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Role of microbiota in Crohn’s disease induction in the light of studies of Human Microbiome Project

Abstract: Crohn’s disease (CD) is an inflammatory disorder which develops as a result of dysregulated interactions between gut
microbiota and immune system. Because bacterial involvement in this illness is certain and classic methods of growing microorganisms
are insufficient to clarify their impact on disease induction, metagenomics, as a culture-independent technique, provides revolutionary
approach. This method become pivotal tool for a large project aiming at describing whole human microbiota - Human Microbiome
Project (HPM). Studies on pathologically changed gut microbiota of CD patients involving metagenomic strategy provide profound
analysis of intestinal microbial structure as well microbial localization. The review article also presents various aspects of the immune
system functioning - such as genetic predispositions, dysregulated defensin secretion, poor epithelial barrier integrity, which contribute
to improper immunological answer and promotion of inflammation.

1. Introduction. 2. Genetic and immunological basis. 2.1. Genetic basis of CD. 2.2. Defensins. 2.3. Gut epithelial barrier. 3. Role of
microbiota in CD induction. 3.1. Dysbiotic changes. 3.2. Spatial organization of gut microorganisms. 4. Future of metagenomics in

studies on CD. 5. Summary.
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1. Wstep

Cztowiek nie jest sam — stwierdzenie to zdaje si¢
najlepiej potwierdza¢ fakt, ze cialo ludzkie stanowi nie-
zwykle bogaty i ztozony uklad ekologiczny, na ktory
sklada si¢ ogromna liczba mikroorganizméw, chociaz
bakterie stanowig zaledwie od 1% do 2% masy ciala
czlowieka. Dlatego uzasadnione jest uzywanie, w odnie-
sieniu do czlowieka, okreSlenia ,superorganizm’, na
ktérego genom skladajg sie nie tylko geny H. sapiens,
ale réwniez geny naszych mikroskopijnych towarzyszy
(tzw. mikrobiom). Komorek ludzkich w organizmie
czlowieka jest dziesig¢ razy mniej niz komérek mikro-
organizmow, a liczba gendéw mikroorganizmow kolo-
nizujacych organizm cztowieka stokrotnie przewyz-
sza liczbe genéw genomu ludzkiego. Ogromna liczba
komensali wywiera znaczacy wplyw na funkcjonowanie
ludzkiego organizmu, miedzy innymi modulujac dzia-
tanie ukladu immunologicznego, wplywajac na prolife-
racje komdrek nablonkowych czy wzbogacajac calko-
wity metabolom, co ma istotne znaczenia dla fizjologii
i stanu zdrowia czlowieka.

Przeszkods, ktdra stoi na drodze do dokladnego
zbadania tych mikroorganizméw jest fakt, ze wigkszos¢

z nich jest niehodowalna ex vivo. Rozwigzanie tego pro-
blemu przynosi metagenomika, dziedzina biologii
odnoszaca si¢ do metod badan struktur i funkeji mikro-
biologicznych zbiorowisk i stwarzajaca mozliwo$¢ bezpo-
$redniej analizy genoméw. Termin metagenomika zostat
zaproponowany przez prof. Jo Handelsman w roku 1998
dla opisania strategii sekwencjonowania DNA izolowa-
nego bezposrednio ze srodowisk naturalnych [16].
Jednym z projektéw metagenomowych jest HMP
(Human Microbiome Project), ktéry ma na celu
dokladne zbadanie pigciu najwazniejszych nisz mikro-
flory cztowieka. Jedna z nich jest populacja mikro-
organizmoéw bytujacych wjelicie, ktora jest najliczniej-
sza i najbardziej réznorodna. Wykazano wiele korelacji
pomiedzy zmianami w sktadzie tej mikroflory a réznymi
schorzeniami, gtéwnie chorobami zapalnymi jelita,
w tym CD (Crohn’s disease, choroba Lesniowskiego-
-Crohna), nieswoistego, przewlwklego procesu zapal-
nego $ciany przewodu pokarmowego (zwykle konco-
wego odcinka jelita kretego i poczatkowego odcinka
okreznicy) o niezwykle zlozonej etiologii. Uwaza sig,
ze do rozwoju choroby moga przyczyniac sie czynniki
zakazne, autoimmunologiczne, $rodowiskowe, gene-
tyczne, alergiczne i psychosomatyczne. Obserwowane
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objawy kliniczne choroby to bole brzucha, przewlekia
biegunka, krwawienie oraz zaburzenia wchlaniania [30].
Obecna praca omawia role, jaka spetniajg bakterie
jelitowe w indukeji chordb zapalnych na przyktadzie
CD w oparciu, miedzy innymi, o dane uzyskane z ana-
liz metagenomowych realizowanych w ramach HMP.

