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Human Microbiome Project - influence of gut microbiota on human physiology and health

Abstract: The HMP (Human Microbiome Project) is one of several international projects which use metagenomic analysis to study
human health. The HMP is a logical conceptual and experimental extension of Human Genome Project. The first part of the review
presents general characteristic of the project, its goals and implementation phases.

The gastrointestinal tract microbiota is extremely dense and diverse. Microbiota genes encode many biochemical pathways that
humans have not evolved. Gut microbiota composition is influenced by human age, diet and genotype and its shifts are associated with
many diseases. This review summarizes the latest research concerning the association of gut microbial ecology with the mechanisms by
which microbes in the gut may mediate host physiology and metabolism in the context of obesity and cancer.
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1. Wstep

Przed ukonczeniem realizacji projektu HGP (Human
Genome Project), niektorzy badacze przewidywali iden-
tyfikacje okoto 100000 gendéw w genomie czlowieka.
Zaskoczeniem okazat si¢ fakt, ze genom ludzki zawiera
tylko ok. 20 000 kodujacych biatka gendw, co nie rézni
go zbytnio od genomu muszki owocowej. Jezeli jednak
rozszerzymy nieco nasze spojrzenie na ludzki organizm,
okaze sig, ze liczba 100 000 genéw to o wiele za malo,
aby go scharakteryzowa¢ [86]. Wynika to z faktu, ze
cialo dorostego, zdrowego czlowieka jest srodowiskiem
zycia dla co najmniej 10 razy wiecej komorek bakterii
niz naszych wiasnych, a wiekszo$¢ z nich zasiedla nasz
przewo6d pokarmowy, gléwnie jelito (10°-10" komorek
bakterii i archeonéw) [1, 79], nie wspominajac juz
o zwiazanych z nimi bakteriofagach, ktérych liczbe sza-
cuje sie na rzad wielko$ci wyzsza niz liczba bakterii [1].

Jezeli rozpatrywalibysmy organizm cztowieka jako
polaczenie komorek ludzkich i mikroorganizméw,
genom jako sume ludzkich genéw i genéw mikro-
organizmow, a wypadkowe wtasciwo$ci metabolizmu
jako mieszanke cech metabolizmu czlowieka i mikro-
organizméw zasiedlajacych go, wyloni si¢ nam obraz

czlowieka stanowigcego spojnie funkcjonujacy ,,super-
organizny’, gdzie mikroorganizmy nadaja mu cechy,
ktorych sam nie bytby w stanie rozwina¢ [29, 86]. Jesz-
cze przed zakonczeniem realizacji Human Genome
Project zdawano sobie sprawe z tego faktu i postulo-
wano, ze chociaz zsekwencjonowanie genomu ludzkiego
bedzie ogromnym osiggnieciem biologii, nie bedzie
kompletne, dopdki nie zrozumiemy synergistycznych
powiazan pomiedzy czlowiekiem a mikroorganizmami
zasiedlajagcymi nasz organizm [11]. Wiedzac, jak stabo
poznana jest nasza endogenna flora bakteryjna, suge-
rowano wtedy stworzenie ,,second human genome pro-
ject” zakladajacego zsekwenjonowanie genomoéw mikro-
organizméw z czterech istotnych miejsc bytowania
drobnoustrojéw w ciele cztowieka: jamy ustnej, jelita,
pochwy i skory. Realizacja takiego projektu miataby
poméc w wypelnieniu kluczowej luki w zrozumieniu
ewolucji, rozwoju, funkeji uktadu immunologicznego
i choroéb cztowieka [74, 75].

Dzieki staraniom wielu wybitnych naukowcow $wia-
domych potrzeby wnikliwego zbadania mikroflory
czlowieka, w 2007 roku zostal zainicjowany Human
Microbiome Project — ogélnoswiatowa inicjatywa majaca
na celu poznanie genoméw mikroorganizméw jako

* Autor korespondencyjny: Zakltad Genetyki Bakterii UW, ul. Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa; e-mail: kjkryn@biol.uw.edu.pl



244

skfadnikéw genomu czlowieka, ksztaltujacych jego meta-
bolizm i ich wplywu na procesy fizjologiczne oraz pre-
dyspozycje do zapadalnosci na rézne choroby [86].

Pojecie mikrobiomu czlowieka zostalo po raz pierw-
szy zaproponowane przez J. Lederberga w2001 roku,
dla opisania ekologicznej spotecznosci komensalnych,
symbiotycznych i patogennych mikroorganizméw, ktore
w dostownym sensie dzielg nasza przestrzen zyciowa
[52]. Jednak dzi$, zgodnie z pierwszym oficjalnie wyda-
nym opisem zalozen HMP, termin ten czesciej stosuje
sie w odniesieniu do wszystkich genoméw mikroorga-
nizmoéw zyjacych w i na ciele czlowieka, samemu zas
zespotowi tych mikrobéw nadajac pojecie ,,mikrobiota”
[86, 93]. Co zrozumiale, na poczgtku wiekszo$¢ badan
byta skoncentrowana na analizie mikroorganizmoéw
chorobotwérczych, mniej z nich dotyczylo korzysci
wynikajacych z obecnosci niepatogennej mikroflory
w ludzkich organizmach [72]. Jednak dos¢ szybko
zaczeto uswiadamiaé sobie, Ze nie wszystkie oddzia-
tywania pomiedzy mikroorganizmami a cztowiekiem
doprowadzaja do powstawania chorob, ze nasze orga-
nizmy sg zamieszkiwane przez wiele komensalnych
mikroorganizmow, ktdre czgsto nie tylko nie wywotuja
chorob, ale nawet przynosza nam widoczne korzysci
[13]. Przykladem interesujacego podejécia z poczatku
XX wieku do mikroflory cztowieka moze by¢ dziatal-
nos$¢ Arthura I. Kenedalla, ktéryjuz w1909, czyli
ponad 100 lat temu, w Journal of Biological Chemistry
opublikowat artykut Some observations on the study of
the intestinal bacteria, w ktorym koncentruje si¢ na ana-
lizie wplywu diety na nasza mikroflore i efektach jakie ta
mikroflora wywiera na zdrowie cztowieka [1]. Rowniez
laureat Nagrody Nobla z 1908 roku, Elie Metchnikoff,
w artykule Prolongation of life: optimistic studies postu-
lowal, ze pewne bakterie moga polepsza¢ stan zdrowia
gospodarza [9]. Co istotne, prace tak dawne jak m.in. ta
autorstwa Kenedalla zawieraly wiele pytan, ktére
dzi$ nadal sa aktualne i probuje si¢ je wyjasni¢ poprzez
realizacje zadan HMP.

Korzystne zalezno$ci oddziatywan pomiedzy mikro-
organizmami a gospodarzem byty badane przez ponad
wiek, ale dopiero odkrycia biologii molekularnej umozli-
wily dokladniejsze zrozumienie problemu. Nalezy pamie-
ta¢, ze wiekszo$¢ naszej dotychczasowej wiedzy opierala
sie na badaniach mikroorganizmow, ktére potrafilismy
hodowa¢. Ocenia sie, Ze nawet 20-80% mikroorga-
nizméw zwigzanych z cztowiekiem (w zaleznosci od
miejsca bytowania w organizmie czlowieka), nie jesteSmy
w stanie wyhodowac¢, co prawdopodobnie skutkuje nie-
docenianiem znaczenia ich réznorodnosci [18, 72].

Poczatkowe proby okreslenia liczby i filogenetycznego
pokrewienstwa mikroorganizméw czlowieka polegaty na
analizie stosunkowo dobrze konserwowanej sekwencji
nukleotydowej 16S rRNA w preparatach pochodzacych
z mieszaniny organizmow [72]. Przez dtugi czas, do pel-
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nego scharakteryzowania ich biologicznej i genetycznej
natury, byly konieczne czyste kultury bakterii, a analizy
16S rRNA pozwalaly jedynie na ujawnienie obecnosci
tych niezdolnych do wzrostu in vitro mikroorganizméw,
nie zapewniajac informacji o funkcjonowaniu ich spo-
tecznos$ci. Aktualnie poza analizami 16S rRNA bada sig¢
ztozonos¢ prébek na drodze sekwencjonowania mate-
rialu genetycznego uzyskanego bezpo$rednio ze $ro-
dowiska. To podejscie jest nazywane ,,metagenomiky”
Termin metagenomika zostal zaproponowany przez
prof. J. Handelsman'a wroku 1998 [31].

Juz teraz wiadomo, ze ogromng role w przysztych
badaniach odegraja, oprocz metagenomiki, réwniez
badania mRNA (metatranskryptomika), biatek (meta-
proteomika) i sieci metabolicznych (metainterakto-
mika), gdyz sama metagenomika nie zapewnia bez-
posrednich informacji o tym, ktére geny sa w danych
warunkach funkcjonalne [86].

