno mikrobiota jak i sygnaty z receptora FXR, dla ktorego

agonistami sg kwasy zo6tciowe, sg konieczne do indukcji otytosci [206, 207].

Obserwowane zmiany w funkcjonowaniu komérek uktadu odpornos$ciowego
watroby indukowane przez produkty zmodyfikowanej dietag mikrobioty potencjalnie

mogg wptywac na lokalng oraz obwodowa odpowiedZ immunologiczna.

54 Mikrobiota jelitowa w nadwrazliwosci kontaktowej

Wplyw mikrobioty jelitowej na ACD i CHS jest stabo zbadany. Dotychczasowe
badania kliniczne przeprowadzone na osobach z ACD uczulonych na nikiel wykazaty,
ze doustne podanie bakterii probiotycznych Lactobacillus casei (Danone patent EP 1
838 158 B1), zmniejszyto objawy choroby u tych pacjentéw. Jednak mechanizm tego
dziatania pozostaje jak dotad nie wyjasniony. W badaniach na myszach w modelu
reakcji CHS indukowanym DNFB wykazano, Ze podanie doustne bakterii
probiotycznych Lactobacillus casei DN-114 001 zaburza rdznicowanie komorek
T CD8* w komorki efektorowe izmniejsza ich rekrutacje do miejsca depozycji
haptenu. Dodatkowo powoduje rekrutacje komoérek Treg do skory oraz LN
drenujgcych skore, zmniejszajac tym samym stan zapalny [208, 209]. W kolejnych
badaniach wykazano rowniez, Ze prebiotyki takze mogg wptywac na przebieg CHS.
Podawanie myszom fruktooligosacharydéow (FOS - fructo-oligosaccharide), ktére
zwiekszaja liczbe bakterii Bifidobacterium pseudolongum, powoduje obnizenie reakc;ji
CHS na DNFB u myszy NC/Nga [210]. Dotychczas nie ustalono doktadnego
mechanizmu dziatania mikrobioty na reakcje CHS, jednak w badaniach
z wykorzystaniem myszy MAVS (Mitochondrial antiviral-signaling protein)/
wykazano, Ze bierze w tym udzial przekaZnictwo zwigzane z mitochondrialnym
biatkiem MAVS biorgcym udziat w rozpoznawaniu wirusowego RNA. Autorzy
wykazali, Ze niedob6r tego biatka prowadzi do zmian w skiadzie naturalnej
mikrobioty jelitowej, ktéra powoduje zaostrzenie reakcji CHS na DNFB. Reakcje te
hamuje antybiotykoterapia, natomiast zaostrzenie reakcji CHS mozna przenies¢

poprzez transfer mikrobioty z myszy MAVS/- na myszy WT [211]. Badania
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prowadzone w Katedrze Biologii Medycznej U] CM, wykazaly, ze traktowanie myszy
antybiotykiem o szerokim spektrum dziatania hamuje reakcje CHS na TNP-Cl.
Zahamowaniu temu towarzyszy zmniejszona produkcja TNP-swoistych przeciwciat
IgG1l oraz wzrost odsetka komorek regulacyjnych TCRaf3*CD4+CD25*FoxP3* Treg,
CD19+B220+CD5+IL-10%, IL-10* Trl iIL-10* TCRyS. Dodatkowo antybiotykoterapia
modyfikuje sktad naturalnej mikrobioty jelitowej, w wyniku czego zwieksza sie
proporcja bakterii Clostridum Kklaster XIVa, Bacteroidetes i Bifidobacterium spp,
natomiast spada proporcja bakterii SFB. Transfer mikrobioty bakteryjnej od myszy
pojonych antybiotykiem hamuje reakcje CHS u biorcow [212]. Dodatkowo badania
wykazaty, ze dysbioza indukowana aplikacja antybiotyku, kreuje $rodowisko
przeciwzapalne w jelicie oraz na obwodzie czemu towarzyszy zwiekszona produkcja
cytokin przeciwzapalnych IL-10 i TGF-f. Zwiekszona synteza tych cytokin, koreluje
zwyzsza liczbg komoérek dendrytycznych o charakterze tolerogennym, ktére

odgrywaja kluczowa role w indukcji komoérek regulatorowych [213].

Przytoczone powyzej badania jednoznacznie sugerujg istotny wplyw

naturalnej mikrobioty na przebieg reakcji CHS.

W chwili obecnej brak jest jakichkolwiek informacji na temat wptywu diety
wysokottuszczowej oraz mikrobioty jelitowej na przebieg reakcji CHS mediowanej
przez watrobowe komoérki NK, dlatego celowe wydaje sie podjecie badan w tym

kierunku.
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Cel pracy i problemy badawcze

Celem pracy jest zbadanie wptywu otytosci indukowanej dieta na mechanizmy
immunologiczne lezace u podstaw reakcji nadwrazliwosci kontaktowej mediowanej

przez watrobowe komorki NK.

W zwigzku z tym w niniejszej rozprawie doktorskiej podjeto probe odpowiedzi na

nastepujgce pytania:
1. Czy dieta wysokottuszczowa wptywa na profil metaboliczny u myszy Rag1~/-?

2. Czy dieta wysokottuszczowa wptywa na profil cytokinowy komoérek tkanki

ttuszczowej u myszy Rag1/-?

3. Czy otytos¢ indukowana dietg wptywa na reakcje nadwrazliwosci kontaktowej

mediowanej przez watrobowe komorki NK u myszy Rag17/-?

4, Czy otytos¢ indukowana dietg wptywa na profil cytokinowy i fenotyp komoérek
watrobowych bioracych udziat w reakcji nadwrazliwos$ci kontaktowej mediowanej

przez komoérki NK u myszy Rag1+/-?

5. Czy otytos$¢ indukowana dietg wptywa na aktywno$¢ komdrek watrobowych

biorgcych udzial w reakcji nadwrazliwosci kontaktowej mediowanej przez komorki

NK u myszy Rag17/-?

6. Czy dieta wysokottuszczowa wplywa na sktad mikrobioty jelitowej myszy
Rag17/?

7. Czy dieta wysokottuszczowa wptywa na lokalne mechanizmy obronne

zwigzane z btonami §luzowymi u myszy Rag1/-?

36



Materiatly i metody

1 Zwierzeta laboratoryjne

W badaniach uzyto myszy, szczepu RagltmiMom (Rag1+/-), 8-12 tygodniowe samce
hodowane i utrzymywane w zwierzetarni Katedry Biologii Medycznej U] CM. Myszy
genetycznie zmodyfikowane Ragl~/- nie posiadaja dojrzatych komoérek B oraz T na
skutek braku enzymu odpowiedzialnego za rearanzacje genéw V(D)] immunoglobulin
oraz receptorow antygenowych limfocytow T (TCR), co sprawia ze niniejszy szczep
jest idealny do badan reakcji CHS z udziatem komoérek NK. Doswiadczenia zostaty
przeprowadzone w oparciu o uchwate nr 5/2016 wydang przez I Lokalng Komisje

Etyczng w Krakowie.

2 Odczynniki

Odczynnik/zestaw do oznaczen Producent

BD OptEIA Set Mouse IFN-y BD Biosiences, San Jose, CA, USA
BD OptEIA Set Mouse IFN-y (AN-18)

BD OptEIA Set Mouse IL-10

BD OptEIA Set Mouse IL-12p70

BD OptEIA Set Mouse TNF-a

GolgiSTOP

TMB Substrate Reagent Set (tetrametylobenzydyna
substrat do ELISA)

ELISA MAX Delux Set Mouse IL-1[3 Biolegend, San Diego, CA, USA
ELISA MAX Delux Set Mouse IL-6
FcBlock /anty-CD16/32

hapten DNP (2,4-dinitrofenol) skoniugowany z | Bioserch Technologies, London,

albuming surowicy bydlecej (DNP-BSA) UK

kuleczki krzemionkowe BioSpec Products, Bartlesville, OK,
USA

ketamina 100mg/ml Biowet, Putawy, Polska

aceton Chempur, Piekary Slaskie, Polska

etanol 99,8%

H,S04

Na:HPO4x 12 H20

37



oliwa z oliwek Extra Virgine

Costad’Oro, Spoleto, Wtochy

Intracellular Fixation & Permeabilization Buffer

Set

eBioscience, San Diego, CA, USA

Percoll

GE Healthcare Life Sciences,

Uppsala, Szwecja

penicylina i streptomycyna (Pen Strep)

RPMI 1640

Gibco, Grand Island, NY, USA

KH2PO4 bezwodny
NaCl

].T.Baker, Phillipsburg, NJ, USA

plodowa surowica cieleca (FBS)

PAA Laboratories, Pasching,

Austria

Mouse adiponectin DuoSet ELISA
Mouse leptin DuoSet ELISA

R&D Systems Inc., McKinley Place,
NE, USA

liberaza DH

proteinaza K

Roche Diagnostics, Mannheim,

Niemcy

1-fluoro-2,4-dinitrobenzen (DNFB)
2-merkaptoetanol

2-propanol

aminokwasy endogenne (NEAA)
btekit trypanu (TB)

bufor HEPES

bromek n-heksadecylotrimetyloaminy
dichlorowodorek o-dianizydyny
dodecylosiarczan sodu(SDS)

Evans blue (EB)

formamid

fenol:chloroform:alkohol izoamylowy 25:24:1
jonomycyna

JumpStart™ Taq ReadyMix™ dla qPCR
kwas pirogronowy (PA)

L-glutamina

lizozym

octan metoksypropanolu (PMA)
paraformaldehyd

perhydrol

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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standard dla MPO

surowicza albumina wotowa (BSA)

SYBR® Green JumpStart™ Taq ReadyMix™ w/o
MgCl,

Tris - EDTA bufor

TritonX

Tween20

woda do biologii molekularnej

zbuforowana fosforanami sol fizjologiczna bez
jonow Caz+i Mgz+ (DPBS)

zestaw do pomiaru stezenia biatka metoda z

kwasem bis-cynchoninowym (BCA )

T-PER Thermo Fisher Scientific Inc.,
Rochester, NY, USA

ksylazyna 20mg/ml Vetoquinol Biowet, Gorzow
Wielkopolski, Polska

3 Metodyka

3.1 Indukcja otyloSci

W celu wywotania otyto$ci myszy Ragl~/- byly karmione dieta wysokottuszczowa

przez okres 4 lub 8 tygodni. W grupie kontrolnej zwierzeta karmiono dietg

standardowa (kontrolna).

e Dieta wysokottuszczowa [HFD - 60% energii pochodzi z ttuszczéw, (Research

Diets, Inc.,New Brunswick, NJ, USA)]

e Dieta kontrolna [ND - 11% energii pochodzi z ttuszczow, (ssniff Spezialdidten

GmbH, Soest, Germany)]

3.2 Ocena przyjmowania pokarmu i profil metaboliczny

Przyrost masy ciata monitorowano raz w tygodniu przy uzyciu elektronicznej wagi

technicznej Scout Pro Balance (Ohaus Corporation,
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Po zakonczeniu eksperymentéw oceniono réwniez mase wybranych narzadéw
(watroby, S$ledziony) i tkanek (tkanka scAT , viscAT, bioptaty jelita grubego
i cienkiego) przy uzyciu wagi analitycznej (Sartorius AG, Gottingen, Germany). W celu
okreSlenia wptywu DIO na wybrane parametry biochemiczne po zakonczeniu
eksperymentu pobierano krew i pozostawiono ja w temperaturze pokojowej (RT) do
momentu powstania skrzepu. Nastepnie materiat wirowano 5000 rpm, 5 min, 4°C,
przy uzyciu wirdwki z systemem chtodzagcym Heraeus™ Fresco 21 (Thermo Fisher
Scientific Inc., Rochester, NY, USA) i oddzielano surowice do dalszej analizy.
Oznaczono nastepujace parametry: aktywno$¢ aminotransferazy asparaginowej
(AST), aminotransferazy alaninowej (ALT), y-glutamylotransferazy (GGTP), stezenie
cholesterolu catkowitego, cholesterolu HDL, cholesterolu LDL, triglicerydéw oraz
glukozy przy uzyciu automatycznego analizatora do chemii klinicznej SPOTCHEM
(ARKRAY Inc., Kyoto, Japan). W uzyskanych prébkach surowicy oznaczono réwniez

stezenie leptyny i adiponektyny metodg ELISA.

3.3 Ocena stanu zapalnego w tkance tluszczowej

W tym celu tkanke tluszczowa od myszy karmionych HFD lub ND pobrano po
zakonczeniu eksperymentow, a nastepnie komorki uzyskane przez mechaniczne
rozdrobnienie tkanek z kazdej grupy eksperymentalnej hodowano w medium
hodowlanym (2 ml/g tkanki) w obecnosci antygenu DNP-BSA 100 pg/ml medium
hodowlanego przez 48 godz. Medium hodowlane stanowit RPMI 1640
suplementowany 100 U/ml penicyliny, 100 pg/ml streptomycyny, 2 mM L-glutaminy,
10 mM buforu HEPES, 5x10-2mM 2-merkaptoetanolu, 0,1mM NEAA, 1 mM PA oraz
10% FBS. W uzyskanych supernatantach hodowlanych oznaczano
immunoenzymatycznie stezenie cytokin IL-1f, IL-6, TNF-a, IFN-y orazIL-10.
W supernatantach oznaczono réwniez immunoenzymatycznie stezenie leptyny

i adiponektyny.

3.4 Model reakcji CHS in vivo

W celu wywotania reakcji CHS u myszy na ogolong skére brzucha aplikowano 25 pl
0,5% DNFB w roztworze aceton-oliwa z oliwek (4:1). Myszy kontrolne (kontrola

negatywna ND i HFD) traktowano samym rozpuszczalnikiem [(aceton-oliwa z oliwek)
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sham immunization]. Pie¢ dni po uczuleniu dokonano pomiaru grubosci uszu (pomiar
zerowy), a nastepnie wywotano reakcje (challenge) poprzez aplikacje 5 pul 0,2% DNFB
w roztworze aceton-oliwa z oliwek (4:1) na kazda strone obu uszu. Przyrost grubosci
uszu oceniano 24 godz. po wywotaniu reakcji. Pomiar grubos$ci uszu wykonano za
pomoca Sruby mikrometrycznej (Mitutoyo, Tokio, Japonia). Obrzek uszu wyrazony
wum *= SEM uzyskano poprzez odjecie pomiaru zerowego od grubosci uszu

uzyskanej 24 godz. po wywotaniu reakcji [Schemat 3.1].

L
dzien, 0" dzien ,+5” aplikacja
0,2% DNFB na uszy
rozpuszezalnik (sham (challenge)
immunization)
negatywna ND ND przez &
% 4/8tygodni )
—- a — 'Y R =
" 0,5%DNFB
immunizacja
pozytywna ND ND przez c-
. 4/8tygodni -l L, |
—— — - 4 dzien ,+6"” pomiar
_——— — ! ~— = przyrostu grubosci uszu
rozpuszczalnik (sham
negatywnaHFD e praez immunization)
+» 4/81ygodni a3 [P
- a - £ - *
0,5%DNFB
immunizacja
pozytywna HFD HFD przez )
.. 4/8tygodni *%
/8tye -t c
- 4 - &
— 'S

Schemat 3.1 Sche;tlat modelu dos$wiadczalnego.