2. Podloze genetyczne i immunologiczne CD

W $wietle niedawno opublikowanych danych wiado-
mym juz jest, ze wystapienie CD jest gtéwnie wynikiem
nieprawidtowych oddzialywan pomiedzy mikroflora
jelitowa a ukladem immunologicznym §luzéwki jelit.
Analizowane sg dwie hipotezy opisujace to zjawisko.
Pierwsza z nich za przyczyne wystapienia objawéw cho-
robowych uznaje nieprawidtowe funkcjonowanie sys-
temu immunologicznego. Zwolennicy drugiej hipotezy
uwazaja, ze zmiany w skladzie mikroorganizméw jeli-
towych powoduja obnizenie tolerancji ze strony uktadu
immunologicznego. Istotng role w rozwoju choroby
odgrywa takze obnizenie szczelno$ci bariery nablon-
kowej sluzéwki [51]. Najprawdopodobniej wystapienie
zaburzen ma wielorakie przyczyny.

2.1. Podloze genetyczne
choroby Lesniowskiego-Crohna

Wiréd 71 loci predysponujacych do zachorowania na
CD, najwicksze znaczenie wydaja sie mie¢ polimorfizmy
w obrebie genu NOD2/CARDI5 (nucleotide-binding
oligomerization caspase recruitment domain 15) [13].
Jego bialkowy produkt to wewnatrzkomaérkowy receptor
nalezacy do grupy PRR (pattern recognition receptor),
zawierajacy na N-koncu dwie domeny CARD, central-
nie potozong domeng NBD (nucleotide binding domain)
oraz rejon bogaty w powtérzenia leucynowe, tzw. LRR
(leucine rich region) [19]. Biatko NOD?2 jest zaangazo-
wane w regulacje wytwarzania czynnikéw prozapalnych
zaleznych od NF-kB (nuclear factor kB) w odpowiedzi
na stymulacje przez fragmenty bakteryjnego peptydo-
glikanu [20]. Rozpoznanie ligandu skutkuje indukcja
szlakow transdukeji sygnatu czego koficowym rezulta-
tem jest aktywacja NF-kB [23] - kluczowego czynnika
transkrypcyjnego, odpowiedzialnego za uruchomienie
ekspresji genéw zwiazanych z indukcjg stanu zapalnego.

Zidentyfikowano trzy niezalezne, jednonukleotydowe
polimorfizmy NOD2: Arg702Trp, Gly908Arg i Leu-
1007fsinsC uznawane za czynniki ryzyka wystapienia
CD [17]. Polimorfizmy te znajduja si¢ w obrebie frag-
mentu genu kodujacego domene LRR biatka lub w jego
poblizu [18], skutkiem czego nastepuje nieprawidtowe
rozpoznanie ligandéw mikroorganizméw [21]. Wzrost
ryzyka rozwoju CD dla homozygot niosacych te warianty
genu NOD2 moze by¢ nawet czterdziestokrotny [62].
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Z drugiej strony, niektére dane eksperymentalne
zaprzeczajg znaczeniu polimorfizméw NOD2 w induk-
¢ji CD. Wykazano podwyzszong aktywno$¢ NF-kB
w makrofagach blaszki wlasciwej jelita dotknietego CD
[59] a penetracja tego genu jest wzglednie niewielka,
nawet u 0sdb posiadajacych dwa zmutowane warianty
NOD2 [18].