2. HMP - ogdlna charakterystyka

Wezesniejsze badania analizujace mikroflore czto-
wieka staly sie inspiracja do rozpoczecia przedsiewzieé
realizowanych na duzo wigksza skale. W listopadzie
2005 roku w Paryzu odbylo si¢ miedzynarodowe spot
kanie zorganizowane przez French National Institute
for Agricultural Research (INRA), ktére zaowocowalo
podjeciem decyzji o utworzeniu Human Instestinal
Metagenome Initiative (HIMI), w celu dokfadniej-
szego poznania wplywu mikroflory jelitowej cztowieka
na nasze zdrowie i choroby, oraz zaleceniem powola-
nia International Human Microbiome Consortium
(IHMC), aby gromadzi¢ wyniki badan ptynacych z labo-
ratoriow calego $wiata (http://human-microbiome.org/).
W niedlugo potem, miala miejsce dyskusja na temat
zalet powstania sponsorowanego przez NIH (The Natio-
nal Institutes of Health, a part of the U.S. Department
of Health and Human Services) Human Microbiome
Project (HMP), ktory mialby zaja¢ si¢ tematem mikro-
flory czlowieka nieco szerzej — uwzgledniajac nie tylko
mikroorganizmy kolonizujace jelito, ale tez inne nisze
ekologiczne, takie jak: jama ustna, uktad moczowo-
-plciowy (Sluzéwka pochwy), skéra oraz uktad odde-
chowy (Sluzéwka jamy nosowej).

Zainicjowany w 2007 roku HMP jest 5-letnim pro-
jektem, realizowanym z duzym nakladem finansowym,
ktérego gtéwnym celem jest wykonanie charakterystyki
mikroflory czlowieka w stopniu, ktéry umozliwi bada-
nie jej zmian w odniesieniu do populacji, genotypu,
stanu zdrowia, wieku, skfadnikéw pokarmowych, sto-
sowanych lekéw i §rodowiska zycia oraz jej wplywu
na rézne choroby. Uznano, ze dzi¢ki wystandaryzowa-
niu metod i zZrédel pobieranych proéb i zastosowaniu
najnowszych strategii badawczych, bedziemy w stanie
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poprawia¢ nasze zdrowie przez monitorowanie i mani-
pulacje mikroflora [72].

HMP jest w sensie logicznym, pojeciowym i ekspe-
rymentalnym rozszerzeniem Human Genome Project
i stanowi interdyscyplinarne polaczenie réznych projek-
tow realizowanych jednocze$nie na kilku kontynentach,
a jego powstanie bylo mozliwe gléwnie dzieki zastoso-
waniu najnowszych metod laboratoryjnych. Opracowa-
nie technik globalnych analiz materiatlu genetycznego
czy biatek umozliwito mikrobiologii wejscie w nows ere,
rozszerzajac obiekt jej badan z wlasciwosci pojedynczo
wyizolowanych organizméw do calych spofecznosci
mikroorganizméw [86]. W ramach HMP zalozono
sekwencjonowanie okoto 1000 referencyjnych geno-
moéw mikroorganizméw powszechnie wystepujacych
w organizmie cztowieka, w tym okoto 600 bakteryjnych,
a nastepnie prowadzenie analiz metagenomowych, ktére
pozwola na scharakteryzowanie spotecznosci bakteryj-
nych kolonizujacych konkretne nisze ekologiczne: drogi
oddechowe (nos), skore, przewdd pokarmowy i drogi
moczowo-plciowe. W ciggu 5 lat, od 2009 do 2014 roku,
przewidywane jest zsekwencjonowanie catych mikro-
biomdw 250 ochotnikow [97].

Glowne cele HMP sa nastepujace:

o Ustalenie kwestii posiadania przez ludzi wspélnej,

»rdzeniowej” (,,core”) mikroflory,

o Sprawdzenie korelacji zmian ludzkiej mikroflory
ze zmianami stanu zdrowotnego czlowieka,

o Skonstruowanie nowych i udoskonalanie juz obec-
nych narzedzi technologicznych i bioinformatycz-
nych potrzebnych do zrealizowania celéow HMP,
aby umozIliwi¢ hodowle wigkszej liczby mikroor-
ganizmoéw lub opracowa¢ inne rozwigzania uzy-
teczne do ich analiz oraz umozliwi¢ uporzgdkowa-
nie i prace nad ogromna liczbg danych zbieranych
w czasie trwania projektu,

 Rozwigzanie etycznych, prawnych i spolecznych
probleméw zwigzanych z badaniami nad mikro-
florg czlowieka [97].

HMP zaktadat realizacje projektu w trzech etapach.
Pierwszy etap to pozyskiwanie probek i ich wstepna
analiza. Pierwszym stadium tego etapu jest stworzenie
referencyjnych zestawéw genoméw mikroorganizmow
czlowieka, ktére wystepuja w okreslonych cze$ciach
ciala: nosie, jamie ustnej, skorze, przewodzie pokar-
mowym i drogach moczowo-plciowych, przez wyko-
rzystanie danych eksperymentalnych zsekwencjonowa-
nych wczesniej genomoéw mikroorganizméw, gtéwnie
zdolnych do wzrostu in vitro. Bardzo istotne na tym
etapie badan jest przeprowadzenie analiz poréwnaw-
czych wybranych genoméw na poziomie 16S rRNA
i stworzenie ogélnodostepnych baz danych. Analizom
tym towarzysza poszukiwania nowych metod hodowli
mikroorganizmow, ktére do tej pory uchodzily za nie-
zdolne do wzrostu in vitro i ulepszanie metod juz sto-
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sowanych. Drugie stadium to uzyskiwanie metodami
metagenomowymi referencyjnych zestawéw ludzkiego
mikrobiomu, gdzie uwaga skupia si¢ w duzej mierze na
analizach mikroflory organizméw mono- i dizygotycz-
nych blizniat oraz ich matek. Trzecie stadium obejmuje
uzyskiwanie probek od ludzi klasyfikowanych na pod-
stawie réznych kryteriéw, a badania obejmuja nieco dal-
szych cztonkéw rodziny (np. ojcdw, rodzenstwo) oraz
ludzi w ré6znym wieku, uwzgledniajac tez roéznice demo-
graficzne, socjo-ekonomiczne, kulturowe i mieszkaficow
krajow, gdzie nastepuje szybki rozwdj technologiczny
i gwaltowne zmiany trybu zycia. Przedsiewzieciom tym
nieustannie towarzyszy rozwdj narzedzi, w tym bio-
informatycznych niezbednych do analizy transkrypto-
moéw, proteomdw i metabolomdw.

Na drugi etap skladaja sie dokladniejsze badania
mikroflory wybranych ludzi spelniajacych wyznaczone
kryteria. Okredlenie poziomu szczegétowosci prowa-
dzenia analizy sekwencyjnej oraz liczby badanych oséb
jest kluczowe w celu scharakteryzowania ,pelnego”
ludzkiego mikrobiomu. Na tym etapie poszukuje si¢
tez gatunkéw drobnoustrojow blisko spokrewnionych
z tymi zwigzanymi z ludzkim organizmem albo posiada-
jacych wspolne z nimi geny, ktore wystepuja w organiz-
mach innych ssakéw oraz swobodnie w $rodowisku,
w celu zsekwencjonowania ich genomoéw i zdefiniowa-
nia nisz ich bytowania.

Celem trzeciego etapu nazywanego ,global human
microbiome diversity project” jest poréwnanie duzej
liczby préb pobranych od ludzi z rejonéw oddalonych
od siebie w sensie geograficznym, demograficznym
i kulturowym. Niezwykle istotnym elementem tego
etapu jest takze wybranie 0sdb o zréznicowanym sta-
nie zdrowotnym, cierpiacych na rézne choroby i odna-
lezienie zwigzku tych dolegliwosci z mikroflorg zasie-
dlajaca ich organizmy, a takze zsekwencjonowanie DNA
probek $rodowiskowych z miejsc bedacych rezerwu-
arami mikroorganizméw i powigzanie uzyskanych infor-
macji z danymi dotyczacymi wymiany gendw i catych
mikroorganizméw miedzy nimi a organizmem czto-
wieka. Zdobyta wiedza znajdzie potencjalnie zastosowa-
nie w tworzeniu testow diagnostycznych, terapiach, dzia-
taniach majacych na celu polepszenie $wiatowych sieci
zywieniowych, a takze edukacji zdrowotnej zaréwno
pojedynczych jednostek jak i calych spotecznosci [86].

Jednym z pierwszych istotnych probleméw podczas
badan prowadzonych w ramach HMP byta kwestia,
ktére probki, od jakich ludzi, mozna uznac za ‘referen-
cyjne. Wiadomo bylo, ze niemozliwym bedzie uzyskanie
tak duzej liczby, tak réznorodnych prob, aby stanowily
calkowicie wiarygodng reprezentacje mikroorganiz-
moéw calej ludzkiej populacji. Mozna bedzie jedynie
dolozy¢ staran, zeby ta liczba i réznorodno$¢, w sensie
rasy, grupy etnicznej i innych demograficznych cech,
jak najbardziej odzwierciedlata badane spoteczenistwa.
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Nastepnym waznym krokiem podjetym w celu przy-
spieszenia, a moze nawet umozliwienia prowadzenia
analiz, bylo wprowadzenie terminu ,,normalny” zamiast
»zdrowy” w odniesieniu do wolontariuszy, od ktérych
pobierano probki. Gdyby si¢ tak nie stalo, istniatoby
zbyt wiele klinicznych kryteriow ograniczajacych przyj-
mowanie do projektu nowych chetnych, gdyz brani
byliby pod uwage tylko ludzie zdrowi w kazdym aspek-
cie, w odniesieniu do kazdego miejsca ciata czlowieka.