3.4.1 Ocena aktywnos$ci MPO w bioptatach malzowiny usznej

W tym celu po wykonaniu testu nadwrazliwosci CHS in vivo zwierzeta zostaty
u$miercone i pobierano bioptaty z uszu przy pomocy sztancy biopsyjnej o Srednicy
6mm (Fray Products Corp., Buffalo, NY, USA.). Aktywnos$¢ MPO, produkowanej przez
neutrofile, w tkance usznej koreluje z toczacym sie procesem zapalnym. Bioptaty
umieszczano w 0,5 ml buforu do homogenizacji (0,5% roztwor bromku
n-heksadecylotrimetyloamoniowego w 50 mM  buforze fosforanowym
KH,PO4;/Na;HPO,). Nastepnie bioptaty rozdrabniano mechanicznie przez 20 min,
40 Hz przy uzyciu homogenizatora tkankowego Tissue Lyser LT (Qiagen GmbH,
Hilden, Niemcy). Uzyskane homogenaty tkankowe poddano nastepnie 3-krotnemu
zamrozeniu w -20°C i rozmrozeniu, aby uwolni¢ MPO z ziarnistosci neutrofiléw.
Materiat do analizy uzyskano poprzez zwirowanie prébek 4000 rpm, 30 min, 4°C

i zebranie supernatantéw.

Standard MPO (50 jednostek/g biatka) rozpuszczono w sterylnej wodzie

destylowanej i rozcienczono w buforze do homogenizacji, aby uzyska¢ krzywa
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standardowa w zakresie 0,5-0,008 jednostek aktywnosci MPO. 20 ul supernatantéw
oraz standard naniesiono na ptytke 96 - dotkowg i inkubowano 20 min, RT z 200 ul
substratu dla MPO. Substrat stanowil roztwér 167 mg/ml dichlorowodorku
o-dianizydyny w 50 mM buforze fosforanowym KH;P0./Na;HPO, z dodatkiem H:0.
o koncowym stezeniu 0,0005%. Po inkubacji zmierzono absorbancje przy diugosci
fali 460 nm za pomocag spektrofotometru Synegry HT (BioTek Instruments Inc.,
Winooski, VE, USA) i wyznaczono aktywnos¢ MPO przy pomocy krzywe;j
standardowej. Tak uzyskane wyniki nastepnie przeliczono na zawarto$¢ biatka
w supernatantach. Biatko oznaczono w reakcji z BCA w Srodowisku zasadowym.
Absorbancje barwnego kompleksu mierzono przy diugosci fali 560 nm. Stezenie
biatka w prébkach obliczono na podstawie krzywej standardowej w zakresie

0-800 pg/ml.

3.4.2 Ocena przepuszczalnos$ci naczyn w bioptatach malzowiny usznej z
wykorzystaniem barwnika EB

W celu kre$lenia przepuszczalnosci naczyn 24 godz. po wywotaniu reakcji CHS,
myszom podano dozylnie (i.v.) 8,3 ul /g masy ciata 1% EB. Ilo$¢ barwnika obecnego
w tkankach uzalezniona jest od przepuszczalnosci $ciany naczyn krwiono$nych,
determinowanej toczacym sie stanem zapalnym w otaczajgcej tkance. Godzine
pOZniej, pobrano wycinki z matzowiny usznej, i wyekstrahowano barwnik znajdujacy
sie w tkance, a jego stezenie w uzyskanych eluatach okres$lono kolorymetrycznie
mierzac absorbancje roztworow przy diugosci fali 565 nm. Uzyskane wartoSci
absorbancji przeliczono na warto$ci stezenia przy pomocy krzywej standardowej

poprzez wykonanie seryjnych rozcienczen EB w formamidzie.

3.4.3 Ocena stezenia cytokin w bioptatach malzowiny usznej

Ocene stezenia cytokin wykonano w bioptatach pobranych z uszu 24 godz. po
wywotaniu reakcji CHS. Bioptaty pobrano do 0,4 ml buforu T-PER. Nastepnie tkanki
rozdrabniano 20 min, 40 Hz. Materiat do analizy uzyskano poprzez zwirowanie
probek 4000 rpm, 30 min, 4°C, i zebranie supernatantéw. Stezenie IFN-y, IL-10 oraz
[L-12p70 w supernatantach, zmierzono metoda ELISA.
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3.4.4 Ocena komorek infiltrujacych matzowine uszna

W tym celu po wykonaniu testu nadwrazliwo$ci kontaktowej in vivo zwierzeta
zostaty uSmiercone a nastepnie pobrano cate uszy, ktére rozdzielono na dwie
potowki wzdtuz chrzastki. Obie potéwki umieszczono w 0,75 ml roztworu
liberazy DH w RPMI 1640 o stezeniu 0,2 mg/ml. Tkanki inkubowano w cieplarce
przez 2,5 godz. Nastepnie, dziatanie enzymu hamowano poprzez dodanie 0,75 ml
czystego RPMI 1640 i rozcierano tkanki przez sitko komdérkowe o $rednicy poréw
70 um. Uzyskane komorki ptukano dwukrotnie DPBS (roztwdr soli fizjologiczne;j
zbuforowany fosforanami, pozbawiony jonéw Ca%* i Mg2*) z 2% FBS, zwirowano
1600 rpm, 10 min, 10°C, a uzyskane pelety zawieszono w medium hodowlanym
i pozostawiono na 8 godz. w temp. 10°C. Dalej uzyskane komdrki wybarwiono TB,
natozono na komore Bilirkera i oceniano ich zywotno$¢ oraz liczbe w mikroskopie
Swietlnym (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Niemcy). Nastepnie komorki

wyznakowano i oceniano przy pomocy cytometru przeptywowego FACS Canto II.

3.4.5 Ocena komorek infiltrujacych wezly chtonne drenujace matzowine uszna

W tym celu po wykonaniu testu nadwrazliwosci kontaktowej in vivo zwierzeta
zostaty uSmiercone a nastepnie pobrano wezet chtonne przyuszne (ELN - auricular
ear-draining lymph node) do DPBS z 1% FBS oraz 1% Pen Strep. Wezly rozcierano
i przesaczano przez sitko komérkowe (70 um), a nastepnie wirowano 1600 rpm,
10 min, 10°C. Tak uzyskane komorki przeptukano DPBS z 1% FBS, zwirowano
1600 rpm, 10 min, 10°C, a uzyskane pelety zawieszono w DPBS z 1% FBS. Nastepnie
komorki wybarwiono TB, natozono na komore Biirkera i oceniano ich zywotno$¢ oraz
liczbe w mikroskopie $wietlnym. Nastepnie komérki wyznakowano i oceniono przy

pomocy cytometru przeptywowego FACS Canto II.

3.5 Ocena stanu zapalnego w watrobie

3.5.1 Izolacja jednojadrzastych komdrek watrobowych (LMNCQC)

Watroby pobrano po czterech dniach od uczulenia myszy 0,5 % DNFB na ogolong
skdre brzucha. Myszy w glebokiej anestezji (ketamina 120 mg/kg m.c. i ksylazyna
10 mg/kg m.c.) nacieto na wysokos$ci wyrostka mieczykowatego i otworzono klatke

piersiowa. Przecieto prawy przedsionek aby umozliwi¢ krwi ucieczke z uktadu
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krazenia. W celu usuniecia krwi z watroby podano 10 ml DPBS igtg 26G przez zyte
wrotng. Po wykonaniu perfuzji i usunieciu pecherzyka zoéiciowego, watroby
rozcierano przez filtr nylonowy o $rednicy poréw 100 pum i zawieszono w 18 ml
RMPI 1640 z 5% FBS. Nastepnie do roztworu dodano 12 ml 100% Percoll
i nawarstwiono na 10 ml 60% Percoll. Préobki wirowano przy 2300 rpm przez 20 min,
RT, z wylaczonym hamowaniem. Warstwe tluszczu odciggnieto, natomiast goérng
warstwe wraz z interfazg zebrano i zwirowano przy 1800 rpm, 10 min, w RT.
Uzyskane komorki przeptukano RMPI 1640 z 5% FBS, zwirowano i zawieszono
w odpowiednim buforze lub medium. Komoérki wybarwiono TB, natozono na komore

Biirkera i oceniano ich zywotno$¢ oraz liczbe w mikroskopie $§wietlnym.

Ocena profilu cytokin produkowanych przez komorki LMNC

Komorki LMNC w koncentracji 5 x 105 komoérek/ml medium hodowlanym, hodowano
w obecnosci antygenu 100 pg/ml DNP-BSA przez 48 godz. W uzyskanych
supernatantach znad hodowli oznaczono stezenie IFN-y, IL-12p70, IL-10, TNF-q,
IL-1B, IL-6, adiponektyny i leptyny metoda ELISA.

1 Analiza cytometryczna wyizolowanych komoérek

Zawiesiny komodrek przygotowano z uszu, ELN i watroby zgodnie z wyzej opisana
procedura. Komoérki przeptukano w DPBS z 1% FBS, zwirowano 1600 rpm, 10 min,
4°C, a pelety zawieszono w 100 pl DPBS z 1% FBS (do znakowania
powierzchniowego) lub w 200 pl medium hodowlanego (do znakowania markeréw

wewngatrzkomdérkowych).

Barwienie zewngatrzkomoérkowe polegato na inkubacji (30 min w 6°C) zawiesiny
komérek z mieszaning przeciwcial skierowanych przeciwko markerom
powierzchniowym. Po tym czasie komorki przeptukano w DPBS z 1% FBS,
zwirowano 2000 rpm, 10 min, 4°C, a pelety zawieszono w 200 pl 1%

paraformaldehydu o pH=7,1.

Barwienie wewnatrzkomorkowe poprzedzono 4 godz. stymulacjag komoérek poprzez
dodanie PMA (1 pg/ml) oraz jonomycyny (1 pg/ml) z rownoczesnym hamowaniem
wydzielania biatek przez dodanie GolgiSTOP (40 pg/ml). Wigzanie przeciwciat przez

receptory FcR blokowano przez 15min inkubacje komorek z przeciwciatami (klon
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2.4G2) monoklonalnymi przeciwko mysim receptorom CD16/32 (FcBlock).
Nastepnie komorki przeptukano w DPBS z 1% FBS, zwirowano 1600 rpm, 5 min, 4°C,
a pelety zawieszono w 100 pl DPBS z 1% FBS i wybarwiono markery
zewnatrzkomorkowe. Nastepnie komdrki przeptukano i utrwalono dodajac 100 pl
buforu do utrwalania (Fixation buffer) i inkubujac przez 20 min, RT. Po inkubacji
dodano 1 ml Permabilization solution i cato$¢ zwirowano 1600 rpm, 5 min, 4°C.
Nadsgcz zlano i przeprowadzono barwienie antygenéow wewngtrzkomorkowych
dodajac odpowiednich przeciwciat i inkubujac komorki przez 30 min, 6°C. Nastepnie
komorki przeptukano w DPBS z 1% FBS, zwirowano 2000 rpm, 10 min, 4°C, a pelety
zawieszono w 200 pl 1% paraformaldehydu o pH=7,1.

Kontrole stanowity komorki nieznakowane oraz odpowiednie kontrole izotypowe.
Pomiaru dokonano przy pomocy analizatora FACS Canto II (Becton Dickinson & Co.,

San Jose, CA, USA) a wyniki analizowano za pomoca programu FACSDiva.

Wykorzystane w doswiadczeniach przeciwciata monoklonalne skoniugowane
z fluorochromami, oraz ich rozcienczenie i pochodzenie zamieszczono w tabeli

ponizej [Tabela 1.1].
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Tabela 1.1 Przeciwciala wykorzystane w pracy

Marker Klon Fluorochrom | Rozcieniczenie | Producent

NK1.1 PK136 APC 1:400 Biolegend, San Diego, CA,

CD27 LG.7F9 FITC 1:400 USA

CD11b M1/70 Pe-Cy7 1:400

CD11b M1/70 PerCP-Cy5.5 1:400

CD11c N418 PerCP-Cy5.5 1:400

Ly-6G 1A8 FITC 1:400

NKGD2 CX5 APC 1:400

IFN-y XMG1.2 APC 1:400

IL-10 JES5-16E3 | FITC 1:400

NK1.1 PK136 PE 1:400 BD Biosiences, San Jose,

H2Db KH95 FITC 1:400 CA, USA

Granzym B NGZB PE 1:400 eBioscience, San Diego,
CA, USA

1.1 Ocena aktywnosci komorek LMNC - model adoptywnego transferu

W celu zbadania czy HFD modyfikuje aktywno$¢ komoérek watrobowych od myszy,
karmionych dietg HFD lub ND przed uczuleniem DNFB wyizolowano komérki LMNC,
ktére nastepnie podano iv. naiwnym, syngenicznym biorcom, u ktérych wywotano
faze efektorowg reakcji CHS. Schemat 1.1 przedstawia model adpotywnego transferu

reakcji CHS. Tabela 1.2 zawiera opis poszczegolnych grup kontrolnych i badanych

oraz opis procedur jakim poddano zwierzeta w poszczego6lnych grupach.
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Dawcy LMNC
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dzieri ,+5” aplikacja
0.2%DNFB na uszy
(challenge)

dzieri ,+6” pomiar
przyrostu grubosci uszu

Schemat 1.1 Schemat adoptywnego transferu komérek LMNC.

Tabela 1.2 Opis grup kontrolnych oraz badanych w modelu adoptywnego transferu

CHS.
Grupa badana Karmienie Transfer Wywolanie Pomiar
dieta HFD komorek reakcji poprzez | reakcji CHS
przez 8 tyg. LMNC aplikacje 5 pl
0,2% DNFB
Kontrola - - + +
negatywna ND
Kontrola - + (LMNC po + +
pozytywna ND ND)
Kontrola + - + +
negatywna HFD
Grupa badana + + (LMNC po + +
HFD ND)
Grupa badana - + (LMNC po + +
ND HFD)

1.2 Analiza skladu mikrobioty jelitowej

1.2.1 Posiew mikrobioty jelitowej

W celu oceny iloSciowej bakterii tlenowych i beztlenowych pobrano i zwazono 1 cm

jelita cienkiego (od strony wyrostka robaczkowego) i jelita grubego (od strony
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wyrostka robaczkowego). Pobrany fragment jelita rozcieto wzdtuz, umieszczono
w 0,5 ml sterylnego DPBS i wytrzasano. Z uzyskanej zawiesiny wykonano seryjne
rozcienczenia w zakresie 10-8 - 10-2 i wysiano na podtoze krwawe Scheadler Agar +
witamina K + 5% krew barania. Ptytki hodowano w 37°C w warunkach tlenowy przez
72 godz. oraz przez 120 godz. w warunkach beztlenowych. Do uzyskania warunkéow
beztlenowych uzyto generatorow GENbox anaera i pojemnikow do hodowli
(BIOMERIEUX, Marcy-I'Etoile, France). Nastepnie zliczano jednostki tworzace
kolonie (CFU). Wyniki przedstawiono jako logCFU/g pobranego materiatu.