Otrzymane dane eksperymentalne dowodza, ze SNPy
(single-nucleotide polymorphism) genu NOD2 nie sg
jedynym czynnikiem odpowiedzialnym za wystapienie
objawéw chorobowych a wyjasnienie przyczyn tej cho-
roby wymaga dalszych badan - zwlaszcza, Ze istnieje az
71 loci predysponujacych do zachorowania na CD [13].

2.2. Defensyny

W funkcjonowaniu wrodzonego ukfadu odpornos-
ciowego bardzo istotng role odgrywaja dzialajace
w $wietle jelita defensyny bedace przeciwdrobnoustro-
jowymi peptydami (AMP - antimicrobial peptides)
wytwarzane przez réznorodne komorki wielu tkanek
réznych organizméw. Defensyny sg matymi (3-5kDa)
peptydami przeciwdrobnoustrojowymi o strukturze
B-harmonijki, zawierajacymi zwykle sze$¢ reszt cyste-
inowych polaczonych trzema mostkami dwusiarczko-
wymi. Obecnie znamy okoto 550 defensyn, nalezacych
do trzech klas: a-, B-, i 0-r6znigcych si¢ strukturg i liczbg
mostkéw dwusiarczkowych [65]. Wystapienie CD jest
wyraznie zwiazane z deficytem tych matych peptydow
o aktywno$ci przeciwbakteryjnej [64]. Zaréwno w typie
choroby, ktory dotyczy jelita kretego, jak i w typie doty-
czacym okreznicy wykazano obnizony poziom aktyw-
nosci antybakteryjnej ekstraktow peptydowych z bio-
psji [35]. Jednakze, w zalezno$ci od rejonu, w ktérym
rozwinal sie stan zapalny, deficyt ten dotyczy! defensyn
roznych klas [64].

Jeden z godnych uwagi modeli patogenezy CD przyj-
muje, ze nadmierna liczba komorek bakterii zwigzana
z obnizeniem poziomu defensyn zaburza réwnowage
pomiedzy mikroflorg a nablonkiem, i skutkuje inten-
sywnymi procesami adhezji bakterii do powierzchni
nabtonka, dokonaniu inwazji i wywolaniu stanu zapal-
nego [64]. Mechanizm, w jaki bakterie wplywaja na
obnizenie poziomu produkowanych w jelicie defensyn
pozostaje nadal nie catkiem wyjasniony. Wykazano np.
ze Shigella flexnerii moduluje poziom ekspresji gendow
kodujacych przeciwdrobnoustrojowe peptydy wykorzy-
stujac biatka ukladu sekrecyjnego typu III [49].

2.3. Nablonkowa bariera jelitowa

Utrzymanie wlasciwej homeostazy w przewodzie
pokarmowym jest zalezne od prawidtowego funkcjo-
nowania nablonkowej bariery jelitowej, ktora oddziela
przestrzen uktadu pokarmowego od tkanek gospodarza,
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jednoczeénie umozliwiajac oddzialywania pomiedzy
nimi - np. pozwalajac na interakcje pomiedzy mikro-
organizmami a uktadem immunologicznym [32].

Nablonek jelitowy chorych na CD cechuje zwiek-
szona przepuszczalno$¢ [39], co koresponduje z odkry-
ciem zjawiska redystrybucji biatek AJC (apical junc-
tional complex) - istotnego regulatora funkeji bariery
nablonkowej [15].

Kosovac iwsp. wykazali, ze obecnos¢ zmutowa-
nego wariantu genu NOD2 jest zwigzana z translokacja
komorek drobnoustrojéow (i/lub ich skladnikéw) przez
Sluzéwke jelitowa, objawiajaca si¢ wzmozong akty-
wacja szlaku prozapalnego zaleznego od NF-kB [24].
Natomiast z badan wykonanych z wykorzystaniem linii
komorkowych wiemy, Ze stan zapalny prawdopodobnie
wplywa niszczaco na jelitowg bariere nablonkows [43].