Takze ujednolicenie danych naplywajacych z réznych
laboratoriéw ma znaczacy wplyw na wyniki prowadzo-
nych badan. Okreslono dokladnie metody pobierania
prob i sekwencjonowania DNA, a takze przeprowa-
dzono eksperymenty, gdzie zrekonstruowano sztuczny
zespol mikroorganizmow, zeby sprawdzi¢ wiarygodno$é
i poréwnywalno$¢ dostarczanych danych. Serie naste-
pujacych kolejno po sobie eksperymentéw z wykorzy-
staniem nowych narzedzi majg na celu wyeliminowanie
wszelkich artefaktéw [72].

Wazny element HMP stanowia aspekty etyczne,
prawne i socjologiczne. Szczegdlnie istotna jest ochrona
prywatnoéci ochotnikéw, od ktérych pobierane s mate-
rialy do badan i informowanie ich o korzysciach i zagro-
zeniach uczestnictwa w projekcie. Dane gromadzone
z analiz mikrobiomu staja si¢ powszechnie dostepne,
ale juz do sekwencji nukleotydowych DNA ludzkiego
genomu i informacji medycznych o uczestnikach dostep
maja wylacznie naukowcy bioracy udzial w przedsie-
wzieciu. Jednak coraz czedciej zadawane sg pytania, czy
nawet ten zestaw mikroflory nie jest unikatowy dla kaz-
dego czlowieka i nie stanowi swoistego ,,odcisku palca’,
co moze by¢ wykorzystywane w technikach $ledczych.
Kolejnymi sprawami sg bezpieczenstwo badanych oséb
w sensie fizycznym, czy tez kwestie etyczne — szczegdl-
nie dotyczy to prenatalnych i neonatalnych manipulacji
ludzka mikroflorg. Potencjalne zastosowania zgroma-
dzonej wiedzy w leczeniu i zapobieganiu chorobom sa
bardzo rozlegle, lecz istnieje tez obawa, ze powszechnie
dostepne wyniki badan moga sta¢ si¢ groznym narze-
dziem o potencjalnym wykorzystaniu w atakach bio-
terrorystycznych (72, 86, 97].

3. Mikroflora jelit

Stosunkowo najwiecej uwagi w badaniach nad mi-
krobiomem czlowieka poswieca si¢ analizie réznorod-
nosci mikroorganizméw obecnych w przewodzie pokar-
mowym (GI - gastrointestinal tract), a w szczeg6lnosci
w jelitach, nazywajac czesto ich genomy trzecim gtow-
nym genomem ssakow, zaraz po jadrowym i mitochon-
drialnym [9]. I jest to w pelni uzasadnione. GI zapewnia
doskonale warunki do zycia i wzrostu zaréwno bak-
teriom komensalnym, normalnie tam wystepujacym,
ale tez dostarczanym wraz z pozywieniem, ktore moga
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w znaczacy sposob wplywaé na procesy zachodzace
w tej niszy ekologicznej. Istotnie, bogactwo mikroorga-
nizméw w jelicie jest ogromne, stanowi ono najgestszy
naturalny ekosystem bakteryjny z dotychczas pozna-
nych. Jak juz zostato wspomniane na poczatku pracy,
szacuje sig, ze liczba komodrek mikroorganizméw w ciele
czlowieka dziesieciokrotnie przewyzsza liczbe naszych
wlasnych somatycznych i plciowych komorek, a naj-
wieksza i najbardziej ztozona jest zawartos¢ jelita, gdzie
liczbe drobnoustrojow szacuje sie nawet na 10" komo-
rek, a 1 g katu czlowieka zawiera 10'? komdrek bakterii
[33, 54]. Ogromna przewaga liczebnosci i réznorod-
noéci taksonomicznej bakterii w przewodzie pokar-
mowym nad innymi niszami w ciele cztowieka (skora,
jama ustna, drogi moczowo-plciowe) zostala potwier-
dzona w wielu badaniach [13]. Metagenomowe analizy
ludzkiego mikrobiomu wykazaly, ze w jelicie znajduje
sie 3,3 miliona unikatowych gendw, czyli 150 razy wie-
cej niz w naszym wlasnym genomie, a réznorodnosé
bakterii jelitowych jest szacowana na ponad 1000 gatun-
kéw [11, 93].

Mikroflora jelit wplywa na wiele aspektow naszej
fizjologii i nadaje nam cechy, ktérych sami nie byli-
by$my w stanie rozwing¢. Zawiera geny, ktore nie wyste-
puja w komérkach ssakéw, a pomimo to, s3 niezbedne
dla utrzymania optymalnego poziomu zdrowia [9].
Zaburzenia i zmiany skladu mikroflory przyczyniaja
sie do powstawania wielu réznorodnych choréb. Czesé
z nich zostanie przedstawiona w dalszej czesci tej pracy
przegladowe;j.

3.1. Roznorodnosé¢ taksonomiczna mikroflory jelit

Bakterie zasiedlaja Ziemie od co najmniej 2,5 miliarda
lat. Znane jest 55 typow bakterii, jednak w ludzkich jeli-
tach wystepuje tylko czes¢ z nich (m.in. Firmicutes, Bac-
teroidetes, Actinobacteria, Fusobacteria, Proteobacteria,
Verrucomicrobia, Cyanobacteria, Spirochaeates), a dwa
typy: Bacteroidetes i Firmicutes sa zdecydowanie domi-
nujace [54].

Dane eksperymentalne pierwszej przeprowadzo-
nej na duzg skale molekularnej analizy r6znorodnosci
mikroflory jelit (13 335 sekwencji 16S rRNA ze §luzéwki
jelit trzech dorostych oséb i po jednej probee katu od
kazdej z tych 0sdb) zostaly opublikowane w 2005 roku
[18]. Rezultatem bylo powstanie najwiekszej bazy
danych sekwencji nukleotydowych 16S rRNA z poje-
dynczego badania nad jakimkolwiek ekosystemem.
Zidentyfikowano az 395 gatunkéw bakterii i jeden
gatunek archeonu, Methanobrevibacter smithii. Liczba
poszczegdlnych sekwencji nukleotydowych reprezen-
tujacych kazdy takson stanowita miare obfitoéci jego
wystepowania w jelicie. Wigkszoé¢ ze zidentyfikowa-
nych w tym badaniu organizméw nalezala do dwéch
typéw: Firmicutes (301 z 395 gatunkéw) i Bacteroide-



HMP - MIKROFLORA JELIT ORAZ JE] WPLYW NA FIZJOLOGIE I ZDROWIE CZLOWIEKA

tes (65), co bylo zgodne z wcze$niejszymi analizami
sekwencji nukleotydowych 16S rRNA [34, 38, 91]. Naj-
wiecej za$ (95%) sekwencji nukleotydowych w obrebie
Firmicutes pochodzilo z materialu genetycznego bak-
terii klasy Clostridium. W tym samym badaniu autorzy
zasygnalizowali réwniez, Ze okolo 80% gatunkéw bakte-
rii zasiedlajacych ludzkie jelita nie potrafimy hodowac,
a nowo odkryte gatunki stanowity w przeprowadzonej
analizie az 60% wszystkich wykrytych gatunkow. Jed-
nak juz nawet wtedy przewidywano, ze mata czulos¢
analiz przeprowadzanych z wykorzystaniem16S rRNA
moze zaniza¢ réznorodnos¢ bakterii we florze jelit, co
potwierdzily pdzniejsze badania nad microbiomem jelit
opublikowane w 2010 roku, ktére szacowaly to zréz-
nicowanie na 1000-1150 gatunkéw w calej puli bak-
terii uzyskanych od 124 oséb [70]. Inna opublikowana
w 2007 roku analiza ponad 45 000 bakteryjnych sekwen-
¢ji nukleotydowych 16S rRNA dostarczyta podobnych
danych, jezeli chodzi o udzial klas bakterii w mikro-
florze jelit. Ponad 98% wszystkich gatunkéw nalezata
do jednego z czterech typow: Firmicutes (64%), Bac-
teroidetes (23%), Proteobacteria (8%) i Actinobacteria
(3%), natomiast udzial innych grup taksonomicznych
byt raczej zmienny [23]. Chociaz w réznych badaniach
pojawiaja si¢ czasem odmienne proporcje liczebnosci
pomiedzy poszczegdlnymi grupami taksonomicznymi
bakterii, naukowcy sg zgodni, co do dominacji w jelicie
mikroorganizméw nalezacych do dwdch typow: Firmi-
cutes i Bacteroidetes.