1.2.2 Izolacja DNA bakteryjnego z zawartoSci jelit

Materiat (po odseparowaniu supernatantu do oznaczenia cytokin) przeptukano trzy
razy 5 ml sterylnego DPBS i wirowano przy 500 rpm, 3 min, RT. Supernatant zbierano
do nowej probowki. Uzyskany w ten sposdéb roztwér wirowano przy 4000 rpm,
10 min, RT. Pelety zawieszono w 1 ml wody do biologii molekularnej i przeniesiono
do prébowki o objetosci 2 ml. Ponownie materiat zwirowano 14000 rpm, 5 min, RT.
Pelety rozbito w 300 pl Tris-EDTA i doktadnie wytrzas$nieto. Nastepnie probki
poddano 5 krotnemu cyklowi zamrozenia (-80°C) irozmrozenia w faZni
wodnej (37°C). Nastepnie do prébek dodano po 72 pl lizozymu 200 mg/ml
i inkubowano na tazni wodnej (37°C) przez 3 godz. Po zakonczonej inkubacji dodano
20 pl 10% SDS i 2 pl proteinazy K 20 mg/ml i calo$¢ inkubowano na taZni wodnej
kolejng godzine. Nastepnie do prdbek dodano 100 mg kuleczek krzemionkowych
i72 pl 5M NacCl, inkubowano na bloku grzewczym w temp. 65°C. Do ostudzonych
probek dodano 450 pl mieszaniny fenol: chloroform: alkohol izoamylowy 25:24:1,
intensywnie wytrzgsano i zwirowano przy 6500 rpm, 6 min, 4°C. Supernatant
przeniesiono do nowych probowek i dodano 400 pl 2-propanolu w celu precypitacji
DNA i zwirowano 13300 rpm, 20 min, 4°C. Pelety przeptukano 1 ml 70% etanolu
izwirowano 7000 rpm, 7 min, 4°C. Uzyskane pelety osuszono i rozpuszczono
w 100 pl wody do biologii molekularnej. Stezenie i czysto$¢ probek oceniano
spektrofotometrycznie przy pomocy aparatu MaestroNano (Maestrogen Inc., Hsinchu

City, Taiwan). Nastepnie prébki doprowadzano do stezenia roboczego 3 ng/pl.
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1.2.3 Ocena relatywnego poziomu wybranych grup bakterii w zawartoSci jelita
cienkiego i grubego

W celu okreslenia zmian w sktadzie mikrobioty jelitowej wystepujacych w wyniku
zastosowania diety HFD oceniono ilo$¢ poszczegoélnych grup bakterii przy uzyciu
reakcji tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (qPCR) za pomocga CFX96
Touch (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA). Kazda reakcje przeprowadzano
uzywajac 3,5 pl, 3 ng/ul DNA. Sekwencje starter6w uzytych w analizie przedstawione
sa w tabeli ponizej [Tabela 1.3]. Okres$lono poziom konserwatywnego dla
wyselekcjonowanych grup bakterii 16S rDNA. Mieszanina reakcyjna zawierata
SYBR® Green JumpStart™ Taq ReadyMix™ w/o MgCl;, 0,4 uM starteréow R i F, MgCl,

(w stezeniu odpowiednim dla poszczegdlnych starteréw) i 0,1% TritonX.

Uzyskane wyniki znormalizowano do catkowitej ilosci DNA bakteryjnego (ACt)
i przeliczono na wartos$ci uzyskane u myszy z grupy kontrolnej (AACt) [214].
Catkowitg ilos¢ DNA bakteryjnego oceniono uzywajgc uniwersalnych starteréw
rozpoznajacych konserwatywny dla bakterii 16S rDNA oraz sondy. Mieszanina
reakcyjna sktadata sie z JumpStart™ Taq ReadyMix™ for Quantitative PCR, 0,1 uM
starteréw R i F, 3 mM MgCl,, sondy i 0,1% Triton X.

Pomiar wzgledny ilosci kopii jest wystarczajacy dla naszego eksperymentu, gdyz
informuje o zmianie stosunku iloSciowego pomiedzy grupa badang (HFD)

i kontrolng (ND).

Tabela 1.3 Warunki reakcji i startery zastosowane w analizie skltadu mikrobioty
jelitowej

Cel /temperatura hybrydyzacja odcinkéw | Sekwencja starterow
starterowych/ stezenie MgCl.

grupa Clostridium coccoides - Eubacterium | F: 5’-AAATGACGGTACCTGACTAA-3’
rectale (Clostridium Klaster XIVab)
R: 5’-CTTTGAGTTTCATTCTTGCGAA-3’
/55°C/4 mM

grupa Clostridium coccoides (Clostridium | F: 5’-AAATGACGGTACCTGACTAA-3’
Kklaster XIVa)
R: 5’-CTTTGAGTTTCATTCTTGCGAA-3’
/ 50°C/2,5 mM
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grupa Clostrudium leptum-Fecalibacterium

prausnitzi (Clostridium Klaster 1V)

/50°C/ 1,5 mM

F: 5’-GCACAAGCAGTGGAGT-3’

R: 5’-CTTCCTCCGTTTTGTCAA -3’

grupa Clostridium
(Clostridium Klaster 1)

/55°C/3 mM

perfringers

F: 5’-ATGCAAGTCGAGCGAGG -3’

R: 5’-TATGCGGTATTAATCTTCCTTT -3’

Enterococcus spp.

F: 5-CCCTTATTGTTAGTTGCCATCATT-3’

/61°C /3 mM R: 5’-ACTCGTTGTACTTCCCATTGT-3’
Lactobacillus grupa F: 5’-AGCAGTAGGGAATCTTCCA-3’
/58°C /2 mM R: 5’-CACCGCTACACATGGAG-3’

Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas
(typ Bacteroidetes)

/68°C /3 mM

F: 5’-GGTGTCGGCTTAAGTGCCAT-3’

R: 5’-CGGACGTAAGGGCCGTGC-3’

Bifidobacterium spp.

/58°C /3 mM

F: 5-TCGCGTCTGGTGTGAAAG-3’

R: 5’-CCACATCCAGCATCCAC-3’

SFB (Segmented Filamentous Bacteria)

F: 5’-GACGCTGAGGCATGAGAGCAT-3’

/58°C/ 3 mM R: 5’-GACGGCACGGATTGTTATTCA-3’
Bakterie F: 5-TCCTACGGGAGGCAGCAGT-3’
/60°C/ 3 mM R: 5-GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT-3’

sonda:

(6-FAM)-5'-CGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC-
3'-(TAMRA)
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1.3  Ocena stanu zapalnego w obrebie jelit

1.3.1 Ocena dlugo$ci jelit i masy bioptatéw pobranych z jelita

W tym celu po zakonczeniu eksperymentu pobrano jelito cienkie oraz grube
i zmierzono ich dtugo$c¢. Nastepnie pobrano 2 cm jelita cienkiego (od strony wyrostka
robaczkowego) i 1 cm jelita grubego (od strony odbytu). Fragmenty doktadnie
wyptukano sterylnym DPBS i zwazono. Tak przygotowane wycinki zamrozono do

pOZniejszej analizy.

1.3.2 Ocena aktywnos$ci MPO w bioptatach pobranych z jelita

Wycinki zawieszono w 0,5 ml buforu do homogenizacji, zhomogenizowano, 3 -
krotnie zamrozono i rozmrozono, a nastepnie zwirowano, odciagnieto supernatanty
i oznaczono aktywnos¢ MPO. Doktadna metodyka zostata opisana powyzej (3.4.1

Ocena aktywnosci mieloperoksydazy (MPO) w bioptatach matzowiny usznej).

1.3.3 Ocena poziomu cytokin w poptuczynach jelitowych

W celu okreslenia sktadu mikrobioty jelitowej po 8 tygodniach diety HFD pobrano od
myszy jelito grube i cienkie. Jelito cienkie przeptukano 4 ml, natomiast jelito grube
5 ml sterylnego DPBS. Materiat przeniesiono do probéwki 15 ml i wirowano przy
4000 rpm, 5 min, RT. Supernatant przeniesiono do nowej probéwki i zamrozono
w -80°C do analizy cytokin. Z pozostatego materiatu izolowano DNA bakteryjne.
W supernatantach zmierzono poziom cytokin: IL-6, TNF-q«, IL-12p70, IFN-y i IL-10.

Kontrole stanowit materiat pobrany od myszy karmionych ND.
2 Opracowanie statystyczne wynikow

Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu programu STATISTICA. Poziom
istotno$ci dla wszystkich analiz przyjeto jako a=0,05. Test Shapiro-Wilka
zastosowano do testowania normalnosci rozkltadu zmiennych. Do pordéwnania
czterech grup w teScie nadwrazliwosci kontaktowej zastosowano analize wariancji
ANOVA lub test Kruskala-Wallisa, wraz z testami post-hoc. Do poréwnania dwéch
grup niezaleznych w testach in vitro zastosowano test t-Studenta lub U Manna-

Whitney.
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Wyniki

1 Wplyw przyjmowania diety wysokotluszczowej przez 8 tygodni na mase

ciala oraz wybranych tkanek i narzadéw myszy Rag1-/

Wyniki przedstawione na Rycina 1.1 C wskazuja, ze myszy Ragl7/- karmione dietg
HFD przez okres 8 tygodni wykazywaty znamiennie wyzszy przyrost masy ciata
w odniesieniu do myszy spozywajacych ND. Istotne roéznice obserwowano juz
w 14 dniu od zastosowania diety HFD [Rycina 1.1 C; ND vs HFD]. R6Znica pomiedzy
$rednim przyrostem masy ciala w grupie ND i HFD w 8 tygodniu eksperymentu

wynosita 22,5 + 1,3 % [p<0,0001].

C MASA CIALA
40

Przyrost masy ciata [%)]
~N w
o o

-
o

0 7 14 21 28 35 42 49 56
Czas stosowania diety [dni]

Rycina 1.1 [A] Wielko$¢ i wyglad tkanki tluszczowej trzewnej u myszy Ragl/- po
8 tygodniach przyjmowania ND lub HFD. [B] Wyglad $ledzion (géra) i watréb (dét)
u myszy po 8 tygodniach przyjmowania ND lub HFD. [C] Przyrost masy ciala myszy
karmionych ND lub HFD. Wyniki prezentowane jako srednia + SEM, n=20; **p<0,01;
***¥p<0,001.

Wiekszej masie ciata towarzyszyt wzrost zawartoSci tkanki scAT iviscAT
w organizmie [Rycina 1.2 A; ND vs HFD]. Nie stwierdzono zmian w masie $ledzion

w przeliczeniu na mase ciala [Rycina 1.2 B]. Natomiast masa watréb w przeliczeniu
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na mase ciata ulegta obnizeniu [Rycina 1.2 B; ND vs HFD]. Jednak stosowanie HFD
przez 8 tygodni nie wptywa na bezwzgledng mase watréb [ND 1,26 + 0,02 g vs
HFD 1,20 + 0,03 g; p=0,09].

A

Tkanka tluszczowa Sledziona i watroba

tkanka podskérna ND éledzionaND  #i

tkanka podskérna HFD Sledziona HFD 3

tkanka trzewna ND watroba ND 3
] *

tkanka trzewna HFD watroba HFD

1] 1 2 3 4 5 6 1] 1 2 3 4 5
masa tkanki [% masy ciata] masa tkanki [% masy ciata]

Rycina 1.2 [A] Masa tkanki podskérnej i trzewnej w stosunku do masy ciala u myszy
Rag1~/- po 8 tygodniach przyjmowania ND lub HFD. [B] Masa $ledziony i watroby
w stosunku do masy ciala u myszy po 8 tygodniach karmienia ND lub HFD. Wyniki

prezentowane jako $rednia * SEM, n=6-41; ***p<0,001.

2 Wplywu przyjmowania diety wysokotluszczowej przez 8 tygodni na profil
metaboliczny myszy Rag1/-

Badania biochemiczne wykazaty, ze przyjmowanie HFD prze 8 tygodni prowadzi do
istotnego statystycznie wzrostu poziomu ALT, cholesterolu catkowitego, cholesterolu
HDL, cholesterolu LDL oraz glukozy w surowicy krwi myszy Rag1~- [Rycina 2.1; ND vs
HFD]. Dieta HFD natomiast prowadzita do nieznamiennego statystycznie wzrostu

poziomu AST, GGTP oraz triglicerydéw [Rycina 2.1].
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Rycina 2.1 Parametry biochemiczne po 8 tygodniach stosowania HFD. Wyniki

prezentowane jako srednia * SEM, n=15-19; *p<0,05;***p<0,001.

Ponadto zaobserwowano, ze karmienie HFD przez 8 tygodni powoduje rowniez
statystycznie znamienny wzrost stezenia leptyny [Rycina 2.2 A; ND vs HFD]
w surowicy myszy Ragl”/-, nie wptywa natomiast na stezenie adiponektyny [Rycina

2.2 B].

A B i
Leptyna Adiponektyna
0 o }
%
3
4
HFD | —— HFD | i
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 0 2000 4000 6000 8000 10000 12000
stezenie [pg/ml] stezenie [pg/ml]

Rycina 2.2 Stezenie leptyny [A] i adiponektyny [B] w surowicy po 8 tygodniach

stosowania HFD. Wyniki prezentowane jako $rednia + SEM, n=14-25; ***p<0,001.
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3 Wplyw przyjmowania diety wysokotluszczowej przez 8 tygodni na profil

adipokin produkowanych przez tkanke tluszczowa

Otyto$¢ zwigzana jest ze stanem zapalnym w obrebie AT. Pomiar cytokin
w supernatantach pobranych po 48 godz. hodowli viscAT oraz scAT, postuzyt do
okres$lenia statusu immunologicznego tkanki tluszczowej u myszy z DIO. Zaréwno
w viscAT [Rycina 3.1 A; ND vs HFD] i scAT [Rycina 3.1 B ND vs HFD] stwierdzono
wzrost stezenia prozapalnej IL-6 i leptyny oraz spadek stezenia przeciwzapalnej
IL-10. Dodatkowo w viscAT stwierdzono obnizZenie adiponektyny [Rycina 3.1 A; ND vs
HFD]. W przypadku scAT, wystapit spadek stezenia cytokin prozapalnych IL-1f oraz
TNF-a [Rycina 3.1 B; ND vs HFD].

Wyniki analizy wskazujg réwniez na réznice w poziomach wydzielanych adipokin
pomiedzy tkanka scAT i viscAT. Poréwnujac stezenia wybranych adipokin mozna
stwierdzi¢, ze u myszy Ragl”/- przyjmujacych ND, tkanka viscAT wydziela wiecej IL-6
[ND scAT vs ND visc AT; p<0,001], leptyny [ND scAT vs ND viscAT; p=0,015]
i adiponektyny [ND scAT vs ND viscAT; p<0,001] anizeli tkanka scAT. Dodatkowo
stwierdzono nizsze stezenie IL-10 [ND scAT vs ND viscAT; p<0,001], IL-13 [ND scAT
vs ND viscAT; p<0,001] oraz TNF-a [ND scAT vs ND viscAT; p<0,001]w tkance viscAT
w stosunku do scAT. Natomiast w przypadku myszy Ragl”/- przyjmujacych HFD
w tkance viscAT stwierdzono jedynie wyzszy poziom wydzielania hormondw, leptyny
[HFD scAT vs ND visc AT; p<0,001] i adiponektyny [HFD scAT vs ND visc AT;
p<0,001], w odniesieniu do tkanki scAT.
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Rycina 3.1 SteZenie IL-6, IL-10, IL-1, TNF-a oraz leptyny i adiponektyny
w supernatantach z hodowli tkanki thuszczowej wisceralnej [A] i podskérnej [B] po
8 tygodniach stosowania HFD. Wyniki prezentowane jako S$rednia * SEM, n=10-

18;**p<0,01, ***p<0,001.
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4 Wplyw DIO na reakcje nadwrazliwosci kontaktowej mediowanej przez

watrobowe komorki NK

Wyniki przedstawione na Rycina 4.1 wskazujg, Ze karmienie myszy Rag17- HFD przez
8 tygodni przed uczuleniem DNFB prowadzi do istotnego statystycznie wzrostu
reakcji CHS w poréwnaniu do grupy otrzymujacej ND przed immunizacjg [Rycina
4.1 B; pozytywna ND vs pozytywna HFD]. W celu sprawdzenia czy krotszy czas
stosowania diety HFD rowniez bedzie miatl wptyw na reakcje CHS, wywotano reakcje
po 4 tygodniach od zastosowania diety. Nie stwierdzono jednak istotnych réznic

pomiedzy grupami pozytywnymi [Rycina 4.1 A].