Dokonujac syntezy powyzszych informacji, nalezy
zaznaczy¢, ze omawiane schorzenie jest wynikiem utraty
regulacji odpowiedzi immunologicznej wobec komen-
salnych mikroorganizméw jelita grubego, na co sklada
sie wiele czynnikéw - nieprawidlowe rozpoznanie
bakterii (dysfunkcja NOD?2) i nieprawidlowa sekrecja
defensyn prowadzg do naruszenia bariery nablonkowej,
a to z kolei promuje stan zapalny, poniewaz bakteryjne
antygeny ze $wiatla jelita dostarczane sg komoérkom
immunologicznym i odpowiednim receptorom.

3. Rola mikroflory jelit w indukcji CD

Dane eksperymentalne otrzymane podczas realizacji
pierwszych etapow projektu HMP wskazuja, ze kompo-
zycja mikroorganizméw kolonizujacych jelita danego
osobnika jest powigzana jest z jego stanem fizjologicz-
nym. Zmiany ilo$ciowe, jako$ciowe i zwiazane z lokali-
zacja poszczegolnych grup bakterii wchodzacych w skiad
mikroflory jelitowej przypuszczalnie powodujg niepra-
widtowg stymulacje uktadu immunologicznego. Dlatego
tak istotna jest dokladna i kompleksowa analiza mikro-
flory jelitowej. Zgodnie z zamierzeniem HMP bedzie
ona przeprowadzona przy uzyciu technik metagenomo-
wych. Jednym z celéw projektu HMP jest znalezienie
odpowiedzi na pytanie, czy dana kompozycja i propor-
cje drobnoustrojéw kolonizujacych konkretny obszar
jelit determinuja rozwoj chordb zapalnych, takich jak
CD. Wiedza zdobyta w szczegétowych badaniach sktadu
mikroflory potencjalnie bedzie mogta by¢ wykorzystana
zaréwno w diagnostyce jak i terapii choroby, w projekto-
waniu lekdw w postaci pre-, pro- i synbiotykdow.

3.1. Zmiany dysbiotyczne

Nieodlacznym zjawiskiem zwigzanym z wystepo
waniem CD oraz innych choréb zapalnych jelit sg zna-
czace zmiany w skiadzie mikroflory, czyli tzw. dysbioza
[22, 42, 53].
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Techniki wykorzystujace sekwencje nukleotydowe
gendéw 16S rRNA udokumentowaly, ze sekwencje nukle-
otydowe charakterystyczne dla typow Firmicutes i Bacte-
roidetes stanowig ponad 98% wszystkich analizowanych
w tych badaniach [10]. Dalsze eksperymenty wyka-
zaly, ze wystgpienie CD jest skorelowane ze spadkiem
liczby Gram-dodatnich bakterii typu Firmicutes (szczegdl-
nie grupy Clostridium leptum) oraz wzrostem liczby
drobnoustrojow typu Bacteroidetes, obejmujacego bak-
terie Gram-ujemne [2, 61], jak réwniez z wystepowa-
niem nowych, jak dotad niesklasyfikowanych gatunkéw,
ktorych liczba przewyzszata liczbe wystepujaca w grupie
kontrolnej nawet trzykrotnie [28].

Niewykluczone jest, ze efektem zmniejszenia liczby
bakterii Gram-dodatnich jest kompensacyjny wzrost
liczby bakterii Gram-ujemnych, ktére silniej oddziatujg
na uklad immunologiczny ze wzgledu na obecnos¢ lipo-
polisacharydu [28]. Co wiecej, metagenomowy ,,screen-
ing” mikroflory chorego jelita pacjentéw dotknietych
CD wykazal, ze zawiera ona wiele niepatogennych bak-
terii, ktore w sposob wzmozony wplywaja na ludzki
uklad odporno$ciowy, np. Bacteroides vulgatus [27], jak
réwniez charakteryzuje si¢ zmniejszona liczbg bakterii
»protekcyjnych’, wykazujacych wlasciwosci przeciwza-
palne, np. Faecalibacterium prausnitzii (dawniej Fuso-
bacterium prausnitzii) [22, 53].