Oproécz badan skupiajacych sie na sktadzie mikro-
flory jelitowej w momencie pobierania probki, prowa-
dzone byly dlugookresowe analizy trwajace od kilku
miesiecy do dwoch lat, majace na celu sprawdzenie
zmian w skladzie gatunkowym bakterii w réznych
przedziatach czasu, dotyczace zaréwno ogdlnej propor-
¢ji pomiedzy grupami taksonomicznymi, jak i doktad-
niejszych analiz liczebnosci poszczegdlnych gatunkow,
ktorych obecnos¢ jest obserwowana u wiekszo$ci ludzi
(m.in. Clostridium coccoides, Clostridium leptum, Bac-
teroides fragilis). Wykazaly one, ze sklad mikroflory
jelitowej dorostego czlowieka nie ulega drastycznym
zmianom w czasie i jest do$¢ stabilny [36, 63, 94].

Badania domeny Archaea w jelitach dotycza gtéwnie
archeonéw metanogennych. Nie wystepuja one jednak
w jelitach wszystkich ludzi [22]. Oprécz wspomnianego
wczedniej gatunku Methanobrevibacter smithii, do$¢
dokfadnie udafo si¢ opisa¢ i zsekwencjonowaé genom
jeszcze jednego przedstawiciela Archaea, mianowicie
Methanosphaera stadtmane [17, 25]. Gatunek ten ma
najbardziej ograniczony metabolizm ze wszystkich
metanogennych archeonéw [25], co ttumaczy jego rzad-
sze wystepowanie niz M. smithii [18, 68, 80]. Podczas
gdy M. smithii wykorzystuje H, i CO,, M. stadtmanea
korzysta z metanolu do produkcji metanu i syntezy ATP
[25]. Poziom metanolu wzrasta przy degradacji pektyn

247

przez bakterie beztlenowe np. niektére gatunki Bacte-
roides [46], co umozliwia M. stadtmanea wystepowanie
w $rodowisku jelit, gdzie znajduje si¢ wiele gatunkow
bakterii tego rodzaju.

Dzigki zastosowaniu metod niezaleznych od otrzy-
mywania czystych kultur zidentyfikowano réwniez matg
liczbe przedstawicieli rzedu Methanosarcinales oraz
gatunek Methanobrevibacter orali [80].

Stosunkowo nieduza liczba badan zostala przepro-
wadzona w celu zanalizowania réznorodnosci wiruséw
w ludzkich jelitach. Wykryto jednak, ze w przeciwien-
stwie do spolecznosci bakteryjnych, ktorych sktad jest
duzo bardziej podobny u ludzi spokrewnionych, rézno-
rodno$¢ wiruséw w jelitach jest unikatowa dla poszcze-
golnych os6b i nie zalezy od stopnia pokrewienstwa.
Jednak, pomimo znacznych interpersonalnych wariacji
w zawartosci wirusow i ich materiatu genetycznego, ich
roznorodnosé wewnatrz jednego organizmu jest bardzo
mata, zdominowana przez zaledwie kilka fagow, ktore
wykazuja wysoki poziom genetycznej stabilnosci [76].

3.2. ,,Core microbiome” jelit

W momencie zainicjowania HMP zadawano sobie
pytanie o istnienie rdzeniowego mikrobiomu cztowieka
(core microbiome), czyli zestawu gendw, ktdry bedzie
obecny u wszystkich/wiekszosci drobnoustrojéw bada-
nych oséb. Badania przeprowadzone nad duzg pula bak-
teryjnego 16S rRNA (prawie 10 tysiecy nukleotydowych
sekwencji 16S rRNA niemal calej dtugosci i 2 miliony
fragmentéw 16S rRNA) wykazaly, ze co prawda mikro-
biom jest po czg$ci wspdlny dla cztonkéw rodzin, jed-
nak zestaw mikroorganizméw kazdej osoby rézni sie
pochodzeniem i sktadem gatunkowym z poréwnywal-
nym poziomem réznorodnosci pomiedzy dorostymi
monozygotycznymi i dizygotycznymi blizniakami [88].
Co zaskakujace, nie wykryto jednego gatunku bakterii
licznie (z zalozenia >0,5% zespotu mikroorganizméw)
wystepujacego u wszystkich badanych 154 oséb. Jed-
nakze analizy pozwolily zidentyfikowaé zestaw gendw
mikroorganizméw obecny w badanych proébach, co
mogloby wskazywa¢ na istnienie wspdlnego dla ludzi
mikrobiomu na poziomie nie gatunkowym, ale na pozio-
mie materiatu genetycznego Otrzymane dane sugeruja,
ze na poziomie taksonomicznym o wspdlnej mikroflorze
mozna méwi¢ tylko w przypadku matej populacji lub
biorac pod uwage nizsza niz 0,5% czgstos¢ wystepowania
danego gatunku. Przeprowadzone nieco p6zniej meta-
genomowe badania probek zawartosci jelit 124 Europej-
czykow wykryly 18 gatunkéw obecnych u wszystkich
badanych o0séb i 57 gatunkéw u 90% oséb tej samej
populacji oraz udokumentowaly, ze wiekszos¢ ziden-
tyfikowanych genéw mikroorganizméw byfa wspélna
dla wszystkich badanych [70]. Jednakze dalsze analizy
czestosci wystepowania tych popularnych gatunkéow
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u innych os6b wykazaly duza réznorodnos¢ pomiedzy
mikroflorg poszczegélnych osobnikéw. Otrzymane dane
pozwalaja wnioskowac, ze ,,core microbiota” w ludzkich
jelitach moze istnie¢ jedynie w do$¢ matej populacji
o okre$lonej wielkosci, a zwigkszajac liczbe badanych
do nieograniczenie duzych rozmiaréw, powoduje si¢
zanik ,,core microbiota”. Problemy dotyczace badan nad
rdzeniowym mikrobiomem omawia praca przegladowa
Shadei Handelsman [83].

3.3. Zmiany mikroflory jelit w zaleznosci od wieku

Sktad mikroflory jelit, chociaz nie wykazuje istot-
nych zmian w czasie zycia dorostego czlowieka, ulega
znacznym modyfikacjom w ciggu pierwszych miesiecy
po urodzeniu, na co duzy wplyw maja czynniki $rodo-
wiska. Po osiggnieciu przez dziecko okoto roku sktad ten
chociaz ciggle unikatowy, upodabnia si¢ do charaktery-
stycznego zestawu mikroorganizméw obserwowanego
u dorostych [71]. Podstawowe funkcje wyrazane przez
jelitowe mikroorganizmy, takie jak pobieranie sklad-
nikéw odzywczych, fermentacja skladnikéw pozywie-
nia, stymulacja ukladu odpornosciowego gospodarza,
ochrona przed patogenami zaczynaja ujawniac si¢ pod
koniec drugiego roku zycia [61]. Fakt ten potwierdzita
opublikowana w 2007 roku praca japonskich naukow-
cOw prezentujaca wyniki badan metagenomowych
probek katu 13 zdrowych oséb, wérdd ktérych byli
zaréwno dorosli (w wieku 24-45 lat) jak i dzieci kar-
mione jeszcze naturalnym pokarmem (3-7 miesiecy)
oraz starsze (1.5 i 3 lata) [51]. Wykazano, ze, podczas
gdy sklad mikroflory dzieci karmionych piersig byt
stosunkowo prosty, z dominacjg niewielu gatunkow,
lecz ujawnial duze réznice zaréwno w taksonomii bak-
terii jak i w zestawie genéw pomiedzy osobnikami, to
probki pobrane od starszych dzieci i oséb dorostych
byly bardziej ztozone gatunkowo, ale za to charaktery-
zowaly si¢ znaczng funkcjonalng jednorodnoscia (podo-
bienstwo sekwencji nukleotydowych), bez wzgledu na
wiek czy ple¢. W przeprowadzonych badaniach udo-
kumentowano wystepowanie roznic pomiedzy zesta-
wem gendw obecnych w mikrobiomie ludzi dorostych,
w poréwnaniu do mikrobiomu noworodkdéw, co w duzej
mierze zwigzane jest ze spozywanym pokarmem. Istot-
nym przykladem moze by¢ obecnos¢ bakterii gatunku
Bifidobacterium longum subsp. infantis w mikrobiomie
noworodkéw. Niedlugo po urodzeniu jelita karmionych
piersia dzieci sg szybko kolonizowane przez konsorcja
bakteryjne czesto zdominowane przez Bifidobacterium.
Ten gatunek posiada zdolno$¢ wykorzystywania zawar-
tych w mleku molekul o malej wartosci odzywczej dla
noworodka (HMO - human milk oligosaccharides),
ktore nie moga by¢ roztozone przez enzymy trawienne
gospodarza. Genom tej bakterii zawiera geny zwigzane
z katabolizmem, kodujace zewnatrzkomoérkowe biatka
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wiazace i permeazy aktywowane pod wplywem HMO,
co daje mu ogromng przewage nad innymi, nieposia-
dajacymi takich zdolnosci grupami bakterii wystepu-
jacymi w przewodzie pokarmowym noworodkéw [82].
Réwniez inne badania wykazaly zwigzek mikroflory
jelit z karmieniem piersia, potwierdzajac duzy udzial
w procesach katabolicznych bakterii rodzajéw Bifido-
bacterium i Lactobacillus [30, 32]. Zrédta pochodzenia
tych wczesnych kolonizatoréw nie sg do konca poznane,
chociaz wiadomo, ze pewne gatunki sa przekazywane od
matki do dziecka [21, 62, 64]. Pod koniec wieku dojrze-
wania zostaje osiagniety pewien gorny poziom skladu
mikroflory, ktéry jest do$¢ stabilny u zdrowych doro-
stych ludzi [24], a Clostridium leptum, Clostridium coc-
coides, Bacteroides i Bifidobacterium stanowig tu cztery
dominujace grupy [61]. Kolejne zmiany widoczne sa
u ludzi starszych. Mozna m.in. zaobserwowaé wtedy
zmniejszenie liczby Bifidobacterium 1 Bacteroides,
czemu towarzyszy takze spadek liczby rodzaju Lacto-
bacillus oraz proporcjonalny wzrost liczby fakultatyw-
nych beztlenowcow, takich jak E. coli [37, 61]. Takze
stosunek Firmicutes do Bacteroidetes znacznie zmienia
sie w ciagu Zycia, na poczatku wzrastajac wraz z wie-
kiem, aby potem znéw obnizy¢ si¢ u starszych osob
[61]. Warto doda¢, ze zmiany tej proporcji moga mie¢
takze zwiazek z otyloscia, co wskazuje na inng fizjo-
logie trawienia u starszych ludzi [55]. Jednak uogoélnia-
jac, zaréwno noworodki, ludzie w $rednim wieku jak
i osoby starsze maja ograniczony do do§¢ malej liczby
zestaw typoéw mikroorganizmow, co wskazuje na ksztal-
towanie si¢ roznorodnosci mikroflory wjelicie pod silng
presja selekcyjna [33].