Nadwrazliwos¢ kontaktowa Nadwrailiwo$é kontaktowa
po 4 tygodniach HFD po 8 tygodniach HFD
negatywna ND (= N negatywna ND HH .
pozytywna ND %} ; pozytywna ND H] ; ]i
negatywna HED [} ] : negatywnaHFD [T H ]::| i
* H

pozytywna HFD [ pozytywna HFD [

1] 20 40 60 80 0 20 40 60 80
obrzek uszu [pum] obrzek uszu [um]

Rycina 4.1 Nadwrazliwos¢ kontaktowa po 4 [A] i 8 [B] tygodniach stosowania HFD.
Wyniki prezentowane jako srednia + SEM, n=20-48; **p<0,01; ***p<0,001.

Wyniki badan in vivo zostaty potwierdzone w badaniu aktywnosci MPO w wycinkach
z malzowiny usznej. Srednia aktywno$é MPO w wycinkach pobranych z uszu myszy
karmionych HFD przez 8 tygodni przed immunizacjg jest wyzsza od S$redniej
aktynowosci MPO myszy karmionych ND przed uczuleniem [Rycina 4.2 B;
pozytywna ND vs pozytywna HFD]. Nie stwierdzono takiej zalezno$ci po 4 tygodniach
od zastosowania diety HFD [Rycina 4.2 A].
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A B

MPO - po 4 tygodniach HFD MPO - po 8 tygodniach HFD
negatywna ND [}~ ] negatywna ND [T} ]
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¥
H H

*
pozytywna HFD [ pozytywna HFD [
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aktywnos$é MPO [j/mg biatka] aktywnos$é MPO [j/mg biatka]

Rycina 4.2 Aktywno$¢ mieloperoksydazy (MPO) w wycinkach z malzowiny usznej
po 4 [A] i 8 [B] tygodniach stosowania HFD. Wyniki prezentowane jako srednia + SEM,
n=6-16; **p<0,01; ***p<0,001.

Dodatkowo oceniono wptyw stosowania diety HFD przez 8 tygodni na
przepuszczalno$¢ naczyn w tkance usznej po wywotaniu reakcji CHS. Wyniki
przedstawione na Rycina 4.3 wykazuja, ze przepuszczalno$¢ naczyn u myszy
karmionych HFD jest wyzsza w poréwnaniu do myszy karmionych ND zaréwno
w grupie negatywnej [Rycina 4.3; negatywna ND vs negatywna HFD] jak i pozytywnej
[Rycina 4.3; pozytywna ND vs pozytywna HFD].

Przepuszczalnos$¢ naczyn

negatywnaND [ H

*k

pozytywna ND  [E=—
negatywna HFD [ ]
pozytywna HFD [

0 10 20 30 40 50 60
stezenie Evans Blue [ng/mil]

Rycina 4.3 Przepuszczalno$s¢ naczyn po 8 tygodniach stosowania HFD. Wyniki

prezentowane jako srednia * SEM, n=14-16; *p<0,05; **p<0,01.

W dalszym etapie badan, w celu oceny intensywnosci reakcji zapalanej w tkance uszu,
dokonano pomiaru stezenia IL-10, IFN-y oraz IL-12p70 w supernatantach
z homogenatow tkankowych matzowiny usznej. Analiza wykazata znaczne obnizenie
stezenie IL-10 zaréwno w grupie negatywnej HFD [Rycina 4.4 A; negatywna ND vs
negatywna HFD] jak i pozytywnej HFD [Rycina 4.4 A; pozytywna ND vs
pozytywna HFD]. Zaobserwowano rowniez znamienny wzrost stezenia IFN-y

w grupie pozytywnej HFD w stosunku do grupy pozytywnej ND [Rycina 4.4 B;
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pozytywna ND vs pozytywna HFD]. Nie stwierdzono réznic w stezeniu IL-12p70
pomiedzy grupami [Rycina 4.4 C].

A B
IL-10 INF-y
negatywna ND | B negatywnaND [
pozytywna ND [ }* pozytywna ND - [
negatywna HFD [ Th :|* negatywna HFD | = *
pozytywna HFD I pozytywna HFD -
0 500 1000 1500 2000 0 10 20 30 40 50 60
stezenie [pg/mg biatka] stezenie [pg/mg biatka]
C
IL-12p70
negatywna ND | [

pozytywna ND [

negatywna HFD | =

pozytywna HFD I

0 200 400 600 800 1000 1200
stezenie [pg/mg biatkal

Rycina 4.4 Stezenie IL-10 [A], IFN-y [B] oraz IL-12p70 [C] w supernatantach
z homogenatow tkanki usznej po 8 tygodniach stosowania HFD. Wyniki prezentowane

jako $rednia + SEM, n=10-21; *p<0,05; ***p<0,001.

Analiza cytometryczna komorek wyizolowanych z tkanki usznej 24 godz. po
wywotaniu reakcji CHS wykazata, Ze w obrebie komoérek izolowanych z uszu u myszy
Rag1/- karmionych HFD przez 8 tygodni przed immunizacja wzrasta odsetek
komérek NK1.1*w porédwnaniu do grupy karmionej ND przed uczuleniem [Rycina
4.5 A; pozytywna ND vs pozytywna HFD]. Wzrost odsetka komdrek NK1.1*
zaobserwowano réwniez u myszy po samym stosowaniu HFD bez immunizacji
w odniesieniu do zwierzat tylko karmionych ND [Rycina 4.5 A; negatywna HFD vs
negatywna ND]. Dalsza charakterystyka komorek NK1.1*wykazata, ze populacje te
stanowig w duzej mierze komorki CD11b*, a pod wptywem otytosci dochodzi do
wzrostu ekspresji tej molekuty na komdérkach NK1.1+* [Rycina 4.5 B; negatywna HFD
vs negatywna ND; pozytywna ND vs pozytywna HFD]. Dalsza analiza komorek
NK1.1*CD11b* wykazata nieznamienny wzrost ekspresji receptora aktywujacego
NKG2D w grupie pozytywnej HFD w stosunku do grupy pozytywnej ND [Rycina
4.5 CJ.
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Ponadto stwierdzono zwiekszony naptyw neutrofiléw - CD11b*Ly-6G* [Rycina 4.5 D;
negatywna HFD vs negatywna ND; pozytywna ND vs pozytywna HFD] do tkanki
usznejoraz wyzszy odsetek makrofagéw - CD11b*F4/80*[Rycina 4.5 E; pozytywna
ND vs pozytywna HFD] w uszach myszy po HFD w stosunku do myszy karmionych
ND.
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Rycina 4.5 Analiza cytometryczna komorek wyizolowanych z malzowiny uszne;j.

[A] Procentowa zawarto$¢ komérek NK1.1+. [B] Procentowa zawarto$s¢ komoérek
CD11b* w obrebie populacji komdrek NK1.1+. [C] Procentowa zawarto$¢ komodrek
NKG2D+ w obrebie komodrek NK1.1*CD11b+. [D] Procentowa zawarto$¢ komorek
CD11b+*Ly-6G*. [E] Procentowa zawarto$¢ komoérek CD11b+F4/80+. Wyniki

prezentowane jako $rednia + SEM, n=-6-7; *p<0,05; **p<0,01.

Analiza komorek infiltrujagcych ELN, rowniez wykazata wzrost odsetka komorek
NK1.1*po stosowaniu diety HFD [Rycina 4.6 A; negatywna HFD vs negatywna ND;
pozytywna ND vs pozytywna HFD]. Stwierdzono takze wzrost ekspresji receptora
NKG2D na komorkach NK1.1* [Rycina 4.6 B; negatywna HFD vs negatywna ND;
pozytywna ND vs pozytywna HFD].
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Rycina 4.6 Analiza cytometryczna komdrek wyizolowanych z ELN. [A] Procentowa
zawarto$¢ komorek NK1.1+. [B] Procentowa zawarto$s¢ komorek NKG2D+ w obrebie
populacji komérek NK1.1+. Wyniki prezentowane jako $rednia * SEM, n=6; *p<0,05;
**p<0,01.

5 Wplyw DIO na profil cytokinowy i fenotyp komdrek watrobowych
bioracych udzial w reakcji nadwrazliwosci kontaktowej mediowanej

przez komorki NK

W celu oceny wptywu przyjmowania HFD na komoérki immunologiczne rezydujace
w watrobie wykonano hodowle komoérek LMNC wyizolowanych cztery dni po
immunizacji myszy karmionych HFD lub ND przez 8 tygodni. Liczba wyizolowanych

komorek z poszczegdlnych grup badanych nie réznita sie istotnie [Rycina 5.1].

liczba komorek wyizolowanych z watrob

negatywna ND [—
pozytywna ND _—
negatywna HFD | [

pozytywna HFD .

0,00 2,00 4,00 6,00 8,00

liczba komérek [x105]

Rycina 5.1 Liczba komérek LMNC wyizolowanych z poszczegoélnych grup badanych.

Wyniki prezentowane jako srednia + SEM, n=13-14.

Komorki LMNC hodowane byty w obecnosci antygenu DNP-BSA przez 48 godz.
W supernatantach z hodowli zostato oznaczone stezenie cytokin. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze przyjmowanie HFD przed immunizacja haptenem powoduje

statystycznie znamienny wzrost produkcji IFN-y [Rycina 5.2 A; pozytywna HFD vs
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pozytywna ND]. Dodatkowo stwierdzono, ze samo stosowanie diety HFD nie wplywa
na produkcje IFN-y - brak réznic pomiedzy grupa negatywng HFD i negatywng ND
[Rycina 5.2 A]. Zwiekszong produkcje IL-12p70 zaobserwowano zaréwno w grupie
myszy nieimmunizowanych oraz immunizowanych po uprzednim przyjmowaniu
HFD [Rycina 5.2 B; negatywna ND vs negatywna HFD, pozytywna ND vs
negatywna HFD]. Ponadto wykazano, Ze w supernatantach z hodowli LMNC
izolowanych zaréwno od myszy nie immunizowanych oraz immunizowanych
uprzednio karmionych HFD wystepuje nizsze stezenie adiponektyny [Rycina 5.2 C;
negatywna ND vs negatywna HFD, pozytywna ND vs pozytywna HFD]. Stwierdzono
réwniez nieznaczny spadek produkcji IL-10 [Rycina 5.2 D] po zastosowaniu HFD.
Natomiast w przypadku stezenia TNF-a [Rycina 5.2 E] oraz IL-6 [Rycina 5.2 F] nie
wykazano réznic pomiedzy badanymi grupami. Poziom IL-1f oraz leptyny byt ponizej

poziomu detekcji.

A INF-y B IL-12p70
negatywnaND [ H negatywna ND [+
pozytywna ND [ pozytywna ND  [EH }
*
negatywna HFD [} :| negatywna HFD [ — 1} } *
pozytywna HFD [ pozytywna HFD
0 50 100 150 200 o 100 200 300 400
stezenie [pg/mil] stezenie [pg/mi]
C Adiponektyna D IL-10
negatywna ND | =l negatywna ND | [ — |

Y e — : N — N

pozytywna HFD IS

pozytywna ND I } i] pozytywna ND I

pozytywna HFD I

o 20 40 60 80 100 120 140 0 100 200 300 400
stezenie [pg/mi] steienie [pg/mi]

E TNF-a F IL-6
ND [t negatywnaND [ 4t
pozytywna ND I pozytywna ND [ ——
negatywnaHFD [ ——1 ——— HFD | [ |
pozytywna HFD N pozytywna HFD I
o 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500 600 700

stezenie [pg/ml] stezenie [pg/mil]

Rycina 5.2 Stezenie IFN-y [A], IL-12p70 [B], adiponektyny [C], IL-10 [D], TNF-a [E]
i IL-6 [F] w supernatantach z hodowli LMNC. Wyniki prezentowane jako $rednia + SEM,
n=4-16; **p<0,01; ***p<0,001.
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Analiza cytometryczna komoérek LMNC wykazata natomiast, Ze zastosowanie przez
8 tygodni diety HFD przed immunizacjg wptywa na wzrost odsetka komérek NK1.1+*
we frakcji LMNC [Rycina 5.3 A; pozytywna ND vs pozytywna HFD]. Nastepnie
oceniono poziom dojrzatosci komoérek NK1.1* izolowanych z watroby [Rycina
53AiB]. W obrebie populacji komoérek NK1.1* zidentyfikowano cztery rdzne
subpopulacje komoérek: CD11b-CD27-, CD11b-CD27+, CD11b*CD27+ i CD11b* CD27-.
Subpopulacje te okreslajg stopien dojrzatosci komérek NK (gdzie komorki CD11b-
CD27- to najnizszy stopien dojrzatosci) ich zdolno$¢ do produkcji cytokin oraz
aktywno$¢ cytotoksyczng. Stwierdzono, ze HFD nie wplywa na procentowa zawarto$¢
poszczeg6lnych  populacji komdrek NK umyszy ,naiwnych” (myszy
nieimmunizowanych) [Rycina 5.3 B]. Zaobserwowano natomiast, ze dieta HFD
zastosowana przed immunizacja powoduje wzrost odsetka komodrek najbardziej
dojrzatych o fenotypie CD11b*CD27- oraz spadek odsetka komoérek najmniej
dojrzatych o fenotypie CD11b-CD27- [Rycina 5.3 C; ND vs HFD].
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Rycina 5.3 Analiza cytometryczna komodrek NK1.1+ wyizolowanych z watroby.
[A] Procentowa zawarto$¢ komodrek NK1.1+. Procentowa zawarto$¢ komodrek NK1.1+na
kolejnych poziomach dojrzalosci w grupach myszy nieimmunizowanych [B]
i w grupach myszy immunizowanych [C]. Wyniki prezentowane jako $rednia + SEM,

n=5-6; **p<0,01.
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Dalsza analiza cytometryczna komoérek NK1.1* wykazata, ze komorki izolowane po
immunizacji od myszy otytych, wykazywaty wyzsza ekspresje wewnatrzkomoérkowa
IFN-y [Rycina 5.4 A i B; pozytywna ND vs pozytywna HFD]. Nie stwierdzono
natomiast takiej zalezno$ci w grupach negatywnych [Rycina 5.3 A i B]. Ponadto
komérki NK1.1* izolowane od myszy ,naiwnych” karmionych HFD charakteryzowaty
sie wyzsza ekspresjg granzymu B w stosunku do myszy na ND [Rycina 5.4 C;
negatywna ND vs negatywna HFD]. Natomiast w grupie pozytywnej ND i HFD
ekspresja tego markera byla na zblizonym poziomie [Rycina 5.4 C]. Wykazano
natomiast wzrost ekspresji receptora aktywujacego NKG2D na komérkach NK1.1+*
izolowanych od myszy karmionych HFD przed immunizacjg w stosunku do myszy

karmionych ND [Rycina 5.4 D; pozytywna ND vs pozytywna HFD].

A IFN-y* B negatywna ND pozytywna ND
A
. 50 . ] 28.3% ’ “"I 29.1%
b « H r'
’;z“ 40 E 2] Fx f. h
a 8 4 O
= - £
30 ¢ 8 - s 4 A4
520 0 8 . g i |
br] Y —
o K [
10 il
0 INF-y-APC "
-
@Q ‘\0 ‘(0 %«0
a5 o7 ® >
& B & )
<& < & <&
e Y &
& o & o
& < & d
c GranzymB* D NKG2D*
50 b 50
] o 3 —_—
240 — 240
z - z o)
%30 & £ § 330 , o
: ¢ ) £ .
;E 20 ] ;E 20 a o
<]
10 10
0 0
9 9 Q 9 Q Q Q Q
e"'e e"\; o o o * \‘Ve S &
& & & & & o8 & &
¥ < < < IS < < &
&£ o o & & v o &
$ < & K < < & <

Rycina 5.4 Analiza cytometryczna komdrek NK1.1+ izolowanych z watroby.
[A] Procentowa zawarto$¢ Kkomodrek IFN-y* w obrebie komérek NK1.1+
[B] Reprezentatywne histogramy przedstawiajace ekspresje IFN-y+ w komoérkach
NK1.1+. [C] Procentowa zawarto$¢ komoérek granzym B+ w obrebie komérek NK1.1+.
[D] Procentowa zawarto$¢ komorek NKG2D+* w obrebie komoérek NK1.1+*. Wyniki

prezentowane jako Srednia * SEM, n=5-6; *p<0,05; **p<0,01.

