Normalni bakterialni flora, alergie
a ucinky probiotik

H. Tlaskalova-Hogenova, R. Lodinvovd-Zvddm’kovd,
H. Kozakova, B. Cukrowska, R. Stépankova, T.

Hudcovic, Kverka M., L. Tuckova, A. Kokesova, J.
Bartova, Kopecny J., U. Wiedermann

Mikrobiologicky ustav AV CR, Videfiska 1083,
Praha, UPMD Praha Podoli, 1. LF UK Praha,
Universita Viden

tlaskalo@biomed.cas.cz

Workshop on Atopic Dermatitis, 26.-28.kveten 2006, Praha



Faktory ovliviujici vyvoj imunity (alergie a jiné
choroby): “Hygienicka hypotéza”
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SLIZNICE - FUNKCE

Kontakt s prostfedim (transport Zivin, iontu, plynu)
Barierova funkce - nespec. a spec. faktory

Zajisteni nereaktivnosti napr. potravinove antigeny
(,oralni tolerance®)

Komunikace mezi imunitnim systémem rlznych
sliznic a exokrinnich zlaz (,,spolecny slizniCni
system®)

Zajisteni integrity epitelove vrstvy

Komunikace sliznic s kuzi a dalSimi organy

(T bunky)



Sliznicni (oralni) tolerance
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Typy regulacnich T bunek

3. CD4*CD25*TGF-p*T
and IL-10-secreting T,1

1. CD4*CD25*
Foxp3- T ...

2. CD4+CD25*
Foxp3* Tw




Presence of commensal florain the human body
Microorganisms colonize most of the epithelial surfaces exposed to the
environment (,,microbial organ®)

SKIN 1072

Staph. aureus

Staph. epidermidis

Ps. aeruginosa
Propionibacterium acnes
Anaerobes

NOSE 108

Staph. aureus
Staph. epidermidis
Diphtheroids
Streptococci

HROAT
Staph. epidermidis
Haem. influenzae
Neisseria spp.
Strep. Pneumoniae
Strep. pyogenes

URETHRA AND
VAGINA 108
Staph. epidermidis
Streptococci
Lactobacilli
Veillonella

etc.

ORAL CAVITY 1010
Strep. mutans

Por. Gingivalis plus
Some 700 other
species

——

(Wilson et al, 2002)

STOMACH 104
Hel. pylori

INTESTINES 104 ~220g
Bacteroides spp.
Bifidobacter spp.

Bacillus spp.

Eubacteria
Ruminococcus albus

etc.




Mikroflora — komplexni
ekosystem

- celkové kolem 104 bakterii

- Zije v nas a na nas “organ”, ktery obsahuje 10x vice
bunék nezli nase télo

- 500-1000 druht - obrovska diversita

- prevaha nekultivovatelnych nebo
obtizné kultivovatelnych anaerobt (97%)

- kolem 60% bakterii nelze kultivovat vubec

- nastup novych molekularneé biologickych metod —
detekce na zaklade specifickych sekvenci
ribozomalni 16S RNA

- stabilni a transientni slozky

- symbioza (vyhodné souziti) se mize zménit
v patogenitu (“oportunni patogeny”)



ProC komensalni bakterie za urcitych
podminek prekonaji imunitni mechanismy
hostitele a vykazuji patogenni ucinky???

* Poruchy rovnovahy ve slozeni mikroflory
- zmeny uvnitr bakterialni komunity
(aplikace antibiotik, bakterialni prerustani,
mutace atd.)

* Poruchy epitelové bariery

* Poruchy v regulaci sliznicni imunity



Superantigeny komensalnich bakterii
se mohou ucastnit v atopii

exogenous IL-4
atopic donors
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FISH — Fluorescence In Situ Hybridisation
for identification of bacteria (16S ribosomal RNA probes)

Segmented Filamentous
Bacteria (SFB)

/

Bacteroides

(Sokol, Stépankova, unpubl.)