3.4. Wplyw diety i genotypu gospodarza
na réznorodno$¢ mikroflory jelit

Rozne czynniki srodowiskowe majg wplyw na mikro-
flore jelit. Do najistotniejszych mozna zaliczy¢ diete
gospodarza oraz jego status genetyczny. Wykazano na
przyklad, ze probki jelitowego mikrobiomu pobierane
od dorostych Japonczykéw i Amerykanéw roznig sie
skladem, gléwnie, jezeli chodzi o gatunki Bacteroides
i archeonéw. U Amerykanéw zawieraly one bardzo
malo sekwencji nukleotydowych i genéw gatunkow
Bacteroides oraz znaczng liczbe genéw nalezacych do
archeondw, podczas gdy u Japonczykéw bylo na odwrot:
obserwowano wysoka liczbe sekwencji nukleotydowych
i genéw Bacteroides i prawie calkowity brak genéw nale-
zacych do archeonéw [28, 51]. Réwniez inne badanie,
ograniczajace si¢ do przeprowadzenia analiz mikro-
biota ludzi z jednego kontynentu, a nawet jednego kraju
(Japonii) wykrylo znaczne réznice w réznorodnosci
mikroflory pomie¢dzy osobami mieszkajacymi w mies-
cie i na wsi [8], co moglo by¢ spowodowane odmienng
dietg i statusem genetycznym gospodarzy.
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Oproécz wspomnianych wezeéniej badan dotyczacych
réznic pomiedzy mirobiota karmionych mlekiem matki
noworodkow a starszych dzieci i dorostych, przeprowa-
dzono jeszcze wiele innych analiz wptywu pokarmu na
mikroflore. Wykazano na przyktad, ze popularne diety
majace na celu spadek wagi, oparte na spozywaniu
przede wszystkim bialek i matlej ilosci weglowodanow,
moga powodowa¢ zmiane skladu populacji bakterii
w jelicie grubym cztowieka i ich mikrobiologicznej
aktywnosci, a co za tym idzie, ich wplywu na zdrowie
gospodarza. Wprowadzajac okreslone diety i pobierajac
probki katu od badanych oséb do analizy 16S rRNA przy
pomocy fluorescencyjnej hybrydyzacji in-situ (FISH),
wykazano, ze redukeja ilosci weglowodanéw w spozy-
wanych positkach prowadzi do spadku zawartosci w jeli-
tach bakterii produkujacych maslan: Roseburia spp.,
Eubacterium recitale oraz Bifidobacterium spp., ale nie
stymuluje zmian liczby Bacteroides spp., za$ spozywanie
wigkszej ilosci weglowodanow skutkuje zwiekszeniem
ogodlnej liczby komorek bakterii [3, 16, 78]. Prowadzone
bylo takze wiele innych badan dotyczacych wptywu
réznych diet, np. niskokalorycznych, czy zawierajacych
duzo oliwy z oliwek z dodatkiem liofilizowanych owo-
cow i ekstraktu z warzyw, ktore zmienialy kompozy-
cje mikroflory jelit, nie tylko zmniejszajac mase ciala
i zawarto$¢ ttuszczow, ale tez redukujac rozwoj gruczola-
kow w jelitach myszy [58, 59]. By¢ moze, zmiany mikro-
flory zwiazane ze spozywaniem okreslonych pokarméw
moga posrednio przyczynia¢ si¢ do hamowania karcy-
nogenezy w komarkach jelit [59, 66].

Warto wspomnie¢, ze poziom liczebno$ci niektérych
skladowych ludzkiej mikroflory jelit moze zosta¢ po-
$rednio zmieniony przez diete z powodu aktywnosci
innych uczestnikow tej spolecznosci, ktére sa juz bez-
posrednio zalezne od spozywanego przez gospodarza
pokarmu. W eksperymencie uzyto szczepy Bifidobac-
terium adolescentis oraz wykorzystujace mleczan i pro-
dukujace maslan szczepy Eubacterium hallii i Anaero-
stipes caccae. Udokumentowano, ze E. hallii i A. caccae,
wysiane na podloze ze skrobia, nie byly w stanie same
utworzy¢ czystych kultur, natomiast kiedy byly hodo-
wane we wspolnych kulturach z B. adolescentis, ktore
dostarczaly im metabolitéw (mleczan, octan), pojawiat
sie maslan (cross-feeding) [7].

Coraz wiecej dowoddw wskazuje réwniez na wyrazny
wplyw statusu genetycznego gospodarza na kompozycje
mikroflory jelit. Poréwnania sekwencji 16S rRNA bak-
terii z probek katu ludzi dorostych o réznym stopniu
pokrewienistwa, pokazaly m.in. wyraznie wyzsze podo-
bienstwo mikroflory jelit pomiedzy monozygotycznymi
blizniakami niz przypadku niespokrewnionych osob
zyjacych w takich samych warunkach $rodowiskowych
np. matzenstw [95]. Poréwnania zestawéw microbiota
pobranych od mono- i dizygotycznych blizniat jesz-
cze wyrazniej wskazaly na duze znaczenie genotypu
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gospodarza [85, 90]. Réwniez badania dotyczace 0sdb
cierpigcych na chorobe¢ zwang rodzinng goraczka $réd-
ziemnomorskg (FMF - Familial Mediterranean Fever),
warunkowang wystepowaniem mutacji w genie MEFV
(Mediterranean Fever), wskazaly na znaczne zmiany
kompozycji bakterii u oséb chorych, objawiajace si¢
spadkiem og6lnej liczby bakterii, mniejsza réznorod-
noécig i powaznymi zmianami w populacjach bakterii
typow Bacteroidetes, Firmicutes i Proteobacteria. FMF
jest choroba zapalng dziedziczaca si¢ autosomalnie rece-
sywnie, ktdra charakteryzuje sie krétkimi, samoustepu-
jacymi nawrotami gorgczki i zapaleniem bfon surowi-
czych. Najcze$ciej dotyka populacje pochodzace z okolic
basenu Morza Srédziemnego i Bliskiego Wschodu,
w tym Zydéw sefardyjskich, Ormian, Arabéw i Turkdw.
Gen MEFV koduje biatko odpowiadajace za hamowanie
procesu zapalnego. W okresie remisji, kiedy nie obser-
wowano objawow chorobowych, réznorodnos¢ bakterii
byta bardziej zblizona do wystepujacej u 0s6b zdrowych,
jednak wcigz znacznie odbiegata od normy, co wskazuje
na zalezno$¢ skladu mikroflory jelit od odpowiednich
alleli w genotypie gospodarza [48].

3.5. Wybrane funkcje mikroflory jelit

Rozszyfrowanie biologicznych funkeji tak rézno-
rodnego taksonomicznie i dynamicznego kompleksu,
jakim jest ludzka mikroflora jelit oraz interakcji pomie-
dzy nig a gospodarzem nadal stanowi duze wyzwanie.
Powszechnie stosuje sie w tych badaniach uproszczone
modele ekosystemow, takie jak zwierzeta gnotobio-
tyczne, zwierzeta ze zdefiniowanym zestawem drobno-
ustrojow normalnie wystepujgcych w ich organizmach,
lub z przeszczepionymi mikroorganizmami charaktery-
stycznymi dla innych organizméw. Jako modele zwie-
rzece stosowane sg do tego celu gléwnie myszy, §winie,
kurczaki oraz ryby z rodziny karpiowatych — Danio rerio.