Dalsza analiza komdrek LMNC wykazata spadek odsetka komdérek CD11b* (innych niz
NK) z ekspresjg IL-10 u myszy karmionych HFD przed immunizacja w stosunku do
myszy karmionych ND [Rycina 5.5 A; pozytywna ND vs pozytywna HFD]. Ponadto

stwierdzono nieznamienny spadek ekspresji IL-10 wewnatrz komorek NK1.1*
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izolowanych od myszy ,naiwnych” karmionych HFD w stosunku do myszy

karmionych ND [Rycina 5.5 B].

A B
IL-10* IL-10*
5 7
o o

- -
g * 3 —_r g s °
2 ? z
£o
=3 3 0 - 4 ]
a o ] f
© 2 o ) g E 3
s 4 e} 2 o
£ o ® 2 g S g
5 o 1 <]
®

0 0

o Q ° 9 o Q Q N
o & & & o o & &
& & N N & & S o)
& & N @\ & & &S &
< < < <
o o ¥ < o A v <
& o [ " < o 6
& Q & ) Q Q & °

Rycina 5.5 Analiza cytometryczna komorek LMNC. [A] Procentowa zawartos¢ komorek
IL-10*w obrebie komérek NK1.1-CD11b+. [B] Procentowa zawarto$¢ komoérek IL-10+
w obrebie komoérek NK1.1+. Wyniki prezentowane jako $rednia * SEM, n=5-6; *p<0,05;
**p<0,01.

6 Wplyw DIO na aktywnos¢ komdrek watrobowych bioracych udziat

w reakcji nadwrazliwosci kontaktowej mediowanej przez komorki NK

Dotychczasowe badania przeprowadzone w Katedrze Biologii U] CM pokazaty,
ze komorki NK izolowane z watroby myszy uczulonych haptenem sg w stanie
przenie$S¢ reakcje nadwrazliwosci kontaktowej na ,naiwnych” biorcow [27].
Przedstawiona powyzej analiza cytometryczna wykazata istotne zmiany w sktadzie
komorek LMNC po zastosowaniu diety HFD przez 8 tygodni przed immunizacja.
W zwigzku z tym aby sprawdzi¢ czy przeniesienie komdrek LMNC indukowanych
umyszy otytych jest wystarczajace do przeniesienia wzmozonej reakcji CHS na
»naiwnych” nieotytych biorcow wykonano transfer iv. komoérek izolowanych cztery
dni po immunizacji od myszy uprzednio karmionych HFD. Dodatkowo podjeto probe
sprawdzenia, czy przeniesienie komérek LMNC indukowanych u myszy nieotytych
jest w stanie zmodyfikowa¢ reakcje CHS u otytych biorcow W tym celu przeniesiono

i.v. komorki LMNC od myszy karmionych ND przed immunizacja do otytych biorcow.

Wyniki przedstawione na Rycina 6.1 wskazuja, ze komorki LMNC izolowane od myszy
karmionych dietag HFD przed immunizacja sg w stanie przenie$¢ reakcje CHS na

»naiwnych” nieotytych biorcéw [Rycina 6.1; kontrola negatywna ND vs grupa

65



badana ND], jednak reakcja ta nie ulega wzmocnieniu w stosunku do grupy kontroli
pozytywnej, w ktérej komérki LMNC od myszy po ND byly przenoszone do biorcow
otrzymujacych ND. Réwniez komérki LMNC izolowane od myszy karmionych dietg
HFD przed immunizacja przenosza reakcje CHS na ,naiwnych” otytych biorcow
[Rycina 6.1; kontrola negatywna HFD vs grupa badana HFD]. Dodatkowo reakcja ta

jest silniejsza w porownaniu do grupy badanej ND [Rycina 6.1; grupa badana ND vs

grupa badana HFD].

GRUPA TRANSFER KOMOREK ~ WYWORANIE CHS

kontrola negatywna ND - + —

kontrola pozytywna ND LMNC (ND) + ,_%] * l;

grupa badana ND LMNC (HFD) + A A A AN —

kontrola negatywna HFD ; + [ — ]*
grupa badana HFD LMNC (ND) + [ }_4%]

) 10 20 30 40 50 60 70 80
obrzek uszu [um]

Rycina 6.1 Adoptywny transfer komoérek LMNC. Wyniki prezentowane jako
$rednia + SEM, n=10-30; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

7 Wplyw diety wysokotluszczowej na sklad mikrobioty jelitowej

Badania ostatnich lat wskazujg, ze dieta ma znaczacy wplyw na skiad mikrobioty
bakteryjnej przewodu pokarmowego. Zmiany te z kolei mogg wptywac na przebieg
reakcji CHS. Dlatego w kolejnym etapie badan okreSlano wptyw przyjmowanej diety

na profil naturalnej mikrobioty jelitowe;j.

W zwigzku z tym zbadano, wptyw przyjmowania HFD na ilo$¢ bakterii tlenowych
oraz beztlenowych w jelitach myszy Ragl7/-. Uzyskane wyniki wskazujg,
ze stosowanie diety HFD przez 8 tygodni nie wplywa istotnie na ilo$¢ bakterii
tlenowych [Rycina 7.1 A] i beztlenowych [Rycina 7.1 B] izolowanych zaréwno z jelita

grubego i cienkiego.

66



bakterie tlenowe bakterie beztlenowe

2n Z1n

% 10 S 10

2 2 -

= ] [ ] A VeV
= E L] = £ ahy i
~ A v = 9 - Y
28 | Wy 3|98 Aep T
2o 8 L] %= 2 8 A v
3 - 2% qm . SV A
F] _-g- 7 Te " Ak v ® 'E 7 - = A
; 2 .. ™ v g a 6 - I- v
-2 * u . []

2 . v 2 s

) %

L 4 T S 4 T T

o & o & S &£ S &

jelito cienkie jelito grube jelito cienkie jelito grube

Rycina 7.1 Ilo$¢ bakterii tlenowych [A] i beztlenowych izolowanych z jelita cienkiego
i grubego myszy po HFD i ND. Wyniki prezentowane jako srednia + SEM, n=18-20.

Rycina 7.2 i Rycina 7.3 przedstawiajg wyniki analizy qPCR dla poszczegdlnych grup
bakterii, odpowiednio izolowanych z zawartosci jelita cienkiego i grubego. Wyniki
analizy wskazuja na spadek iloSci bakterii  Clostridium coccoides -
Eubacterium rectale (klaster XIVab) oraz j€j podgrupy
Clostridium coccoides (klaster XIVa) zaréwno w jelicie cienkim jak i grubym po
8 tygodniach HFD. W jelicie cienkim igrubym zaobserwowano réwniez spadek
relatywnego  poziomu 16S rDNA dla grupy  Bacteroides-Prevotella-
Porphyromonas (typ Bacteroidetes) oraz wzrost Enterococcusspp. u myszy

karmionych HFD [Rycina 7.2; ND vs HFD; Rycina 7.3; ND vs HFD].

Ponadto w jelicie cienkim stwierdzono wzrost iloSci bakterii z grupy Clostridium
klaster I [Rycina 7.2; ND vs HFD]. Natomiast nie stwierdzono r6znic w obrebie

bakterii Clostridium klaster 1V, SFB, Lactobacillus oraz Bifidobacterium spp.

W jelicie grubym stwierdzono réznice w relatywnym poziomie 16S rDNA dla
Lactobacillus oraz SFB, w zalezno$ci od stosowanej diety. Zastosowanie diety HFD
powoduje spadek poziomu bakterii grupy Lactobacillus oraz wzrost bakterii SFB
[Rycina 7.3; ND vs HFD]. Nie stwierdzono réznic w poziomie bakterii Clostridium

klaster 1V, Clostridium klaster I oraz Bifidobacterium spp.
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Rycina 7.2 Poziom 16S rDNA poszczegélnych grup bakterii w zawartosci jelita
cienkiego u myszy Rag1~/- karmionych ND lub HFD. Wyniki prezentowane jako $rednia,

n=16-18; *p<0,05; ***p<0,001.
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Rycina 7.3 Poziom 16S rDNA poszczego6lnych grup bakterii w zawartosci jelita grubego
u myszy Rag1/- karmionych ND lub HFD. Wyniki prezentowane jako Srednia, n=17-20;
*p<0,05; **p<0,01;***p<0,001.

8 Wplyw diety wysokotluszczowej na btony sluzowe jelit

Dysbioza przewodu pokarmowego moze wptywac¢ na lokalne mechanizmy obronne
zwigzane z blonami Sluzowymi, w zwigzku z tym dodatkowo sprawdzono czy HFD

wptywa na btone $luzowag jelit.

Rycina 8.1 przedstawia $rednia mase bioptatow oraz dilugos¢ jelita cienkiego
igrubego po 8 tygodniach przyjmowania HFD lub ND. Stosowanie diety HFD
powoduje spadek masy bioptatdw jelita cienkiego [Rycina 8.1 A; ND vs HFD] i jelita
grubego [Rycina 8.1 B; ND vs HFD]. DIO powoduje takze skrocenie dtugosci jelita
cienkiego [Rycina 8.1 C; ND vs HFD] i grubego [Rycina 8.1 D; ND vs HFD]
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Rycina 8.1 Masa bioptatéow jelita cienkiego [A] i grubego [B] oraz dlugos$¢ jelita
cienkiego [C] i jelita grubego [D]. Wyniki prezentowane jako Srednia * SEM, n=14-34;
**¥p<0,001.

Analiza supernatantow z homogenatéw tkankowych pobranych z jelita cienkiego
wykazata, ze stosowanie diety HFD przez 8 tygodni powoduje wzrost stezenie MPO
w Scianie jelita [Rycina 8.2 A; ND vs HFD]. Zaleznosci takiej nie stwierdzono

w przypadku jelita grubego [Rycina 8.2 B].

A MPO - jelito cienkie B MPO - jelito grube
ND —t— ND [
H
4
HFD —— HFD ——
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025 0,000 0,005 0,010 0,015 0,020

aktywno$é MPO [j/mg biatka] aktywno$é MPO [j/mg biatka]

Rycina 8.2 Aktywno$¢ mieloperoksydazy (MPO) w bioptatach jelita cienkiego [A]
i grubego [B]. Wyniki prezentowane jako Srednia + SEM, n=14-34; ***p<0,001.

W celu dalszej oceny statusu immunologicznego jelit, zmierzono poziom cytokin
w poptuczynach jelita cienkiego i grubego. Podawanie HFD przez 8 tygodni powoduje
spadek stezenia IL-10 [Rycina 8.3; jelito cienkie ND vs HFD] w jelicie cienkim, nie
wptywa natomiast na poziom IL-12p70 i IFN-y. W przypadku jelita grubego nie

stwierdzono wptywu HFD na stezenie IL-10, natomiast zaobserwowano wzrost
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stezenia IL-12p70 oraz IFN-y [Rycina 8.3; jelito grube ND vs HFD]. Poziom IL-6 oraz
TNF-a byt ponizej poziomu detekc;ji.

Cytokiny w poptuczynach z jelit
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Rycina 8.3 Stezenie IL-12p70, IFN-y oraz IL-10 w popluczynach jelita cienkiego
i grubego. Wyniki prezentowane jako Srednia + SEM, n=8-21; *p<0,05.
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DysKusja

Obecnie wiadomo, Ze otytos$¢ stanowi istotny czynnik ryzyka dla wielu choréb,
moze rowniez wplywac na ciezko$¢ i przebieg wielu schorzen, jak réwniez na ich
proces leczenia [41]. Uwaza sie rowniez, ze rozwdj otytoSci jest zwigzany ze
zmianami w sktadzie naturalnej mikrobioty jelit. Badania prowadzone w ciggu wielu
lat wykazaty, ze bakterie Zyjace w przewodzie pokarmowym majg znaczacy udziat
w utrzymaniu homeostazy uktadu odpornosciowego [114]. Otyto$¢ uwarunkowana
dieta wysokottuszczowa wywiera istotny wplyw na sktad naturalnej mikrobioty jelit
i w konsekwencji na funkcjonowanie uktadu immunologicznego [156]. Fakt ten moze
stanowi¢ wyjasnienie dla coraz wiekszej czesto$ci wystepowania choréb zapalnych
m.in. alergii u os6b otytych. Cho¢ uwaza sie, ze niektére czynniki metaboliczne
zwigzane z otyloScig, takie jak poziomy adipokin, insulinoopornos$¢, mikrobiota
jelitowa i przewlekty stan zapalny o niskim nasileniu mogg taczy¢ otyto$¢ i choroby
alergiczne, to doktadne mechanizmy biorgce udzial w tej relacji nie s3 do konca
okreslone. Badania ostatnich lat wskazuja, ze DIO modyfikuje klasyczng, mediowang
przez komorki T, reakcje CHS [108, 109, 110]. Wykazano takze zaburzenia
funkcjonowania komoérek uktadu odpornosciowego w tym komoérek ILC1 (do ktérych
mozemy zaliczy¢ watrobowe komdrki NK) u otytych ludzi [80, 81, 82, 83]
i zwierzat [215, 216, 217].

W niniejszej pracy doktorskiej podjeto probe okreSlenia wptywu DIO oraz
wynikajgcych z tego zmian mikrobioty jelitowej na mechanizmy immunologiczne
lezace u podstaw reakcji CHS mediowanej przez watrobowe komérki NK. W tym celu
uzyto myszy Ragl”/- nie posiadajacych komoérek T i B, natomiast do wywotania
otyto$ci zastosowano diete HFD, w ktorej 60% energii pochodzito z ttuszczéw.
Wcze$niejsze badania wykazaty, ze myszy Ragl”/-s3 podatne na indukcje otytosci
przy zastosowaniu odpowiedniej diety [218, 219, 220, 221, 222]. Wyniki niniejszej
pracy réwniez wskazuja, ze zastosowanie diety HFD przez 8 tygodni u myszy Rag1+/-
prowadzi do indukcji otytosci [Rycina 1.1]. Istotne rdznice w zmianie masy ciata
pomiedzy grupa HFD i ND obserwowano od 14 dnia podawania diety do konca
trwania eksperymentu. Przyrost masy ciata wynika w duzej mierze ze wzrostu
procentowej zawarto$ci tkanki scAT i viscAT w organizmie badanych zwierzat

[Rycina 1.2]. OtylosSci, wywotanej podawaniem HFD, towarzyszy réwniez wzrost
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stezenia cholesterolu catkowitego, LDL i HDL, przy jednoczesnym braku réznic
w stezeniu triglicerydéw [Rycina 2.1], co jest zgodne z wcze$niej opublikowanymi
danymi [220]. Analiza biochemiczna [Rycina 2.1] potwierdza réwniez wcze$niejsze
doniesienia, o wzroS$cie stezenia glukozy w surowicy krwi po stosowaniu HFD [218,

221, 222].