Early postnatal development of fecal bacterial communities in human infants by

determining the bacterial diversity using PCR-DGGE profiles (from Favier

A et al. 2002)
BABY D
Month 1 2 3 4 56 6 7 8 10
Day 1114 17 19 21 24 30 32 38 OS1 66 82 108 122 159 181 207 238 272 301
18 20 23 25 31 33 45 61 73 101 115 138 165 200 216 245 294 323
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N species % |clones | GenBank | N species % | clones | GenBank
1 |E. coli 87 | D1A1 | AF253328 | 9 |Veillonella atypica 93 | D13F | AF25333%
2 |Veillonella dispar 97 | D1F | AF253329 | 10 |Enterobacter aerogenes 98 | D26-2) | AF253337
3 |Streptococcus thermophilus 99 | D6B | AF253330 | 11 [Clostridium neonatale 97 | D26E | AF253339
4 |Enterococcus raffinosus 96 | DBE | AF253331 | 12 |Clostridium neonatale 93 | D26A | AF253340
5 |Ruminococcus gnavus 96 | D8F | AF253333 | 13 |Clostridium neonatale 98 | D26K | AF253341
6 |Enterococcus avium 99 | D8D | AF253332 | 14 |Bifidobacterium breve 98 | D26B3 | AF316538
7 |Streptococcus salivanius 96 | D13J | AF253334 | 15 |Veillonelia dispar 96 | D29E | AF253342
8 |Clostridium paraputnficum 91 | D13L | AF253335 | 16 |Streptococcus salivanus 98 | D29A | AF253343




Normalni mikroflora a imunita

Dulezita soucéast prirozené imunity
“kolonizacni rezistence” brani usidleni

patogenl (kompetice o vyzivu, produkce
bakteriocinu atd.)

Vyrazneé efekty na imunitu
imunogenni (ruznost a kvantum antigent)
imunomodulacni ovlivhéni
— hlavni podnét pro rozvoj imunitniho
systému v obdobi po narozeni
— ucast pri udrzeni homeostazy



Interakce bakterii a bunék prirozené imunity

PAMP - MAMP (Pathogen -

BAKTERIE Microbe Assoc. Molecular
Pattern)

rozpoznavani
signalisace -1 Y y  PRR(Pattern
aktivace . Recognition Receptor)
BUNKA
1 (epitelova,
N endotelova, i . .
1 Zip:iig dendriticka, kostimulacni

makrofag...) molekuly

NF kB

t produkce

mediatory antibiotické peptidy

chemokiny, cytokiny



PRR (Pattern Recognition Receptors)
TLRs (Toll Like Receptors) and their ligands

Imidazoquinolines
. , (anti-viral compounds)
tiacylated  diacylated g0, CoGDNA LPS  dsRNA
lipoprotein Ilpopnitem l / /

(Takeda, Akira, 2004)



TLR4

Recognition of LPS

by the cells of the
Innate Immune
system

" membrane

MyD88 adaptor
protein




Vyznam a vyuziti zvirecich modelt
lidskych chorob

1) Etiologie a vyvoj chorob
Pacienti prichazeji az s projevy choroby,

neda se zjistit, co vzniku choroby predchazi a jak
nemoc vznika

Pristupy: Indukce nemoci nebo vyuziti geneticky
definovanych, transgennich kmenu mysi

2) Analyza patogenetickych a efektorovych mechanismu
3) Nové pristupy v lécbeée



Uloha mikroflory v etiologii lidskych chorob
Gnotobiologie — chov gnotobiotickych zvirecich modell bez bakterialni
flory (,,bezmikrobni - germfree® - GF) nebo s definovanou mikroflorou
(techniky: cisarsky rez, sterilni vzduch, voda a potrava)

L

Plastikové izolatory pro odchov bezmikrobnich mysi (gnotobiol. lab. Novy Hradek)



Rozdily ve fyziologickych a imunologickych
parametrech bezmikrobnich zvirat

- metabolismus

- strevni motilita

- vaha céka

- plocha strevni sliznice

- obmeéna strevniho epitelu

- myeloidni bunky ve streve (IEL,LPL)
- hladina sekrecniho IgA

- hladiny sérovych imunoglobulint

- - " " "> - -



Mysi model alergie na Bet v1 (alergen pylu brizy) (Valenta,
Wiedermann et al. 1991)
Indukce tolerance vuci alergenu slizniéni cestou a ovlivnéni
probiotiky (projekt EU ,,LABDEL")
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IgE antibody response to Bet v1 allergen in germfree
and conventional Balb/c mice after induction of

mucosal tolerance to allergen
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Cellular response to Bet v1 allergen in germfree
and conventional Balb/c mice after induction
of mucosal tolerance to allergen and testing

