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Popularnonaukowe streszczenie projektu

W roku 1990 Woese i wsp. wprowadzili pojecie domeny i podzielili $wiat organizméw zywych na: Bacteria,
Archaea i Eucarya. Archeony sg to jednokomorkowe mikroorganizmy prokariotyczne, ktore charakteryzuja
si¢ zdolnoscig zycia w ekstremalnych warunkach. Ich komoérki cho¢ morfologicznie przypominaja komorki
bakterii, to jednak znacznie si¢ od nich r6znig przede wszystkim: wyjatkowa budowa $ciany komoérkowe;,
ktora w swoim sktadzie zamiast peptydoglikanu, posiada charakterystyczny polimer pseudomureing,
obecno$cig warstwy S zbudowanej z bialek i/lub glikoprotein, wystgpowaniem pecherzykéw gazowych
w cytoplazmie, a takze unikalnymi strukturami zewnatrzkomoérkowymi, takimi jak: pile, archaella, oraz
haczyki. Jedna z najciekawszych grup archeonow budzacych zainteresowanie badaczy w ostatnich latach sg
halofile-organizmy, ktére wymagaja do wzrostu stezenia soli wyzszego niz 0,2 M NaCl. Halofile wystepuja
w Srodowiskach na catym $wiecie - od naturalnych solanek w basenach morskich do kopalni soli dzigki
doskonale rozwinietym mechanizmom adaptacji komoérkowej i enzymatycznej do $rodowiska. Srodowisko
soli od lat jest wykorzystywane w haloterapii, ktora jest forma leczenia uzdrowiskowego, gdzie
wykorzystywana jest s61 w roznych postaciach. Pozytywny wplyw soli i mikroklimatu morskiego na zdrowie
ludzi stat si¢ powodem, dla ktorego odtwarza si¢ ten klimat w grotach solnych. Leczenie haloterapia
przynosi ulge w takich jednostkach chorobowych uktadu oddechowego jak: astma, mukowiscydoza
i przewlekta obturacyjna choroba ptuc (POChP), a takze w schorzeniach skoérnych, czy chorobach
kardiologicznych. Nadal nieznany jest mechanizm oddziatywania halofili na organizm czlowieka.
Doniesienia na temat braku dziatania patogennego archeondéw oraz opublikowane w ostatnich latach prace
dokumentujace obecnos¢ halofili jako sktadnika mikrobiomu cztowieka sktonily do podjecia badan, ktore
mogtyby odpowiedzie¢ na pytanie w jaki sposob halofile oddziatujg z komoérkami uktadu odpornosciowego
cztowieka. W prezentowanym projekcie zostang zbadane dwa szczepy archeonow halofilnych. Pierwszy
z nich - Halorhabdus rudnickae-zostat wyizolowany w 2016r z terenu Polski przez nasz zespot we
wspotpracy ze Swiatowej stawy ekspertem w dziedzinie badania drobnoustrojow ekstremalnych - prof.
Miltonem S da Costa z University of Coimbra w Portugalii. Drugi szczep Natrinema salaciae zostat
wyizolowany przez zespot prof. M.S da Costa w 2012r z jeziora Medee Lake z Basenu Morza
Srédziemnego.

Rola komorek dendrytycznych (KD), jako profesjonalnych komodrek prezentujacych antygeny
taczacych mechanizmy odpowiedzi wrodzonej i adaptacyjnej, w modelu z udziatem archeondéw halofilnych
jest nadal nieznana. Dlatego celem proponowanych w projekcie badan jest zbadanie interakcji halofili z KD
w dwoch niezaleznych modelach in vitro imitujgcych oddziatywanie tych komorek z patogenami uktadu
oddechowego: 1) inicjowanego dziataniem superantygenu SEB S. aureus oraz 2) LPS P. aeruginosa. Oba
modele zostaly wybrane ze wzgledu na istotny udzial tych patogenéw w rozwoju reakcji zapalnej
towarzyszacej schorzeniom uktadu oddechowego takim jak sepsa, cigzka niewydolno$¢ oddechowa
(w przypadku zakazen o etiologii gronkowca) czy mukowiscydoza (chorzy sa niezwykle podatni na
kolonizacje¢ P. aeruginosa). W przedstawionym projekcie zostanie opracowany nowatorski model, ktory
umozliwi wykorzystanie halofili jako modulatoréw, zdolnych do ,,wyciszenia” reakcji zapalnej, poprzez ich
zdolno$¢ indukeji ,.tolerogennych” wilasciwosci KD zdolnych do wprowadzania limfocytow T w stan
anergii. Badaniem obejmiemy 20 osob zdrowych krwiodawcow (kobiet i mezczyzn) w wieku 25-40 lat, z
kozuszkoéw leukocytarnych zostang wyizolowane monocyty technika separacji magnetycznej, a nastgpnie
przy uzyciu IL-4 i GM-CSF przeksztalcone w KD. Nastegpnie KD zostang poddane stymulacji
supernatygenem SEB S. aureus oraz LPS P. aeruginosa w obecnos$ci i nieobecnosci halofilnych szczepow
Halorhabdus rudnickae oraz Natrinema salaciae. W pierwszym etapie zostanie zbadana ekspresja
czasteczek kostymulujacych CD86, CD80, HLADR oraz CD40 oraz receptoréw TLR2, TLR4 i TLRY za
pomoca cytometrii przeptywowej z wykorzystaniem przeciwcial monoklonalnych. Nast¢pnie
w supernatantach hodowlanych KD zostanie oceniona produkcja cytokin (IL-10, IL-12 i IL-23).
W mieszanych hodowlach limfocytow CD4+ z autologicznymi KD stymulowanymi SEB S.aureus, LPS
P. aeruginosa w obecnosci i nieobecnosci halofili zostanie okre§lony poziom IFN-gamma, IL-10, IL-13,
IL-17 i TNF-a za pomoca immunoenzymatycznego testu ELISA. Ostatni etap z udzialem linii komorek
nabtonka oddechowego w modelu hodowli typu ALI pozwoli na sprawdzenie w jaki sposdb prezentowane
przez KD halofile wptywaja na integralno$¢ polaczen migdzykomoérkowych nabtonka drog oddechowych na
podstawie pomiaréw warto$ci oporu elektrycznego (TEER), spektofluorometrycznej oceny parakomorkowe;j
przepuszczalno$ci FITC-dekstranu oraz barwienia immunofluorescencyjnego okludyny i ZO-1. Wyniki
uzyskane w proponowanych badaniach pozwolg zrozumie¢ dotychczas nieznane efekty interakcji komoérek
dendrytycznych z halofilami i umozliwig sprawdzenie immunomodulacyjnych wiasciwosci halofili
w modelu odporno$ciowej reakcji zapalnej wywotanej antygenami patogendéw ukladu oddechowego.
Uzyskana wiedza postuzy blizszemu poznaniu mechanizméw na drodze ktorej halofile moglyby
oddziatywa¢ jako modulatory wyciszenia reakcji zapalnych, co pozwoli na zrozumienie korzystnego
oddziatywania haloterapii z uwzglednieniem roli organizméw halofilnych.