Watroba jest jednym z najwazniejszych narzagdéw w organizmie i odpowiada za
metabolizm oraz detoksykacje substancji wnikajacych do organizmu. Choroby
watroby wynikajgce z otytoSci stanowig istotny problem globalny. Liu X i wsp.
wykazali, ze stosowanie diety HFD przez 11 tygodni u myszy Ragl”/- prowadzi do
wzrostu masy watroby bez wptywu na jej udzial procentowy w masie ciata
zwierzat [221]. Natomiast wyniki niniejszej pracy wskazuja, Ze stosowanie diety HFD
przez 8tygodni nie wptywa na bezwzgledng mase watroby, co przektada sie na
nizszy odsetek w przeliczeniu na mase ciata [Rycina 1.1]. W celu oceny kondycji
watroby wykonuje sie oznaczenia enzymoéw takich jak ALT, AST, GGTP, ktérych
wzrost aktywno$ci w surowicy wskazuje na uszkodzenia watroby. ALT jest
najbardziej wrazliwym (cho¢ nie specyficznym) markerem uszkodzenia tego
narzadu [223]. W niniejszej pracy zaobserwowano wzrost aktywnosci ALT [Rycina
2.1] w surowicy myszy po zastosowaniu HFD przez 8 tygodni w stosunku do myszy
kontrolnych, co moze wskazywac¢ na postepujacy stan zapalny w watrobie u otytych

zwierzat.

Tkanka tluszczowa wydziela liczne hormony i biologicznie aktywne zwigzki
regulujace funkcjonowanie samej AT oraz wykazujgce dziatanie ogdlnoustrojowe.
Otytosci towarzyszy stan zapalny o niskim nasileniu ktory, prowadzi do chroniczne;j
aktywacji uktadu immunologicznego. Stan ten prawdopodobnie jest zapoczatkowany
w AT, gdzie w wyniku nadmiernej akumulacji tluszczu dochodzi do
lipotoksycznosci [42, 43, 45]. Stezenie adipokin, w szczegdlnosci leptyny
i adiponektyny, w surowicy stanowi marker aktywnosci adpiocytow. W przypadku
obu hormondw wystepuje silna korelacja pomiedzy iloscig tkanki ttuszczowej, a ich
stezeniem w organizmie [53]. Dodatkowo hormony te majg stwierdzone dziatanie
immunomodulujace [59, 64]. W niniejszej rozprawie, zgodnie z wcze$niejszymi
doniesieniami [221, 222], stwierdzono znaczny wzrost stezenia leptyny w surowicy

myszy Rag1l/-oraz brak réznic w stezeniu adiponektyny [Rycina 2.2]. Liczne badania
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wskazuja, ze w zaleznoSci od pochodzenia AT, charakteryzuje sie ona odmiennym
profilem produkowanych adipokin, jak réwniez odmiennym metabolizmem.
Najbardziej ogélny podziat réznicuje biatg tkanke ttuszczowa na scAT i viscAT [224].
Jak bardzo odmienne s3 te dwie tkanki wskazuje fakt, ze przeszczepienie tkanki scAT
z okolicy pachwinowej do jamy brzusznej prowadzi do poprawy funkcji
metabolicznych oraz zmniejsza stan zapalny w organizmie [ 225, 226 ].
W dotychczasowych badaniach podkreslany jest szczegdlnie niekorzystny wptyw
viscAT na organizm. Postuluje sie, Zze u otylych ludzi produkowane przez viscAT
mediatory m.in. IL-6, leptyna, oraz FFAs, ze wzgledu na bliskie potozenie,
transportowane sg bezposrednio do watroby przez krazenie wrotne. Potgczenie to
moze czeSciowo ttumaczy¢ zwigzek miedzy otytoScig ,wisceralng” a wystepowaniem
choréb watroby [227, 228]. Wyniki niniejszej pracy réwniez uwidocznilty réznice w
wydzielaniu adipokin przez scAT iviscAT [Rycina 3.1 A i B]. Por6wnujac stezenia
wybranych adipokin mozna stwierdzi¢, Ze u nieotytych myszy Ragl~-tkanka viscAT
wydziela wiecej IL-6, leptyny, oraz adiponektyny oraz mniej IL-10 w poréwnaniu do
tkanki scAT. Natomiast w przypadku otylych myszy Ragl~/- stwierdzono jedynie
wyzszy poziom wydzielania hormondw, leptyny i adiponektyny, przez tkanke viscAT

w poréwnaniu do scAT.

Zgodnie z wczesniejszymi doniesieniami [53, 229], indukcja otytosci u myszy Rag1~/-
prowadzi do znacznego wzrostu prozapalnej IL-6 oraz leptyny, natomiast powoduje
spadek stezenia przeciwzapalnej IL-10, zar6wno w przypadku tkanki viscAT jak

i scAT [Rycina 3.1 Ai B].

Paradoksalnie, poziom klasycznych cytokin prozapalnych IL-1f i TNF-a w tkance
scAT izolowanej od myszy nieotytych jest wyzszy w poroéwnaniu do viscAT, oraz ich
stezenie w AT jest znacznie nizsze od IL-6, a nawet od przeciwzapalnej IL-10 [Rycina
3.1 A i B]. Dodatkowo w wyniku stosowania HFD poziom IL-18 i TNF-a ulega
obnizeniu w tkance scAT. Podobne wyniki, uzyskali Liu X i wsp., ktérzy wykazali,
ze poziom ekspresji mRNA dla IL-1B i TNF-a w tkance viscAT myszy Rag1~/- nie ulega
zmianie po przyjmowaniu HFD przez 14 tygodni, natomiast w scAT ulega
obnizeniu [230]. Wyniki te wskazujg, Ze cytokiny te moga nie uczestniczy¢ w rozwoju

stanu zapalnego w tkance ttuszczowej u myszy Rag1~/-.
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Komorki ukitadu odporno$ciowego znajdujace sie w watrobie w normalnych
warunkach utrzymuja ,tolerogenne” S$rodowisko, promujac wyjatkowo, przy
obecnosci licznych antygenéw pochodzacych z diety i drobnoustrojow przewodu
pokarmowego, odpowiedZ przeciwzapalna. Srodowisko to wptywa réwniez na
komdrki NK rezydujagce w watrobie, zmniejszajac ich potencjat prozapalny, przy
jednoczesnym zachowaniu zdolnosci do nadzoru immunologicznego [231]. Komérki
watrobowe NK stanowig osobng populacje komorek, réznigca sie pod wzgledem
fenotypu i funkcji od obwodowych komdrek cNK. Pod tymi wzgledami przypominaja
za to Dbardziej komorki ILC. Cho¢ stanowig liczng populacje komorek
odpornosciowych watroby to ich rola w przebiegu infekcji i patogenezie choréb
watroby jest nadal stabo poznana [22]. Stosunkowo niedawno odkryto, ze komérki
NK izolowane z watroby biorg udzial w odpowiedzi swoistej skierowanej przeciwko
haptenom [23, 24, 27] lub wirusom [24], oraz mogg rozwija¢ pamie¢ immunologiczng

po stymulacji przez cytokiny [34, 35].

Wyniki prezentowane w niniejszej pracy wskazuja, ze DIO zaostrza reakcje
CHS mediowang przez watrobowe komorki NK. Postugujac sie modelem aktywnym
CHS invivo wykazano, Ze u myszy Ragl~/-stosowanie HFD przez 8 tygodni diety
powoduje wyzszy przyrost grubo$ci matzowiny usznej w stosunku do myszy
karmionych ND [Rycina 4.1 B]. Natomiast w przypadku skrocenia czasu karmienia
dieta HFD do 4 tygodni, nie obserwuje sie znamiennych réznic pomiedzy grupg ND
i HFD [Rycina 4.1 A]. Wyniki te korelujg z aktywno$cia MPO w malZowinie usznej
[Rycina 4.2]. Cociekawe ro6znice w aktywnosci MPO miedzy myszami
immunizowanymi przed wywotaniem reakcji a myszami nie immunizowanymi, nie
pokrywaja sie z odsetkiem neutrofili (CD11b*Ly-6G*) izolowanych z tkanki usznej
bedacych gléwnymi komdrkami produkujacymi ten enzym. Pomimo braku réznic
w odsetku komoérek CD11b*Ly6G* pomiedzy grupa negatywng i pozytywna [Rycina
4.5 D] w niniejszej pracy wykazano wzrost odsetka tych komérek u myszy z DIO.
Rouzaire i wsp., rowniez stwierdzili, brak charakterystycznego naptywu neutrofilow
do matzowiny usznej u nieotytych myszy Rag2/- po wywotaniu reakcji CHS [25].
Dalsza analiza cytometryczna tkanki usznej, nie wykazata takze ro6znic w odsetku
komérek NK1.1* pomiedzy grupa negatywng i pozytywng [Rycina 4.5 A]. Nie

stwierdzono takze réznic w ekspresji markeré6w CD11b oraz NKG2D, na komoérkach

75



NK1.1* [Rycina 4.5 B i C]. Wyniki te wskazuja, Ze molekuly te, cho¢ istotne w
przebiegu CHS [23, 24, 27], nie s3 wystraczajace do identyfikacji komorek
efektorowych. Dotychczasowe prace wskazujg na akumulacje efektorowych komérek
NK w miejscu ponownej depozycji haptenu, jednak wykorzystuja do tego celu model
adoptywnego transferu komoérek watrobowych znakowanych fluorescencyjnie lub
przy wuzyciu szczepow kongenicznych, co utatwia identyfikacje komorek
efektorowych izolowanych ze skéry, bez koniecznosci okreSlania ich doktadnego
fenotypu [24, 25]. W 2018 roku, w modelu CHS indukowanym OX u mysz Ragl”/-,
Wang i wsp. wykazali wzrost komérek CD45*NK1.1*NKp46+CD49a*IL-7Ra*
w malzowinie usznej po wywotaniu reakcji. Podobne wyniki uzyskali Wight i wsp.,,
w modelu indukowanym DNFB, ktoérzy przy uzyciu barwienia
immunohistochemicznego pokazali wzrost infiltracji komérek NKp46* do skéry

u myszy Rag1~/- poddanych wcze$niejszej immunizacji.

Natomiast w niniejszej pracy w zastosowanym modelu DIO wida¢, znaczny wzrost
komérek NK1.1* [Rycina 4.5 A], neutrofili [Rycina 4.5 D] i makrofagéw [Rycina 4.5 E]
w nacieku zapalnym, ktéry odpowiada za wiekszy przyrost grubosci uszu
obserwowany in vivo u myszy otytych. Wyniki te sg zgodne z wynikami uzyskanymi
z ELN [Rycina 4.6]. Ponadto zaobserwowano, ze w tkance usznej otylych myszy
dochodzi do wydzielania wiekszej iloSci prozapalnego INF-y [Rycina 4.4 B] i mniejszej
iloSci przeciwzapalnej IL-10 [Rycina 4.4 A] w poréwnaniu do myszy nieotytych. DIO
umyszy Ragl”/- wptywa réwniez na zwiekszenie przepuszczalno$ci naczyn [Rycina

4.3].

Nastepnie analiza komérek LMNC wykazata, ze w fazie indukcji komdrek
efektorowych w badanym modelu CHS, w wyniku pierwszego kontaktu z hapten
DNFB, nie dochodzi do zwiekszenia liczby komoérek LMNC [Rycina 5.1],
ani procentowej zawarto$ci komoérek NK1.1+ [Rycina 5.3 A] u myszy
immunizowanych w stosunku do myszy ,naiwnych”. Komoérki te nie wykazuja
réwniez wiekszej ekspresji IFN-y [Rycina 5.4 A], oraz receptora NKG2D [Rycina
5.4 D]. Wyniki te sg spojne, z wcze$niejszymi doniesieniami. O’Leary i wsp. ktorzy
wykazali, ze cho¢ receptor NKG2D bierze udziat w reakcji CHS to jego ekspresja nie
wzrasta po immunizacji [23]. Natomiast kolejne badania pokazaty, Ze reakcja ta jest

zalezna m.in. od IFN-y, ale podczas immunizacji nie dochodzi do wzrostu odsetka
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komoérek NK produkujgcych te cytokine [27]. Interesujacy jest natomiast fakt,
ze restumulacja komérek LMNC in vitro antygenem DNP-BSA, prowadzi do znacznego
wzrostu stezenia tej cytokiny w supernatantach z hodowli komdérkowej u myszy
otytych [Rycina 5.2 A]. Wyniki te potwierdzita réwniez analiza cytometryczna, ktéra
wykazata wzrost odsetka komoérek NK1.1+* z ekspresjg IFN-y* [Rycina 5.4 A]. R4Znice
w ekspresji I[FN-y* pomiedzy grupami s3 mniej wyrazne, w poréwnaniu do réznic
uzyskanych w stezeniu IFN-y w supernatantach z hodowli LMNC, co moze wynikac
z jednej strony z roznicy w sposobie stymulacji komdrek (w hodowli uzyto antygenu,
a w analizie cytometrycznej uzyto nieswoistych stymulatoréw - PMA i jonomycyne),
z drugiej natomiast z faktu, ze komdrki NKI1.1* nie sa jedynymi komorkami
produkujagcymi IFN-y. Warto w tym miejscu zaznaczy¢, ze wzrost IFN-y u myszy
otytych mozna czeSciowo ttumaczy¢ wzrostem poziomu IL-12p70 [Rycina 5.2 B],
ktéra ma zdolno$¢ do aktywacji komérek NK do wydzielania duzych ilosci IFN-y
[232]. Wykazano réwniez, ze IL-12 promuje in vitro dalsze dojrzewanie komoérek NK
oraz zwieksza ich cytotoksyczno$¢ [233]. Obok syntezy IFN-y, do funkcji
efektorowych komoérek NKnalezy aktywno$¢ cytotoksyczna oraz produkcja cytokin
przeciwzapalnych [234]. Prezentowane w niniejszej pracy wyniki wskazuja,
ze otyto$¢ indukowana u myszy Ragl/- powoduje wzrost ekspresji granzymu B
(ktéry koreluje z aktywnoscia cytotoksyczng komoérek NK) w komoérkach NK1.1+,
jednak tylko w przypadku komérek ,naiwnych” [Rycina 5.4 C]. Sugeruje to, Ze otytos¢
moze wplywac w rozny sposéb na aktywnos¢ komdérek NK w zaleznosci od braku lub
wspotistnieniu innych czynnikéw pobudzajacych - zwieksza cytotoksycznos¢
komoérek w stanie ,niepobudzonym”, oraz produkcje IFN-y przy pobudzeniu
haptenem. Ze wzgledu na ekspresje powierzchniowa molekut CD27 i CD11b komorki
NK mozna podzieli¢ na cztery subpopulacje, reprezentujgce poziom dojrzatosci oraz
funkcje tych komorek. Réznicowanie komorek NK przebiega w kolejnosci od najmniej
dojrzatych komoérek CD11b-CD27-, poprzez CD11b-CD27+, CD11b*CD27* az do
najbardziej dojrzatych komoérek CD11b*CD27-. Komorki mniej dojrzate CD11b-
charakteryzuja sie wieksza proliferacja w odpowiedzi na stymulacje cytokinami,
natomiast komorki bardziej dojrzate CD11b*CD27+/- wykazuja zwiekszone funkcje
efektorowe zwiagzane z produkcja IFN-y oraz aktywnoScig cytotoksyczng [235, 236].
Niektérzy badacze postuluja, Ze wraz ze wzrostem aktywno$ci cytotoksycznej

komorek NK maleje ich zdolno$¢ do wytwarzania IFN-y [237]. W niniejszej pracy nie

77



zaobserwowano, réznic w odsetku poszczegélnych populacji komérek NK1.1+
umyszy ,naiwnych” karmionych ND vs HFD [Rycina 5.3 B]. Podczas gdy u myszy
otytych po immunizacji znacznie maleje odsetek komérek niedojrzatych CD27-CD11b-
oraz wzrasta odsetek komoérek dojrzatych CD27-CD11b* [Rycina 5.3 C]. Komdrki NK
pamieci mozna uzna¢ za subpopulacje reprezentujaca koncowy etap
dojrzewania/réznicowania komorek NK. Jednak nie jest jeszcze jasne, czy tworzenie
komédrek pamieci zachodzi w przebiegu roéznicowania sie dojrzatych komorek
w kolejne stadium rozwoju komorek NK, czy tez komorki pamieci moga powstac
z mniej zréznicowanych komoérek w zaleznos$ci od sSrodowiska stymulujacego [238].
W chwili obecnej cze$¢ badan wskazuje, ze komdrki efektorowe w reakcji CHS
stanowig populacje CD27-CD11b*[27, 239]. W zwigzku z czym mozna przypuszczac,
ze otyto$¢ u myszy Ragl/- zwieksza odsetek watrobowych komoérek efektorowych
w reakcji CHS. Przypuszczenia te dodatkowo moze potwierdzac fakt, ze wczesniejsze
doniesienia naukowe wskazujg, Ze zastosowanie restrykcji kalorycznej u myszy
C57BL/6 powoduje wzrost odsetka komoérek mniej zréznicowanych CD27+CD11b-
i odpowiednio nizszy odsetek komoérek wysoce zréznicowanych CD27-CD11b* m.in.

w $ledzionie i ptucach [240, 241].