Jednoczesnie ze stwierdzonym spadkiem liczby
przedstawicieli typu Firmicutes, zaobserwowano zre-
dukowana liczbe bakterii gatunkéw Clostridium leptum
i Clostridium coccoides, ktére naleza do wymienionego
typu [2, 28]. Bakterie rodzaju Clostridium grupy XIVa
i IV produkuja duze ilo$ci maslanu [3], ktéry nie tylko
pelni niezwykle wazna role zrodla energii dla kolonocy-
tow [41], ale wplywa takze na zahamowanie aktywnosci
czynnika NF-kB - tym samym obnizajac poziom cyto-
kin prozapalnych [44]. Co wigcej, indukujac produkeje
mucyny i antybakteryjnych peptydéw oraz wzmacnia-
jac Sciste polaczenia pomiedzy komorkami nabtonka,
poprawiaja wydatnie stan bariery $luzéwkowej [59].
Nieprawidlowe ilo$ci maslanu rzutujg réwniez na proli-
feracje innych gatunkéw drobnoustrojéw u 0séb cierpia-
cych na omawiang chorobe. Spadek liczby mikroorga-
nizméw rodzaju Clostridium odnotowano u pacjentow
z remisjg CD, co sugeruje, Ze zmiana ta jest pierwotna
i wplywa na pdzniejsze perturbacje mikroflory oraz na
rozwdj stanu zapalnego [28].

Wartym uwagi przedstawicielem grupy IV rodzaju
Clostridium jest gatunek Faecalibacterium prausnit-
zii, ktorego ilosciowy spadek w poréwnaniu do oséb
zdrowych, zostat wykryty u pacjentéw z aktywna cho-
robg Le$niowskiego-Crohn’a [22, 53]. Redukcje liczby
komorek tego gatunku drobnoustrojow skorelowano
ze zwigkszonym ryzykiem pooperacyjnego nawrotu
CD obejmujacego jelito krete. Dodatkowo, bakterie te
charakteryzujg dwie cechy, ktorych brak jest koherentny
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z patologia CD - E prausnitzii wykazuje bowiem aktyw-
no$¢ przeciwzapalng oraz posiada zdolnos¢ produkeji
maslanu [48].

Odpowiednio wysoki poziom réznorodnosci mikro-
flory jelitowej jest niezwykle wazny, poniewaz wywoluje
redundancje¢ petnionych przez bakterie funkcji, ktora
gwarantuje przeprowadzanie kluczowych proceséw
w tym $rodowisku [31]. Generalnie akceptowany jest,
bazujacy na wynikach metagenomowych badan poréw-
nawczych, poglad, ze mikroflora osob cierpigcych na
choroby zapalne jelita odznacza si¢ mniejsza réznorod-
noscig w poréwnaniu do mikroflory kolonizujacej jelita
zdrowego czlowieka. Dotyczy to zaréwno mikroorga-
nizméw fekalnych jak i tych zwiazanych ze sluzéwka,
tworzacych biofilm [42, 46]. W przypadku biofilmu
0s6b cierpigcych na CD, po ustaleniu jego biordznorod-
nosci na podstawie analiz nukleotydowych sekwencji
genu 16S rRNA, wykazano, ze jest on znacznie uboz-
szy w gatunki bakterii niz biofilm pochodzacy od oséb
zdrowych. Badacze podejrzewaja, Ze powodem niskiego
poziomu roznorodnosci mikroflory przylegajacej do
$luzéwki sg zakldcajace rbwnowage mikrobiologiczng
przemiany metaboliczne [36].

Poréwnano takze stan mikrobiologiczny bioptatow
pochodzacych z tkanek oséb zdrowych i tkanek oséb
chorych: tych dotknietych stanem zapalnym oraz bez
stanu zapalnego. Najwyzszy poziom réznorodnosci
mikrobiologicznej wykazuje zdrowa tkanka osoby
chorej a najnizszy - tkanka, w ktérej rozwinat si¢ stan
zapalny. Sugeruje to, ze wraz z rozwojem odpowiedzi
immunologicznej sklad mikroflory ulega zubozeniu,
mimo, ze pierwsze zmiany patologiczne wywotywaly
wzrost réznorodnoéci mikrobiologicznej. Sepheri
i wsp. interpretujac przedzapalny etap podniesienia
poziomu réznorodnosci, wskazuja na rekrutacje przej-
$ciowej populacji mikroorganizméw, ktore moga mieé
kluczowe znaczenie w patogenezie CD [46].