Mikroorganizmy wptywaja w znaczacy sposéb na
rownowage energetyczng [5] i wspomagajg biotrans-
formacje licznych zwiazkéw chemicznych, do ktérych
przeprowadzenia sam organizm czlowieka nie jest przy-
stosowany [51, 69]. Dzieki tym ogromnym metabolicz-
nym zdolno$ciom umozliwiaja nam przeksztalcanie zto-
zonych skladnikéw pokarmowych, takich jak btonnik
(sktadniki $cian komorek roslinnych: celuloza, pektyny,
hemicelulozy, lignina) czy jelitowa mucyna w proste
cukry, krétkotanicuchowe kwasy tluszczowe (SFCA,
short chain fatty acid,), gléwnie octan, propionian,
masélan i inne fatwo przyswajalne substancje [12, 28, 96].
Weglowodany zawarte w pozywieniu sa trawione przez
mikrobiota w jelicie grubym. Ocenia sie, Ze ta mikro-
biologiczna fermentacja moze dostarcza¢ nawet 10%
energii uzyskiwanej z pozywienia, gtéwnie w postaci
SECA, ktora jest wykorzystywana przez komorki gospo-
darza [67]. W genomie B. thetaiotaomicron odnaleziono
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cztery razy wiecej gendw, ktérych produkty uwiktane sa
w pozyskiwanie i metabolizm weglowodanéw, w poréw-
naniu do liczby podobnych genéw obecnych w geno-
mie cztowieka [77]. Ma$lan jest preferowanym Zrédlem
energii dla komorek nablonkowych jelita grubego, a jego
obecnos¢ ma zwigzek z rozrostem sluzéwki jelit i pro-
liferacja komorek nabtonka. Moze on takze stanowi¢
ochrong przed chorobami, takimi jak stany zapalne
czy nowotwory jelit [14, 45, 92]. W 2006 roku zostala
przeprowadzona analiza sekwencyjna typu ,,shoutgan”
DNA uzyskanego z probek kalu pochodzacych od
dwoch dorostych 0séb odmiennej plci, w ktdrej, aby
szczegdtowo zbadaé metaboliczny potencjal mikro-
flory, uzyto dwdch strategii - KEGG (Kyoto Encyclo-
pedia of Genes and Genomes) oraz COGs (Clusters
of Orthologous Groups) [28]. Oba systemy adnotacji
zawierajg kategorie funkcji metabolicznych zorganizo-
wane w wiele pozioméw hierarchii; analizy KEGG to
mapowanie enzymow w znane $ciezki metaboliczne,
a analizy COG wykorzystuja pochodzenie ewolucyjne
do grupowania funkcjonalnie spokrewnionych gendow.
Tak jak sie¢ spodziewano, wérdd 11 zrekonstruowanych
KEGG $ciezek metabolicznych dla mikrobiomu dystal-
nej czesci jelita, geny metabolizmu polisacharydéw byly
szeroko rozpowszechnione. Potwierdzily to réwniez
analizy COG wskazujace na udzial mikroorganizmoéw
w trawieniu weglowodanow. Istotng role odgrywaja
w tym procesie mezofilne metanogenne archeony, albo-
wiem akumulacja H,, stanowigcego koncowy produkt
bakteryjnej fermentacji, zmniejsza wydajno$¢ przetwa-
rzania spozywanych polisacharydéw, a wytwarzanie
metanu przez te archeony jest gléwna droga usuwa-
nia H, z ludzkich jelit [84].

Mikroflora jelit petni réwniez istotng role w modulo-
waniu homeostazy sluzéwkowych subpopulacji komoérek
ukladu immunologicznego. Przede wszystkim odpo-
wiedzialna jest za zjawisko immunologicznej ignoran-
cji, zapobiega bezposrednieniemu kontaktowi bakterii
z komérkami ukladu immunologicznego. Sygnaly bak-
terii komensalnych wzmacniajg integralnos¢ nabtonka
jelit oraz chronia komoérki przed uszkodzeniami kontro-
lujac takze tempo ich proliferacji. Dodatkowo drobno-
ustroje komensale indukujg wytwarzanie i wydzielanie
przez komoérki nablonkowe przeciwcial sekrecyjnych
(sIgA) i kationowych peptydéw o aktywnosci anty-
bakteryjnej (CAMPs, cationic antimicrobial peptides,).
Stymuluja takze wytwarzanie mucyny. Wszystkie te
mechanizmy utrudniajg kontakt pomi¢dzy komoérkami
ukladu immunologicznego a mikroorganizmami i uta-
twiajg utrzymanie immunologicznej ignorancji [44].

Wiele badan udokumentowato, ze sktad mikrobiota
wplywa na zjawiska immunologicznej homeostazy,
regulujac liczebnos¢ roznych subpopilacji limfocytow
np. poziom limfocytéw Th17, Treg czy ogolny stosunek
limfocytéw Th1 do Th2. Role w tych procesach poznano
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jak dotychczas, dla nielicznych gatunkéw mikrobiota.
Udokumentowano, ze podczas kolonizacji zwierzat
przez powszechnie wystepujacy w srodowisku jelit
gatunek Bacteroides fragilis, unikatowe dla tego gatunku
polisacharydy bakteryjne (PSA) kieruja dojrzewaniem
rozwijajacego sie ukladu immunologicznego. Analizy
poréwnawcze ze zwierzetami GF wykazaly, ze PSA
modeluja procesy immunologiczne organizmu gospo-
darza, a mianowicie koryguja rownowage pomiedzy
limfocytami Th1 oraz Th2. Mutanty w genach bioracych
udzial w syntezie PSA B. fragilis nie wykazywaty tych
wiasciwosci [65].

Opisano réwniez znaczacg role, jaka pelnig w oddzia-
tywaniach z gospodarzem SFB (segmented filamen-
tous bacteria), niezdolne do wzrostu in vitro, klasyfi-
kowane jako Candidatus arthromitis, tworzace spory,
przedstawiciele typu Firmicutes. Zidentyfikowano je
w przewodach pokarmowych wielu zwierzat np. pta-
kéw, myszy, krolikéw. Rzadko kolonizuja one GI ludzi.
Jako nieliczne z mikrobiota GI wchodza w bezpo$redni
kontakt z komdrkami nabtonka jelit i wysytajac odpo-
wiednie sygnaly decyduja o poziomie limfocytéw Th17,
regulujac liczbe Th17 w stosunku do limfocytéow Treg
[26, 44]. Myszy pozbawione tych mikroorganizmow
charakteryzowaly sie znacznie nizszym poziomem
limfocytéw Th17, a przeszczepienie bakteryjnej zawar-
tosci jelit od myszy posiadajacych znaczng liczbe Th17,
przywracalo powstawanie tych komoérek [42]. Co cie-
kawe, réznicowanie naiwnych limfocytéw Th w Th17
zalezne od SFB wydaje sie by¢ niezwigzane sie z funk-
cja receptoréw TLR/NOD. Kolonizacja jelit przez SFB
ma réwniez wplyw na wytwarzanie peptydéw przeciw
bakteryjnych i skutkuje zwiekszong odpornoscig np. na
infekcje jelitowym patogenem Citrobacter rodentium,
bakteriami rodzaju Salmonella oraz enterokokami opor-
nymi na wankomycyne (VRE, vancomycin-resistant
Enterococcus) [43].

Jak wiadomo, receptory TLR (Toll-like receptors)
sg sensorami infekcji drobnoustrojami i pelnig istotng
role w inicjacji stanu zapalnego i odpowiedzi immu-
nologicznej. Bakteryjne ligandy, czasteczki PAMP,
rozpoznawalne przez te receptory nie sg unikalne dla
patogendw i wystepuja tez u komensalnych mikroor-
ganizmow. Jednak komensale mikroorganizmy zatrzy-
mywane na powierzchni nablonka, czesto nie stymulujg
odpowiedzi immunologicznej. Natomiast bakterie pato-
genne, wyposazone w réznorodne czynniki wirulencji,
s3 w stanie oming¢ bariere nabtonka i po przeniknieciu
do warstwy podsluzéwkowej zostajg rozpoznane przez
receptory TLR makrofagéw i komérek dendrytycznych.
Wykazano jednak, ze niektére produkty komensalnych
bakterii takze stymulujg receptory TLR w normal-
nych warunkach, gdy nabtonek jelit jest nienaruszony.
W przeprowadzonym eksperymencie, usunig¢cie komen-
salnej mikroflory w wyniku zastosowania antybiotykow



HMP - MIKROFLORA JELIT ORAZ JE] WPLYW NA FIZJOLOGIE I ZDROWIE CZLOWIEKA

doprowadzito do catkowitego zatrzymania w jelicie syn-
tezy cytokin zaleznej od MyD88 (ang. myeloid-differen-
tiation marker, bialko adaptorowe, niezbedne do zaist-
nienia reakcji zapalnej powstalej w wyniku aktywacji
receptoréw Toll-like) [73].