Komoérki NK stanowig bardzo heterogenng grupe komorek, ktéra w zaleznos$ci od
mikrosrodowiska oraz stymulacji cytokinowej moze niekiedy tworzy¢ subpopulacje
komorek tolerogennych produkujacych IL-10. Szczegdlnie dotyczy to watrobowych
komoérek NK, ktérych jedng z funkcji jest tolerancja wobec ,nieszkodliwych”
antygendw i utrzymanie homeostazy watroby. Produkowane przez komorki DCs, KCs,
sinusoidalne komorki $rédbtonka watroby i komorki gwiazdziste, IL-10 i TGF-
stanowig istotne czynniki promujgce powstawanie tolerogennych komoérek NK [242,
243]. Badania wskazujg, ze dziatanie IL-10 na komorki NK modyfikuje fenotyp tych
komorek, zwiekszajac odsetek komoérek wykazujacych ekspresje receptora NKG2A
i brak ekspresji receptorow Ly49 wigzacych MHC klasy I, tym samym utrzymuje je
w stanie obnizonej reaktywnos$ci. [244]. Pomimo, iZ otyto$¢ wywotana u myszy
Rag1~/- nieznamiennie obniza stezenie IL-10 w supernatantach z hodowli LMNC
[Rycina 5.2 C], to analiza cytometryczna wykazata, ze wéréd komorek CD11b*NK1.1-,
izolowanych od myszy otytych, znaczaco spada ekspresja IL-10 szczeg6lnie w grupie

myszy immunizowanych [Rycina 5.5 A]. Mniejsza ekspresja IL-10 w watrobie, moze
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ttumaczy¢ spadek odsetka tolerogennych komoérek NK1.1* wykazujgcych ekspresje
IL-10 [Rycina 5.5 B]. Warto réwniez zwrdéci¢ uwage, ze w przypadku myszy
znormalng masg ciata spadek odsetka tych komoérek wystepuje po indukcji CHS
[Rycina 5.5 B], co wskazuje, ze czynniki Srodowiskowe takie jak hapteny moga

wptywac na watrobowe komarki NK1.1+ zmniejszajac ich potencjat tolerogenny.

Glownym zrodtem adiponektyny w organizmie sg adipocyty tkanki tluszczowe;.
Jednak istniejg doniesienia o lokalnym wydzielaniu tego hormonu réwniez przez inne
tkanki m.in. ko$ci [245], kardiomiocyty [246], przysadke mézgowa [247] i mieSnie
szkieletowe [248], generujac w ten sposdb miejscowe wysokie stezenie tego
hormonu. Réwniez w watrobie wykryto ekspresje adiponektyny [249, 250,], cho¢ nie
wszystkie badania ten fakt potwierdzajg [251, 252]. Aktualnie nie wiadomo skad
wynikajg te réznice w doniesieniach, szczegélnie jesli chodzi o ekspresje mRNA dla
tego hormonu. Natomiast wykrycie biatka mozna czeSciowo wyjasni¢ wychwytem
adiponektyny przez hepatocyty [252]. Cho¢ zastosowanie diety HFD przez 8 tygodni
u myszy Ragl”/- nie wptywa na stezenie adiponektyny w surowicy krwi [Rycina 1.1]
to w supernatantach z hodowli LMNC zaobserwowano istotne obnizenie stezenia
tego hormonu u myszy otytych w stosunku do myszy nieotytych [Rycina 5.2].
Wolf i wsp. w swoich badaniach wykazali, ze komoérki CD11b* izolowane z watroby
mogg stanowi¢ Zrodto lokalnie produkowanej adiponektyny [253]. Konieczne s3
dalsze badania aby jednoznacznie stwierdzi¢ jakie komdrki byty Zrodtem
adiponektyny w opisanym doswiadczeniu. Warto jednak zaznaczy¢, ze we frakcji
komoérek LMNC brak jest hepatocytéw, ktére mogtyby uwalnia¢ ten hormon do
supernatantu, co moze sugerowac, ze adiponektyna wydzielana jest przez
wyizolowane makrofagi watrobowe. Lokalne obnizenie adiponektyny w watrobie,
ktérej dzialanie immunomodulujgce jest szeroko opisywane w publikacjach
naukowych [64, 66, 254], moze dodatkowo wptywac¢ na indukcje i przebieg reakcji
CHS indukowanej przez komorki NK. Dotychczasowe publikacje wskazuja
adiponektyne jako negatywny regulator cytotoksycznos$ci komorek NK oraz produkcji
IFN-y przez mysie komorkach NK. Komorki te wykazujg niewielka ekspresje
zewnatrzkomorkowa receptorow dla adiponektyny w stanie spoczynku, jednak
aktywacja komoérek np. w przebiegu infekcji wirusowej prowadzi do zwiekszenia

ekspresji receptorow dla adiponektyny na powierzchni komoérek. Sugeruje to,
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ze adiponektyna gltéwnie ma dzialanie immunomodulujgce na zaktywowane

komorki [93, 255].

W celu sprawdzenia czy $rodowisko w ktérym zostaty indukowane komorki
efektorowe NK trwale wplywa na aktywnos$¢ tych komoérek wykonano transfer
komoérek LMNC wyizolowanych od wczes$niej immunizowanych myszy Ragl”-.
Wyniki niniejszego do$wiadczenia wykazaly, ze transfer komoérek LMNC z myszy
otytych do syngenicznych naiwnych biorcéw z normalng masa przenosi reakcje CHS,
jednak nie nasila jej, jak moglyby sugerowac¢ wcze$niejsze wyniki. Dodatkowo nie
stwierdzono rowniez aby transfer komoérek LMNC od myszy nieotytych do otytych
syngenicznych naiwnych biorcéw nasilat przenoszong reakcje CHS. Wskazuje to,
ze samo Srodowisko zwigzane z otytoscig i metazapaleniem u biorcéw nie powoduje
znamiennego nasilenia aktywno$ci przenoszonych komoérek [Rycina 6.1]. R6znice
pomiedzy grupa badang ND (transfer komérek LMNC po HFD) i grupa badana HFD
(transfer komoérek po ND), moga natomiast sugerowac, ze sSrodowisko prozapalne
zwigzane z otytos$cig odgrywa istotng role w ksztattowaniu aktywnosci komorek NK,
ale jest konieczne zaréwno w fazie indukcji jak i w fazie wywotania reakcji CHS
[Rycina 6.1]. Wczesniejsze badania wskazujg, ze komérki NK oprécz pamieci
hapteno-specyficznej moga nabywaé¢ wilasciwosci podobne do pamieci
immunologicznej poprzez in vitro pre-aktywacje mieszaning cytokin (IL-12, IL-15,
i IL-18). Restymulacja takich komoérek przez cytokiny powoduje wzrost sekrecji
IFN-y, ale nie wplywa na cytotoksycznos¢ tych komoérek. Dodatkowo wyzZsza
aktywno$¢ komorek zostaje zachowana in vivo po adoptywnym transferze [34, 35,
256]. Doswiadczenie z wykorzystaniem modelu adoptywnego transferu w niniejszej
pracy z zatozenia mialo sprawdzi¢ czy ksztattowana w Srodowisku prozapalnym
komorka pamieci NK jest zdolna do przeniesienia wyzszej odpowiedzi CHS na
naiwnych nieotytych biorcow. Jednak w kontek$cie doniesien na temat ,pamieci”
indukowanej cytokinami warto w przysztoSci sprawdzi¢ czy przeniesienie komorek
LMNC izolowanych od otylych myszy do myszy otytych nie indukowatoby jeszcze
wyzszej odpowiedzi CHS u myszy otylych. Jak dotad brak dowodéw naukowych na
indukcje ,pamieci” immunologicznej na cytokiny wewnatrz organizmu. W badaniach
na szczurach wykazano takze, ze zmieniony pod wptywem otytosci fenotyp komoérek

NK wraca do stanu normalnego po przeniesieniu z osobnikéw otytych do osobnikow
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z normalng masg [257]. Warto réwniez nadmienié, ze w dotychczasowych badaniach
stwierdzono, ze komorki ILC1, do ktérej to grupy nalezg watrobowe komorki NK,
wykazujag plastycznos¢ w odpowiedzi na mikrosrodowisko w jakim sie
znajduja [33, 36], co réwniez moze ttumaczy¢ brak zwiekszonej reakcji CHS w uzytym

modelu.

Otyto$¢ wynikajaca z niewlasciwej diety znaczaco oddziatuje na sktad
mikrobioty jelitowej, co w efekcie wptywa na funkcjonowanie uktadu
odpornosciowego [122]. Dotychczasowe doniesienia réwniez wskazuja,
ze mikrobiota jelitowa moze mie¢ wptyw na przebieg klasycznej reakcji
CHS [209, 210, 211, 212, 213]. Uzyskane w niniejszej pracy wyniki wykazaty,
ze podawanie myszom HFD przez 8 tygodni nie wptyneto na ilosci drobnoustrojow
w jelitach [Rycina 7.1] natomiast prowadzi do dysbiozy zaré6wno w obrebie jelita
cienkiego [Rycina 7.2] jak i grubego [Rycina 7.3]. Liczne badania mikrobioty u otytych
zwierzat iludzi wskazujg na spadek poziomu bakterii Gram (-) Bacteroidetes oraz
wzrost poziomu bakterii Gram (+) Firmicutes [165, 168, 169]. W niniejszej analizie
réwniez stwierdzono spadek relatywnego poziomu 16S rDNA dla bakterii
Bacteroidetes w jelicie cienkim 1igrubym. Zastosowanie diety HFD u myszy
Rag1/- powoduje takze znaczne zmiany w obrebie bakterii Firmicutes do ktoérych
naleza bakterie z rodzaju Clostridium, Enterococcus i Lactobacillus. Analiza wykazata
spadek bakterii C. coccoides-E. rectale (klaster XIVab), C. coccoides (klaster XIVa) oraz
znaczny wzrostu Enterococcus spp. u otytych myszy, zar6wno w jelicie cienkim jak
i grubym. Dodatkowo w jelicie cienkim stwierdzono wzrost bakterii Clostridium
klaster I [Rycina 7.2], natomiast w jelicie grubym spadek poziomu Lactobacillus
[Rycina 7.3]. Stwierdzono rowniez, wzrost bakterii SFB u otytych myszy w jelicie
grubym [Rycina 7.3]. Wcze$niejsze badania wykazaty, Ze transfer mikrobioty jelitowej
od myszy pojonych antybiotykiem u ktérych doszto do wzrost poziomu bakterii
Clostridium Klaster XIVa, Bacteroidetes i Bifidobacterium spp, przy jednoczesnym
spadku proporcji bakterii SFB, hamuje reakcje CHS u biorcow. Otrzymany profil
mikrobioty w wyniku antybiotykoterapii dziatat przeciwzapalnie i przyczyniat sie do
indukcji komorek regulatorowych [211], co moze wskazywad, Ze otrzymany u otytych

myszy Rag1/- profil bakterii moze dziata¢ prozapalnie i nasila¢ reakcje CHS.
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Zmiana biodostepnosci substratu moze zmienia¢ sktad populacji bakterii
wytwarzajacych SCFA, a tym samym wptyna¢ na ich produkcje [258]. Wytwarzanie
SCFA odbywa sie gtéwnie w dystalnej czesci jelita cienkiego i proksymalnej czesci
okreznicy, w ktérej weglowodany balastowe i inne stabo trawione polisacharydy sa
fermentowane przez bakterie, w tym bakterie z rodzaju Bacteroidetes, Firmicutes
i Actinobacteria [259]. Sposrod SCFA, najbardziej przeciwdziatajagcym otytosci jest
kwas mastowy, ktérego gléwnymi producentami sa bakterie Firmicutes,
a w szczegoblnosci Clostridium klaster 1V i XIVa [260]. Obserwowane w niniejszej
pracy zmiany w sktadzie mikrobioty jelitowej myszy Ragl/-po zastosowaniu HFD
moga wynika¢, ze zmniejszonej dostepnosci btonnika pokarmowego ktéry stanowi
gléwny substrat do produkcji SCFA [178]. Zmniejszenie liczby bakterii produkujacych
SCFA, moze nie$¢ za sobg wiele negatywnych konsekwencji, gdyz wykazano, Ze majg
one silny potencjat przeciwzapalny [158, 159, 160], wplywaja na metabolizm

watroby [203], oraz s3g istotne do utrzymania prawidtowej bariery jelitowej [178].