Pierwsze dane eksperymentalne wskazuja na obnize-
nie liczby komdrek takze innych gatunkéw drobnoustro-
jow zaobserwowany u chorych na CD. Nalezg do nich:
Bacillus vulgatus, Bacteroides fragilis [55], B. uniformis
[9], Bifidobacterium adolescentis, Dialister invisus [22],
Faecalibacterium, Subdoligranula, Lachnospiraceae [4] i
niescharakteryzowane gatunki z grupy Clostridium XIVa
[22]. Zaobserwowano takze wzrost liczby bakterii przed-
stawicieli typow Proteobacteria, Actinobacteria [12],
rodziny Enterobacteriaceae, oraz gatunkow Eubacterium
halii, E. cylindroides [53] i Ruminicoccus gnavus [22].

Bezwzglednie, analizujgc zmiany dysbiotyczne mikro-
flory chorych na CD nalezy uwzgledni¢ zmiany skfadu
drobnoustrojéw w czasie. Wykazano, ze mikroflora osob
chorych na CD jest mniej stabilna niz oséb zdrowych.
Badacze koncentruja si¢ w szczeg6lnosci na analizie
zmian liczby bakterii rodzajéow Clostridium i Bactero-
ides. Poréwnanie kompozycji mikroflory oséb z aktywna
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chorobg do sktadu mikroflory oséb z jej remisja mozne
ulatwi¢ identyfikacje grup bakterii majacych istotny
udzial w rozwoju stanu zapalnego [43].