Proliferation of spleen lymphocytes
stimulated in vitro with Bet v1
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Probiotika

Definice: Zivé mikroorganismy aplikované oralné
(v dostateCcném kvantu), vykazujici zdravi prospésné
ucinky u lidi a zvirat (Reid 2003).
Bakterie mléecného kvaseni (Lactic Acid Bacteria - LAB)
pouzivany prumyslové pro produkci fermentovanych

potravin (syry, jogurty, kyselé zeli, olivy, ryby)
Néekteré typy techto bakterii jsou soucasti bakterialni

mikroflory lidi i zvirat (bifidobakterie, laktobacily)
Urcité kmeny jsou pouzivany jako probiotika
Enterokoky
E. coli

- E. coli Nissle, E. coli O83
Kvasinky



Prokazane ucinky nekterych
probiotik

- Uprava strevni mikroflory (inhibice patogenu,
napfr. produkci bakteriocinu)
- uprava bariéroveé funkce strevni sliznice
- zkraceni pruchodu potravy strevem
- imunomodulacéni pusobeni
* stimulace fagocytozy
* stimulace funkce NK bunék
* inhibice alergické Th2 odpovedi
- antioxidac¢ni pusobeni (enzymy napf. katalaza)
Chybi srovnani ucinnosti jednotlivych probiotickych
kmenu!!!
Chybi vyhledavaci metody pro analyzu efektu!!!



Pusobeni probiotického kmene
E. coli na imunitni systém deti
Specific anti-E. coli Nissle 1917 antibodies in the sera of

preterm infants after oral application of probiotic E. coli
strain (Mutaflor)
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(Cukrowska et al., Scand.J.Immunol. 2002)



Pusobeni probiotického kmene E. coli
na imunitni systém deti
Dynamics of the cellular response (H3incorporation) of cord

and peripheral lymphocytes of premature infants after the
oral application of probiotic E. coli strain
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Dlouhodobé pusobeni probiotik (E. coli - Colinfant)
na imunitni systém deti

Opakovana oralni aplikace nepatogenniho kmene E. coli po porodu
redukovala incidenci aleraqii v pozdéisim véku (10 a 20 let)
Clin. symptoms

After 10 years

Colonized infants (n = 77) 12%* (9)
Control infants (n = 55) 33% (18)

After 20 years

Colonized infants (n = 150) 16% (24)
Control infants (n = 144) 32% (46)
*p <0.01

(Lodinova-Zadnikova et al., Int. Arch. Allergy Immunol. 131, 209-211,2003)



stimulatory index

Production of IL-10 by PBMC from healthy
adults cultivated in vitro with various
probiotic bacteria
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(Kokesova, Bartova et al, unpubl.)



Nékteré mechanismy, kterymi pusobi
probiotické bakterie na sliznicich
protizanetlive

1) Negativni regulace signalizacni cesty pres Toll Like
Receptory (TLR) napr. pomoci molekul IRAK-M,
TOLLIP a dalsi

1) Interference s aktivaci NFkB napr. inhibici
degradace (ubikvitinace) IkB

2) Produkce inhibiénich cytokinu IL-10 a TGFR.
TGFRB signalizace indukuje inhibi€éni molekuly
SMADG6 a SMAD7

4) Zvysena exprese molekul rodiny SOCS (supresory
cytokinoveé signalizace), které zpétnou vazbou
inhibuji cytokinovou signalizaci vyvolanou vazbou
na TLR



Hypotetické pusobeni mikroflory na vyvoj
alergickych chorob

/i



Obecne zavery

* NejCastejsi formy alergie vznikaji u geneticky
predisponovanych jedincu na zakladé poruchy slizni¢nich
imunoregulacnich mechanismu (porucha slizniCni
tolerance)

« Zatéz sliznicniho imunitniho systemu v casném obdobi
postnatalniho zivota zfejme urcuje vyvoj imunity a tim |
vznik alergii

* Dosavadni vysledky vyzkumu nasvedcuji tomu, ze
stimulace sliznicniho imunitniho systému (pfirozena imunita
— epitel, makrofagy, NK bunky atd. s jejich receptory napf.
TLR, CD14; adaptivni imunita — B, T lymfocyty a jejich
receptory i produkty) napfr. probiotiky do jisté miry upravuje
dusledky pusobeni ,civilizaénich® faktoru
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