Dieta wysokottuszczowa i towarzyszaca jej dysbioza powoduja zwiekszenie
przepuszczalnosci jelit poprzez wpltyw na potaczenia $ciste pomiedzy IECs,
wytwarzanie hydrofobowych kwaséw zétciowych (wptywajacych negatywnie na
bariere jelitowa), aktywacje szlakoéw prozapalnych, stresu oksydacyjnego i apoptozy
IECs [261]. W niemniejszej pracy réwniez stwierdzono zmiany w obrebie morfologii
przewodu pokarmowego. Przede wszystkim stwierdzono, Ze DIO powoduje
Scieniczenie Scian jelita cienkiego i grubego, co korelowato, ze zmniejszeniem masy
bioptatéw jelita cienkiego [Rycina 8.1 A] i grubego [Rycina 8.1 B]. Podobne wyniki
uzyskali Liu X i wsp. ktorzy wykazali, Ze zastosowanie u myszy Ragl/- HFD przez
11 tygodni powoduje istotny spadek masy jelita czczego, jelita kretego oraz
okreznicy [221]. Stwierdzono rowniez skrocenie jelita cienkiego [Rycina 8.1 C]
i grubego [Rycina 8.1 D] u myszy Rag1~/- karmionych HFD. Skrécenie jelita towarzyszy
zapaleniu $luzowki wywotanym chemioterapia [262], jak i zapaleniu jelita grubego
w modelu eksperymentalnym [263], co sugeruje, ze DIO przyczynia sie do rozwoju
stanu zapalnego w $cianie jelit myszy Ragl/-. W celu potwierdzenia tych wynikéw
wykonano pomiar aktywno$¢ MPO w bioptatach pobranych z jelita cienkiego
i grubego. Analiza ta wykazata, Ze DIO powoduje wzrost aktywno$¢ MPO w $cianie

jelita cienkiego [Rycina 8.2 A] natomiast nie wptywa na aktywnos$¢ tego enzymu
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w jelicie grubym [Rycina 8.2 B]. Wczes$niejsze badania wykonane na otytych
szczurach wykazaty réwniez, ze w $cianie jelita kretego wystepuje stan zapalny
ktéremu towarzyszy wzrost aktywnosci MPO, oraz aktywacji receptora TLR4 [264].
Analiza poptuczyn jelitowych w niniejszej pracy wykazata takze, spadek stezenia
IL-10 w jelicie cienkim, przy jednoczesnym braku rdéznic w stezeniu tej cytokiny
w jelicie grubym u myszy karmionych HFD [Rycina 8.3]. Dotychczasowe badania
wykazaly istotng role IL-10 w utrzymaniu bariery jelitowej. Myszy IL-10 knock-out
majg zwiekszong przepuszczalnosc jelit [265], a ekspozycja IECs na dziatanie tej
cytokiny podtrzymuje potaczenia $ciste miedzy komoérkami nawet w obecnosci
czynnikow prozapalnych [266]. Wykazano takze, ze spadek ekspresji mRNA IL-10
w jelicie kretym u otylych zwierzat poprzedza wzrost ekspresji mRNA dla cytokin
prozapalnych. W jelicie grubym nie stwierdzono spadku ekspresji IL-10 [267].
Wzrost ekspresji IL-10 w jelitach nastepuje réwniez po Kkolonizacji bakteriami
Clostridium, szczeg6lnie Kklaster XIV i IV [148]. W niniejszej pracy wykazano,
ze zastosowanie HFD u myszy Rag1~/-powoduje istotny spadek relatywnego poziomu
C. coccoides-E. rectale (Klaster XIVab) i C. coccoides (klaster XIVa), co czeSciowo moze
ttumaczy¢ spadek stezenia IL-10 w jelicie cienkim. Analiza poptuczyn z jelita grubego
wykazata natomiast, wzrost stezenia IL-12p70 i IFN-y u otytych myszy Rag1~/-[Rycina
8.3]. Woczesniejsze badania podobnie wskazuja na wzrost ekspresji IL-12p40
w proksymalnej cze$ci okreznicy po zastosowaniu HFD [268]. Natomiast badania
w modelu eksperymentalnym zapalenia jelita grubego wskazuja, Ze IL-12 bierze
udziat w poczatkowej fazie choroby [269], co moZe wskazywaé na to, ze jelicie
grubym pod wptywem zmiany diety dochodzi do stanu zapalnego. Natomiast wzrost
IFN-y w jelicie grubym po HFD moze przyczyniac sie do zaburzen w obrebie potaczen
Scistych miedzy komorkami [ECs co zwieksza przepuszczalno$¢ bariery
jelitowej [270]. Cho¢ dotychczas uzyskane wyniki moga wskazywac na istnienie stanu
zapalnego w jelitach pod wplywem HFD to jednak dalsza analiza materiatu
tkankowego jest niezbedna do okre$lenia profilu cytokinowego w jelicie cienkim

i grubym.
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Podsumowujac, uzyskane wyniki sugeruja, ze otyto$¢ indukowana dietg oraz
wynikajagce z niej zmiany w mikrobiocie jelitowej istotnie modulujg lokalng
i systemowa odpowiedZ zapalng, przyczyniajac sie do zaostrzenia reakcji CHS

mediowanej przez watrobowe komorki NK.
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Whnioski

1. Stosowanie diety wysokottuszczowej przez 8 tygodni powoduje rozwdj
otytosci u myszy Ragl~/-, wraz z towarzyszacymi zmianami metabolicznymi

oraz stanem zapalnym w obrebie tkani ttuszczowej,

2. Otyto$¢ wywotana stosowaniem diety wysokottuszczowej przez 8 tygodni
zaostrza reakcje nadwrazliwosci kontaktowej mediowana przez watrobowe

komérki NK u myszy,

3. Otytos¢ indukowana dietg wplywa na zwiekszenie odsetka komoérek reakcji

zapalnej w malzowinie usznej u myszy Rag1,

4. Otyto$¢ indukowana dietg zaostrza stan zapalny w watrobie poprzez wptyw
na profil cytokin produkowanych przez jednojadrzaste komorki watrobowe

oraz przesuniecie fenotypu tych komérek w kierunku prozapalnym,

5. Stosowanie diety wysokottuszczowej przez 8 tygodni prowadzi do spadku
ilosci bakterii o wtasciwosciach przeciwzapalnych w obrebie mikrobioty jelit

oraz indukuje stan zapalny w jelitach.
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Streszczenie

Wocze$niejsze badania dowiodty, Ze watrobowe komoérki NK moga mediowac reakcje
nadwrazliwosci kontaktowej (CHS) u myszy. Uktad metaboliczny i immunologiczny
sg Scisle ze soba potaczone i funkcjonalnie zalezne. Istnieje wiele doniesien
dowodzacych, Ze otytosSci towarzyszy przewlekt stan zapalny o niskim nasileniu
i moze promowac niektére choroby zapalne. Wykazano takze, ze otyto$¢ indukowana
dieta (DIO) nasila klasyczng reakcje CHS mediowang przez limfocyty T u myszy
C57BL/6. Uwaza sie rOdwniez, ze rozwoj otytosSci taczy sie ze zmianami w sktadzie
naturalnej mikrobioty jelitowej. Dieta wysokottuszczowa (HFD) wywotujaca DIO
wptywa na sktad mikrobioty jelitowej, ktora w konsekwencji modyfikuje aktywnos¢
uktadu odporno$ciowego. Moze to ttlumaczy¢ wzrastajaca czesto$¢ wystepowania

choréb o podtozu zapalnym, w tym alergii, u otytych pacjentow.

Projekt ten przedstawia stabo zbadany temat, jakim jest wptyw DIO na przebieg CHS
z udziatem komoérek NK u myszy oraz role naturalnej mikrobioty jelitowej

w obserwowanym zjawisku.

Przedstawione dane dowodzg, ze myszy karmione HFD przez 8 tygodni, ale nie przez
4 tygodnie, rozwijajg zaostrzong reakcje CHS, oceniang na podstawie pomiaru
obrzeku uszu, w poréwnaniu ze zwierzetami karmionymi normalng dietg (ND) przed
indukcja CHS. Zwiekszony obrzek uszu u myszy karmionych HFD potwierdzono
zwiekszong aktywnoscia MPO w homogenatach z uszu i zwiekszong
przepuszczalno$cia naczyn krwiono$nych. Ponadto analiza stezenia cytokin
w homogenatach z uszu wykazata, ze HFD zwieksza IFN-y i zmniejsza wytwarzanie
IL-10. Dodatkowo, analiza komorek infiltrujagcych matzowine uszng i wezty chtonne
drenujace matzowine uszng wykazata wieksza liczbe komoérek zapalnych u myszy

karmionych HFD.

Aby ustali¢, w jaki sposéb DIO wptywa na reakcje CHS mediowang przez komorki NK,
watrobowe komdarki jednojadrzaste (LMNC) hodowano przez 48 godzin w obecnosci
antygenu DNP-BSA w celu uzyskania supernatantéw do oceny stezenia cytokin.
Ponadto LMNC wybarwiono przeciwciatami monoklonalnymi skonigowanymi
z flurochromem i oceniano przy uzyciu cytometrii przeptywowej. Analiza cytokin

wykazata, ze karmienie HFD znaczaco zwieksza stezenie IFN-y i IL-12p70 oraz
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zmniejsza stezenie adiponektyny w supernatantach z hodowli LMNC. Analiza
cytometryczna ujawnita, ze podawanie HFD przed uczuleniem na DNFB zwieksza
odsetek komdérek NK1.1*IFN-y* i wptywa na rozwdj i dojrzewanie komoérek NK1.1+.
Dodatkowo DIO zmniejsza odsetek komoérek NK1.1+ i NK1.1-CD11b* wytwarzajacych
IL-10 w watrobie. Ostatnie badania z wykorzystaniem modelu adoptywnego
transferu wykazaty, ze LMNC sg w stanie przenie$¢ odpowiedZ CHS na naiwnych
syngenicznym biorcow, podczas gdy komdrki izolowane z weztéw chlonnych
i Sledziony nie majg takiej zdolnoSci. Bioragc to pod uwage, aby zweryfikowa¢, czy DIO
wptywa na funkcjonowanie watrobowych komorek NK, przeprowadzono adoptywny
transferu komdrek. Eksperyment ten wykazal, Ze przeniesienie komdérek LMNC
z otytych myszy do syngenicznych naiwnych biorcow o normalnej wadze przenosi
reakcje CHS, ale jej nie zaostrza. Jednak uzyskane dane moga sugerowac,
ze wywotlany otytos$cig stan metazapalenia istotnie wptywa na aktywnos$ci komérek

NK i jest niezbedny zaréwno w fazie indukcji, jak i w fazie efektorowej reakcji CHS.

Nastepnie przeprowadzono analize bakteryjnego DNA metoda qPCR w celu ustalenia,
czy DIO prowadzi do dysbiozy mikrobioty jelitowej u mysz Ragl~/~ Stwierdzono,
ze podawanie HFD przez 8 tygodni przesuwa profil bakterii w kierunku szczepéw
prozapalnych. W jelitach poziom bakterii przeciwzapalnych wytwarzajacych SCFA,
w tym grupa Clostridium coccoides - Eubacterium. rectale (klaster XIVab), podgrupa
Clostridium coccoides (klaster XIVa) i grupa Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas
(typ Bacterioidetes), ulegty znacznemu obnizeniu u myszy karmionych HFD. Ponadto
bakterie Lactobacillus, nalezace do typu Firmicutes, bylty mniej liczne w zawartosci
jelita  grubego izolowanej od otylych myszy. JednoczeSnie poziom
immunomodulujacych bakterii SFB w jelicie grubym i Clostridium klaster I w jelicie
cienkim ulegt zwiekszeniu. Ponadto bakterie Enteroccocus spp. byty bardziej liczne
w jelicie cienkim i grubym otytych myszy. Poziom Clostridium klaster 1V

i Bifidobacterium spp. pozostat bez zmian.

Poniewaz dysbioza wywotana stosowang dieta moze wptywac¢ na odpornosc¢ lokalna,
oceniono rowniez morfologie Scian jelit, a stan zapalny jelit okreSlono na podstawie
aktywnosci MPO. Stwierdzono, ze DIO powoduje Scienczenie $cian jelita cienkiego
i grubego, co koreluje ze spadkiem masy bioptatéw jelita. Pomiar diugosci jelit

wykazat, Zze DIO powoduje réwniez skrdcenie jelita cienkiego i grubego, co jest
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zwigzane z stanem zapalnym w obrebie $cian jelit. Dalsza analiza wykazata, ze DIO
zwieksza aktywnos$¢ MPO w $cianie jelita cienkiego, jednak nie wptywa na aktywno$¢
tego enzymu w jelicie grubym. Analiza poptuczyn jelitowych wykazata réwniez
zmniejszenie stezenia IL-10 w jelicie cienkim i wzrost stezenia IL-12p70 i IFN-y
w jelicie grubym. Uzyskane wyniki mogg wskazywac na obecno$¢ stanu zapalnego

w jelitach myszy Rag1/-karmionych HFD.

Podsumowujac, niniejsze wyniki sugerujg, ze DIO i wynikajgce z tego zmiany
w mikrobiocie jelitowej istotnie modulujg miejscowg i uktadowa odpowiedz zapalna,
przyczyniajac sie do zaostrzenia odpowiedzi CHS mediowanej przez komoérki NK

watroby.
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Abstract

Previous studies showed that liver NK cells can mediate contact hypersensitivity
(CHS) reaction in mice. The metabolic and immune systems are closely linked and
functionally dependent. There are many reports showing that obesity is accompanied
with chronic low-grade inflammation and it can promote several inflammatory
diseases. It was shown that diet-induced obesity (DIO) aggravates classical T cell-
mediated CHS in C57BL/6 mice. It is also believed that development of obesity is
associated with changes in the composition of the natural gut microbiota. High fat
diet (HFD) promoting DIO affects the composition of the intestinal microbiota, which
then modifies activity of the immune system. This may explain the increasing

prevalence of inflammatory diseases, including allergy, in the obese patients.

This project sheds light on a poorly explored subject such as the influence of DIO on
the course of NK cell-mediated CHS reaction in mice and the role of natural gut

microbiota in the observed phenomenon.

The presented data show that mice fed HFD for 8 weeks but not for 4 weeks
developed aggravated CHS reaction determined by ear swelling measurement when
compared to animals kept on normal diet (ND) prior to CHS sensitization. The
increased ear swelling in HFD-fed mice was confirmed by increased MPO activity in
ear homogenates and increased vascular permeability. Additionally, analysis of
cytokine concentration in ear homogenates showed that HFD increases IFN-y and
decreases IL-10 production. Moreover, analysis of cells infiltrating the auricle and the
auricular ear-draining lymph nodes showed higher number of inflammatory cells in

HFD-fed mice.

To determine how DIO affects NK cell-mediated CHS, liver mononuclear cells (LMNC)
were cultured for 48 hours in the presence of DNP-BSA antigen to obtained
supernatants for cytokine evaluation. Furthermore, LMNC were stained with
fluorochrome-conjugated monoclonal antibodies and analyzed by flow cytometry.
Cytokine analysis showed that feeding with HFD significantly increases IFN-y and
[L-12p70 and decreases adiponectin concentration in LMNC culture supernatants.
The flow cytometry analysis revealed that HFD treatment prior to DNFB sensitization

increases percentage of NK1.1*IFN-y* cell population and affects NK1.1* cells
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development and maturation. Additionally, DIO decreases percentage of IL-10
producing NK1.1+ and NK1.1-CD11b* cells in liver. Recent studies employing adoptive
cell transfer experiments showed that LMNC are able to transfer the CHS response to
naive syngeneic recipients, whereas lymph node and spleen cells do not have such
ability. Taking this into account to verify whether the DIO affects function of liver NK
cells, adoptive cell transfer experiment was performed. This experiment showed that
the transfer of LMNC cells from the obese mice to syngeneic naive recipients with
normal weight transfer the CHS reaction, but does not aggravate it. However,
obtained data may suggest that the obesity-induced metainflammation plays an
important role in shaping NK cell activity and is necessary in both induction and

effector phases of CHS reaction.

Further analysis of bacterial DNA by qPCR was performed to determine whether DIO
leads to gut microbiota dysbiosis in Ragl/- mice. It was found that 8 week HFD
treatment shifts the bacteria profile towards pro-inflammatory strains. In whole
intestine, the level of anti-inflammatory SCFA-producing bacteria, including
Clostridium coccoides-Eubacterium rectale (cluster XIVab) group, Clostridium
coccoides (cluster XIVa) subgroup and Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas
(phylum Bacterioidetes) group, was significantly decreased in HFD-fed mice.
Moreover, Lactobacillus belonging to phylum Firmicutes was less abundant in large
intestine content isolated from the obese mice. Simultaneously, the level of
immunomodulatory SFB bacteria in large intestine and Clostridium cluster I in small
intestine was significantly increased. Also, in small and large intestine of the obese
mice, the Enteroccocus spp. was more abundant. The level of Clostridium cluster IV

and Bifidobacterium spp. remained unchanged.

As diet-induced dysbiosis may influence local immunity, the morphology of gut walls
was examined and intestinal inflammation was determined by MPO activity. DIO was
found to cause thinning of the small and large intestine walls, which correlated with a
decrease in the weight of the intestine bioptates. Analysis of intestines length showed
that DIO also causes shortening of the small and large intestines, which is associated
with inflammation in the gut walls. Further analysis showed that DIO increases MPO
activity in the small intestine wall, while it does not affect the activity of this enzyme

in the large intestine. The analysis of gut flushes, also showed a decrease in IL-10
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concentration in the small intestine, and an increase in IL-12p70 and IFN-y
concentration in the large intestine. The obtained results may indicate the presence

of inflammation in the intestines of HFD-fed Rag1~ mice.

In summary, current results suggest that the DIO and the subsequent changes in
intestinal microbiota significantly modulate the local and systemic inflammatory
response, contributing to exacerbation of the CHS response mediated by liver NK

cells.
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