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Wcze$niejsze badania dowiodty, ze watrobowe komorki NK moga mediowac¢ reakcje
nadwrazliwos$ci kontaktowej (CHS) u myszy. Uktad metaboliczny i immunologiczny sa
SciSle ze sobg potaczone i funkcjonalnie zalezne. Istnieje wiele doniesien dowodzacych,
ze otytoSci towarzyszy przewlekt stan zapalny o niskim nasileniu i moze promowac
niektére choroby zapalne. Wykazano takze, Ze otytos¢ indukowana dietg (DIO) nasila
klasyczng reakcje CHS mediowang przez limfocyty T u myszy C57BL/6. Uwaza sie
réwniez, ze rozw0j otytosSci taczy sie ze zmianami w sktadzie naturalnej mikrobioty
jelitowej. Dieta wysokottuszczowa (HFD) wywotujgca DIO wptywa na sktad mikrobioty
jelitowej, ktéra w konsekwencji modyfikuje aktywnos$¢ uktadu odpornosciowego. Moze
to ttumaczy¢ wzrastajaca czesto$¢ wystepowania choréb o podtozu zapalnym, w tym

alergii, u otytych pacjentow.

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

w obserwowanym zjawisku.

Przedstawione dane dowodza, 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$cia naczyn
krwionos$nych. Ponadto analiza stezenia cytokin w homogenatach z uszu wykazata,
ze HFD zwieksza IFN-y i zmniejsza wytwarzanie IL-10. Dodatkowo, analiza komorek
infiltrujacych matzowine uszng i wezty chtonne drenujace matzowine uszng wykazata

wiekszg liczbe komorek zapalnych u myszy karmionych HFD.

Aby ustali¢, w jaki sposéb DIO wptywa na reakcje CHS mediowang przez komorki NK,
watrobowe komorki jednojadrzaste (LMNC) hodowano przez 48 godzin w obecnos$ci
antygenu DNP-BSA w celu uzyskania supernatantéw do oceny stezenia cytokin. Ponadto

LMNC wybarwiono przeciwciatami monoklonalnymi skonigowanymi z flurochromem



i oceniano przy uzyciu cytometrii przepltywowej. Analiza cytokin wykazata, ze karmienie
HFD znaczgco zwieksza stezenie [FN-y i IL-12p70 oraz zmniejsza stezenie adiponektyny
w supernatantach z hodowli LMNC. Analiza cytometryczna ujawnita, Ze podawanie HFD
przed uczuleniem na DNFB zwieksza odsetek komdrek NK1.1+IFN-y* i wptywa na rozwdj
i dojrzewanie komorek NK1.1*. Dodatkowo DIO zmniejsza odsetek komdérek 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$¢ odpowiedz CHS
na naiwnych syngenicznym biorcéw, podczas gdy komoérki izolowane z weztow
chtonnych i §ledziony nie majg takiej zdolno$ci. Biorac to pod uwage, aby zweryfikowac,
czy DIO wptywa na funkcjonowanie watrobowych komoérek NK, przeprowadzono
adoptywny transferu komérek. Eksperyment ten wykazat, ze przeniesienie komoérek
LMNC z otytych myszy do syngenicznych naiwnych biorcéw o normalnej wadze przenosi
reakcje CHS, ale jej nie zaostrza. Jednak uzyskane dane moga sugerowacé, ze wywotany
otyto$cig stan metazapalenia istotnie wptywa na aktywnos$ci komoérek NKi jest niezbedny

zaréwno w fazie indukgji, jak i w fazie efektorowej reakcji CHS.

Nastepnie przeprowadzono analize bakteryjnego DNA metodga 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 szczepow
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, byly mniej liczne w zawartoSci jelita grubego
izolowanej od otytych myszy. Jednocze$nie poziom immunomodulujgcych 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 Kklaster 1V i Bifidobacterium spp. pozostat bez zmian.

Poniewaz dysbioza wywotana stosowang diet3 moze wptywac¢ na odporno$¢ lokalna,
oceniono réwniez morfologie $Scian jelit, a stan zapalny jelit okreS§lono na podstawie
aktywnos$ci MPO. Stwierdzono, ze DIO powoduje Scieficzenie Scian jelita cienkiego
i grubego, co koreluje ze spadkiem masy bioptatéw jelita. Pomiar dtugosci jelit wykazat,

ze DIO powoduje rowniez skrécenie jelita cienkiego i grubego, co jest zwigzane z stanem



zapalnym w obrebie $cian jelit. Dalsza analiza wykazatla, ze DIO zwieksza aktywno$¢ MPO
w Scianie 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 wjelicie grubym. Uzyskane wyniki mogg

wskazywaé 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 miejscowa i uktadowa odpowiedz zapalng,
przyczyniajac sie do zaostrzenia odpowiedzi CHS mediowanej przez komorki NK

watroby.