Roéwnie ciekawa u mikrobiota jelit jest kwestia reduk-
¢ji genéw odpowiedzialnych za synteze silnie immuno-
gennej flageliny rozpoznawanej przez receptory TLRS5,
co skutkuje obnizeniem poziomu odpowiedzi ukladu
odpornoéciowego gospodarza. Zaobserwowano takze
brak genéw odpowiedzialnych za procesy chemotaksji.
Stanowi to kolejne przystosowanie mikroflory jelit do
niszy, ktéra zajmuje, gdyz zdolno$¢ do ruchu i chemo-
taksja nie s3 bezwzglednie wymagane w srodowisku jelit
ze wzgledu na perystaltyke jelit [51].

Zespot mikroorganizméw komensalnych jelit bez-
wzglednie stanowi bariere chroniaca nas przed pato-
genami. Poza blokowaniem dostepu patogenéw do
komorek nabtonka, mikrobiota chroni nas przed
infekcjami, modulujac sklad dostepnych w jelitach
sktadnikéw odzywcezych. Zawarto$¢ i jakos¢ weglowo-
danéw, podstawowych Zrédetl energii, zalezna jest od
kompozycji naszej mikroflory. Zmiana sktadu mikro-
flory; stosunku liczby Firmicutes do Bacteroides, skut-
kuje zwiekszeniem podatnosci myszy na infekcje [81].
Z drugiej strony, bakterie patogenne w drodze adapta-
¢ji do konkretnej niszy ekologicznej zyskaly zdolno$¢
wykorzystywania licznych zrodet wegla, co pozwala
im na wspotzawodniczenie z komensalami. Tropizm
enteropatogenéw w odniesieniu do kolonizowanych
fragmentéw przewodu pokarmowego jest uzalezniony
od rezydujacych tam komensali. Sktad SCFA modulo-
wany przez mikroflore stanowi sygnat odbierany przez
patogeny. Maslan obecny gléwnie w koricowym odcinku
jelit sprzyja adhezji enterohemokrwotocznych szczepow
E. coli (EHEC) do kolonocytéw (badania z wykorzysta-
niem linii komérkowej CaCo2) poprzez stymulacje eks-
presji gendw wyspy patogennosci odgrywajacych role
w procesach adhezji. Dodatkowo w jelitach bydta, gdzie
ta bakteria jest komensalem, wytwarzana przez niektore
szczepy typu Bacteroides czasteczka sygnalizacyjna AHL
(acyl homoserine lacton) tworzac kompleks z czynni-
kiem regulatorowym SdiA, hamuje ekspresje gendéw
wyspy patogennoéci [40]. Odwrotnie, maslan blokuje
ekspresje genéw inwazyjnosci S. Typhimurium, a mréw-
czan obecny gtéwnie w jelicie cienkim podnosi poziom
ekspresji genéw warunkujacych wirulencje Salmonella
enterica sv. Typhimurium [27, 39].

Co wigcej, mikroflora jelit zwiazana jest z produkcjg
niektdrych niezbednych dla czlowieka witamin: K, B12,
kwasu foliowego, B1, B6 oraz ma wplyw na recyrkula-
cje kwasow zélciowych (poprzez wytwarzanie hydrolaz
kwasow zofciowych). Rola kwaséw zétciowych jako
czasteczek sygnalizacyjnych jest bardzo istotna w wielu
procesach fizjologicznych — miedzy innymi reguluja one
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wlasng biosynteze, adsorpcje lipidow czy homeostaze
cholesterolu. Mikroflora jelit bierze takze udzial w prze-
ksztalcaniu potencjalnych mutagenéw i karcynogenow
takich jak heterocykliczne aminy i N-nitroso zwigzki,
ktorych endogenna produkcja w jelitach wzrasta przy
spozywaniu czerwonego miesa. Bierze tez udzial w akty-
wacji bioaktywnych zwiazkéw np. fitoestrogendw, ktore
wykazuja zdolnoé¢ interakeji z uktadem hormonalnym
i modulowania jego czynnosci w sposéb charaktery-
styczny dla zeniskich hormonéw plciowych. Nie s3 one
wytwarzane przez system endokrynny, a trafiaja do
naszego organizmu przez konsumpcje zawierajacych je
roélin [47, 56, 60].

Co istotne, badania wykazaly znaczacy udziat w geno-
mach mikroflory jelit ruchomych elementéw genetycz-
nych, prawdopodobnie z powodu duzej gestosci komo-
rek tam obecnych. Szczegélnie szeroko rozpowszech-
nione byly transpozony zawierajace geny homologiczne
z genami niesionymi przez koniugacyjny transpozon
Tn1549, kodujacy systemy transportu ABC i inter-
gaze/miejscowo specyficzng rekombinaze, a wiec geny
wplywajace na horyzontalny transfer genéw i mogace
nadawa¢ bakteriom nowe cechy przystosowawcze [51].
O wysokiej czestosci przekazywania ruchomych ele-
mentow genetycznych pomiedzy mikroorganizmami tej
niszy ekologicznej $wiadczy¢ moga badania, w ktérych
odkryto obecno$¢ w genomach jelitowej mikroflory,
wylacznie Japonczykéw, porphyranaz, specyficzej grupy
enzymow zwigzanych z metabolizmem weglowodandw,
ktore przeksztalcajg porphyran zawarty w czerwonych
glonach - powszechnie spozywanych wlasnie w Japonii.
Te CAZymy (carbohydrate-active enzymes) nie wyste-
puja w zadnym z poznanych genoméw mikroorganiz-
moéw srodowiska ladowego, lecz obecne s3 w genomach
kilku morskich bakterii i zostaty takze zidentyfikowane
w genomie jelitowej bakterii Bacteroides plebeius wyizo-
lowanej od Japonczykow [35, 49].

3.6. Mikroflora jelit cztowieka a choroby

Mikrobiota jelit jest prawdopodobnie niezbedna
czeécig skltadowa ludzkiego organizmu, konieczng do
utrzymania prawidlowego stanu zdrowia, a jej zmiany
sa zwigzane z indukcja niektérych choréb jelitowych
i podwyzszeniem ryzyka wystapienia schorzen ogélno-
ustrojowych. Mutualistyczne zaleznosci ssakéw z ich
jelitowa mikroflora sa oparte na tolerancji. Zmniejszenie
lub zmiana tolerancji gospodarza moze prowadzi¢ do
przewlektych standw zapalnych, takich jak nieswoiste
zapalenia jelit (IBD, inflammatory bowel diseases) czy
zespOl jelita drazliwego (IBS, irritable bowel syndrome).
Co wigcej, badania sugeruja zwigzek sktadu mikroflory
z chorobami ogdlnoustrojowymi, np. nowotworami,
cukrzycy i otyloscia. Nizej podano kilka danych eks-
perymentalnych wskazujacych na wptyw mikrobiomu
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na rozwdj choréb nowotworowych oraz zwigzek pomie-
dzy mikrobiomem i otyloscia. Zagadnienia dotyczace
powigzan pomiedzy mikroflorg jelit a IBD omoéwione
zostana w odrebnej pracy przegladowe;j.

3.6.1. Nowotwory

Szacuje sie, ze okoto 15% choréb nowotworowych
stymulowanych jest przez infekcje bakteryjne. Ryzyko
zachorowania na nowotwor jelita grubego i odbytu
(CRC, colorectal cancer) rowniez zwiazane jest z mikro-
flora jelit. Opisano wiele mechanizméw, dzieki ktérym
komensalne bakterie mogg przeksztalci¢ prokarcyno-
geny znajdujace si¢ w pozywieniu w zwigzki uszka-
dzajace DNA (np. etanol i heterocykliczne aminy) lub
bezposrednio wytwarza¢ karcynogeny (np. fecapenta-
enes), czy tez doprowadzi¢ do rozwoju CRC poprzez
silng zmiane potencjatu redoks srodowiska w sasiedz-
twie komorek nablonkowych jelita przez np. produkeje
wolnych rodnikéw tlenowych przez Enterococcus faecalis
albo siarkowodoru przez bakterie redukujace siarczany
[41]. Przeprowadzono wiele badann majacych na celu
przetestowanie roli pre- i probiotykow w zapobiega-
niu karcynogenezie i wiele z nich, chociaz nie wszyst-
kie, wykazaly ich skutecznos¢. Myszy nieprodukujace
IL-10, pozbawione mikroorganizméw sa mniej podatne
na IBD, a co za tym idzie, pézniejsze zachorowanie na
CRC, a kolonizowane przez normalng mikroflore jelit,
sa bardziej narazone na rozwdj nowotworu [89]. Podob-
nie jest w przypadku myszy pozbawionych transormu-
jacego czynnika wzrostu betal (TGF-p1, transforming
growth factor beta 1) [19]. Podatno$¢ myszy z zabu-
rzong $ciezka sygnalizacyjna TGF-B1, np. pozbawionych
genow: smad3 (mothers against decapentaplegic homo-
log 3), rag2 (recombinase-activating gene 2), czy tgff1
(transforming growth factor beta 1), na nowotwory jelit
po zainfekowaniu mikroorganizmami wywotujacymi
zapalenia w jelicie znacznie wzrastala [20, 57].

Z drugiej strony, badania z wykorzystaniem myszy
Apc Mn (u ktorych rozwija sie duzo nowotworow jelit
ze wzgledu na mutacje w genie apc powodujacych
zespol rodzinnej polipowatosci gruczolakowej) hodowa-
nych w warunkach GE, wykazaly brak silnego zwigzku
pomiedzy statusem mikrobiologicznym gospodarza
a redukeja liczby jelitowych polipdw, co wskazuje na to,
ze mirobiota moze mie¢ rézny wplyw na nowotwory
jelit o molekularnie odmiennych przyczynach [15].
W dodatku, flora bakteryjna moze produkowaé maslan,
silny inhibitor deacetylazy histonéw, ktéry moze zmie-
ni¢ epigenetyczne programowanie kolonocytow i bra¢
udzial w ochronie przed nowotworami jelit [2].

Majac na uwadze fakt, ze wystapienie stanu zapal-
nego jest czynnikiem ryzyka nowotworu jelita grubego
oraz powiazanie infekcji Helicobacter pylori z nowotwo-
rami zofadka, poszukiwano metodami metagenomicz-
nymi ewentualnego mikroorganizmu odpowiedzialnego

JOANNA OLSZEWSKA, ELZBIETA KATARZYNA JAGUSZTYN-KRYNICKA

za wzrost ryzyka rozwoju nowotworu jelita grubego.
Analizujac tkanki pobrane od chorych i zdrowych
pacjentow, wykazano znaczacg nadreprezentacje w tych
pierwszych nukleotydowych sekwencji Fusobacterium
nucleatum. Analizy potwierdzono, badajac poziom
nukleotydowych sekwencji 16S rDNA. Obecno$¢ Fuso-
bacterium w tkankach nowotworowych wykazano takze
metodg FISH. Bakteria ta rzadko kolonizuje ludzki
GI, a uprzednio kolonizacja E nucleatum wykazywala
powigzanie z paradontozg oraz zapaleniem woreczka
z6lciowego [10, 50].

3.6.2. Otylos¢

Tradycyjne spojrzenie na problem otyloéci koncen-
truje si¢ na aspekcie odzywiana i genetycznych predys-
pozycjach gospodarza. Jednak wiele badan, stosujac
mysie modele otylosci, wykazalo zwigzek mikroflory
jelit z otylo$cig. Wedtug tych analiz, zwigzane z dieta
modyfikacje w mikroflorze jelit, jezeli poréwnywaé
myszy normalne (ob/+, +/+) i cierpiace na otylos¢ (ob/
ob), spowodowaly znaczng rdznice stosunku dwoch
gltéwnych typow bakterii w tym $rodowisku: Bactero-
ides 1 Firmicutes. U myszy otylych stwierdzono 50%
spadek liczebno$ci Bacteroides i proporcjonalny wzrost
Firmicutes. Dodatkowo analizy sekwencyjne wykazaly
znaczacy wzrost liczby gendéw zwigzanych z wykorzy-
staniem energii z pozywienia w jelitowym mikrobiomie
myszy otytych [53]. Udokumentowano tez, ze u 0séb
bedacych na niskokalorycznej diecie, wraz z utrata
wagi, wzrasta liczba bakterii z typu Bacteroidetes [55].
Obserwacje te nie wykazaly jednoznacznie, czy zmiana
w zawarto$ci Bacteroidetes jest przyczyna tycia, czy tez
byt to efekt spozywania okreslonych sktadnikow pokar-
mowych, ktore selektywnie wspomagaly wzrost jednych
grup bakterii, nie wptywajac lub hamujac wzrost innych.

W innym eksperymencie wykazano, ze w przeci-
wienistwie do myszy posiadajacych mikroflore jelit,
zwierzeta GF nie maja tendencji do tycia, pomimo spo-
zywanej wysokotluszczowej i wysokocukrowej diety [6,
87]. Ciekawe rezultaty przyniosto badanie, w ktérym
przeszczepiono mikroflore od myszy otytych (z DIO,
diet-induced obesity) myszom GF, u ktérych, po tym
zabiegu, zaobserwowano tendencje do szybszego odkla-
dania si¢ thuszczu, niz w przypadku przeszczepu mikro-
flory od chudych myszy [87]. Jak wspomniano wczes-
niej, mikroflora jelit jest niezbedna do przetwarzania
niektorych polisacharydéw obecnych w pozywieniu.
Ustalono, ze przeszczepienie microbiota z jelit myszy
dzikich, konwencjonalnie hodowanych myszom GE
moze spowodowaé nawet 60% wzrost zawartosci thusz-
czu w ciele i opornos¢ na dziatanie insuliny juz w ciggu
14 dni, pomimo ograniczonego spozycia pokarmoéw.
Mikroflora sprzyja wchianianiu cukréw prostych ze
$wiatla jelita, co powoduje indukcje procesu lipogenezy
w watrobie. Powoduje tez supresje¢ ekspresji czynnika
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adipocytow (fasting-induced adipose factorf), naleza-
cego do grupy angiopoetyno-podobnych biatek, ktory
jest inhibitorem lipazy lipoproteinowej. Skutkuje to
odkladaniem sie triglicerydéw w adipocytach. Myszy
GF pozbawione czynnika adipocytéw traca ,,opornos¢”
na otylo$¢ wywolang kaloryczng dietg [5, 6]. Potwier-
dza to hipoteze, ze bakteryjna mikroflora nie tylko
umozliwia wydajniejsze wykorzystywanie weglowoda-
néw zawartych w pozywieniu, ale tez ma zdolno$¢ do
modulowania przetwarzania pokarmu i magazynowania
tluszczu przez gospodarza.

5. Podsumowanie

The Human Microbiome Project zostal stworzony,
aby przez udoskonalanie i wprowadzanie do badan
nowych narzedzi oraz generowanie rzetelnych baz
danych rozszerzy¢ granice naszej wiedzy o mikroorganiz-
mach kolonizujacych rézne nisze ekologiczne organizmu
czlowieka. Dostarczajac wielu uzytecznych informacji
na temat roli, jakg petniag mikroorganizmy w ludzkim
ciele i wptywu zmian w ich skladzie na nasze zdrowie,
mikrobiologia stwarza nowe mozliwosci, ktore w przy-
sztoéci pozwolg medycynie na pelniejsze zrozumienie
podstaw niektérych choréb czlowieka, monitorowanie
stanu zdrowia, prawidlowe diagnozowanie i skuteczniej-
sze, kompleksowe leczenie. Zastosowanie pre- i probio-
tykéw w profilaktyce i terapii moze okaza¢ sie w wielu
przypadkach mniej inwazyjng alternatywa w stosunku
do obecnie prowadzonych praktyk leczniczych.

Projekt HMP jest réwniez jednym z elementéw
podejmowanych na calym s$wiecie préb udokumen-
towania, zrozumienia i reagowania na skutki dziatal-
nosci czlowieka - nie tylko odnoszace si¢ do ludzkiego
zdrowia, lecz takze do ogdlnej réwnowagi w biosfe-
rze. Istnieje zalozenie, ze podobnie jak w przypadku
mikrobiologicznego monitorowania zmian w ladowych
i wodnych ekosystemach, tak i w przypadku organi-
zmu cztowieka beda prowadzone szczegélowe badania
pozwalajace na obserwacje roznic i zmian w ekologii
mikroorganizméw ludzi z réznych obszaréw geograficz-
nych. Miedzy innymi dzieki HMP nadszed! czas, aby
wreszcie zniszczy¢ sztuczng bariere pomiedzy mikro-
biologia medyczng a srodowiskowsa i odnie$¢ ogdlne
zasady z trudem gromadzone przez lata badan nad
makro-$§wiatem do $wiata w skali mikro rezydujacym
w czlowieku.

W badaniach HMP nieocenionym zrédfem informa-
cji jest przede wszystkim mikroflora jelit, ktéra stanowi
najgestszy ekosystem na Ziemi i zdaje si¢ mie¢ najwiek-
szy wplyw na rézne aspekty fizjologii czlowieka oraz
tendencje¢ do zapadalnosci na wiele choréb, nie tylko
jelitowych, ale réwniez ogélnoustrojowych, ktérych
zwigzek z mikroflorg przez dlugi czas pozostawal nie-
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poznany. Jelita stanowia wiec, jesli chodzi o badania nad
»mikroewolucja” czltowieka, swego rodzaju naturalne
laboratorium.

Na zakonczenie warto nadmienié, ze HMP zostal
zainicjowany w okresie olbrzymiego technologicznego
postepu, gdy koszty sekwencjonowania DNA zaczely
gwaltownie spadad, a znacznie wzrastala przepusto-
wo$¢ badan, co umozliwia dzi§ prowadzenie komplek-
sowych analiz na ogromna skale. Przyczynit sie takze do
powszechnego, ogolnoswiatowego wkroczenia mikro-
biologii w nows ,ere” — ere metagenomiki, ktdra stwarza
nieskoniczone wrecz mozliwosci dla przyszlych badan
nad mikro-$wiatem.
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