Kilka grup badawczych w sposob niezalezny udo-
kumentowalo ostatnio, ze rozwdj CD moze by¢ zwia-
zany z wystepowaniem niektorych szczepow gatunku
E. coli [29, 52], co znalazto potwierdzenie w analizach
metagenomowych (identyfikacja 16S rDNA E. coli)
[4]. Analiza bioptatow okreznicy pobranych od oséb
dotknietych CD wykazata obecnos¢ wielu drobnoustro-
jow wewnatrz warstwy sluzéwkowej, z czego ponad 50%
stanowily bakterie gatunku E. coli [29]. U o0sdb zdro-
wych ten gatunek drobnoustrojéw stanowi mniej niz
1% ogolnej mikroflory jelitowej [40]. Dodatkowo, zna-
czenie E. coli w przebiegu CD potwierdza fakt znacznie
podwyzszonego poziomu przeciwcial skierowanych
przeciwko flagelinie tego mikroorganizmu u 0séb cho-
rych [48]. E.coli wykrywana w tkankach pacjentow
cierpigcych na CD nalezy do grupy filogenetycznej B2
i D [25] i charakteryzuje si¢ wieloma nietypowymi wla-
$ciwosciami fenotypowymi/genotypowymi. Biorac pod
uwage nietypowe patogenne wilasciwosci tej bakterii,
nadano jej nazwe AIEC (adherent-invasive Escherichia
coli) i uznano jg za nowy patotyp gatunku E. coli [5].
Komorki tego wiro/patotypu E. coli sa zdolne do adhe-
zji i inwazji do komoérek nabtonka $luzéwki na drodze
makropinocytozy. W procesach adhezji i inwazyjnosci
istotna role odgrywaja dwa receptory komorek nabton-
kowych, biatko CEACAMS (carcinoembrionic antigen-
-related cell-adhesion molecule) i biatko opiekuncze
GP96, oraz wytwarzane pecherzyki blony zewnetrz-
nej OMV (outer membrane vesicles) dostarczajace do
komorek nablonkowych biatka bakteryjne. Nadekspre-
sja genu kodujacego CEACAM6 moze by¢ cechg pre-
dysponujaca do wystapienia CD [42]. Po indukgji lizy
btony endosomu bakterie namnazajg si¢ w cytoplazmie
komérek gospodarza. AIEC E. coli pokonuje bariere
sluzowki jelit takze przez komorki M kepek Peyera [40]
a pierwsze uszkodzenia tkanek w CD dotykaja wlasnie
rejonu kepek Peyera [14]. W warstwie podsluzéwkowej,
komorki bakteryjne dokonuja inwazji makrofagdw i bez
przeszkdd proliferuja w ich wnetrzu - zademonstro-
wano te ich ceche zaréwno w eksperymentach wykona-
nych in vitro [6] jak i in vivo [26]. Inwazja nie powoduje
apoptozy wspomnianych komoérek zernych, jednakze
charakteryzuja si¢ one zaburzong sekrecjg cytokiny
prozapalnej TNF-a (tumour necrosis factor alpha), pod-
wyzszonym poziomem wydzielania IL-23 i obnizonym
IL-10. Zmiany te moga mie¢ udzial w wywolywaniu
stanu zapalnego [7]. Szczepy AIEC prawdopodobnie
odgrywaja role w poczatkowych stadiach rozwoju cho-
roby [46], mozna je wiec uznac za pierwotny czynnik
etiologiczny CD. Wielu nowych informacji dostarczyta
pelna sekwencja nukleotydowa genomu AIEC, na ktory
sktada si¢ chromosom o wielkosci 4.77 Mb i plazmid
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o wielkosci 108 Kb. Organizacja genomu tego patotypu
jest podobna do genomoéw innych patotypéw E. coli
- gléwnie do genomu szczepéw APEC (avian pathogenic
E. coli). Genom AIEC zawiera cztery wyspy patogennos$ci
(PAI I-1V), ktére koduja m.in. biatka systemu sekrecji
typu IV, biatka fimrbiopodobne, adhezyne FimH, prote-
azy serynowe, bialka wykorzystywane w procesie inwazji,
czynnik specyficzny dla kepek Peyera (Peyer’s patch-
-specific factor) oraz biatka o niepoznanej funkeji [33].
Przeprowadzone ostatnio eksperymenty poréwnawczej
genomiki dostarczyty odmiennych danych dotyczacych
wirotypdw E. coli kolonizujacych jelita pacjentéw cho-
rych na CD. Autorzy pordéwnali metodami hybrydyza-
¢ji genomy trzynastu szczepdw E. coli izolowanych od
pacjentéw ze stanami zapalnymi jelit (IBD - inflamma-
tory bowel disease), w tym CD, z sekwencjami nukleoty-
dowymi trzydziestu jeden komensalnych i patogennych
E. coli 0 zsekwencjonowanych genomach. Wyniki ekspe-
rymentow wskazujg na heterogennos¢ populacji E. coli
izolowanych od chorych, co moze oznacza¢ trudnosci
w identyfikacji markeréw genetycznych przydatnych
w diagnozie choroby [61].

Nie tylko adherento-inwazyjne szczepy E. coli znaj-
duja si¢ na liscie potencjalnych czynnikéw etiologicznych
CD. Wiérdd innych wymieni¢ mozna Listeria monocyto-
genes, Helicobacter pylori [11], Chlamydia pneumoniae
[8]. Kontrowersyjne s3 dane eksperymentalne doty-
czace udziatu fakultatywnego wewnatrzkomoérkowego
patogenu Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
w indukeji CD. W zaleznosci od grupy badawczej i zasto-
sowanej techniki wykrywania patogenu stwierdzano jego
obecno$¢ lub brak u 0séb chorych [1]. Doda¢ tez mozna,
ze pomimo niekiedy bardzo silnych korelacji obecnosci
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis z wyste-
powaniem CD, terapie skierowane przeciwko tej bakterii
nie przynosza poprawy zdrowia pacjentéw [58]. Z dru-
giej strony udokumentowano wysoki poziom przeciwciat
specyficznych w stosunku do antygenéw tego gatunku
bakterii w surowicy chorych[34].

Pomimo wielu wnikliwych badan dotyczacych dys-
biozy, nadal trudno jest jednoznacznie stwierdzi¢, czy
jest ona przyczyng stanu zapalnego, czy tez jedynie
wtérnym efektem zmian chorobowych [57]. Badania,
wykazujace zmiany dysbiotyczne u 0s6b zdrowych spo-
krewnionych z chorymi na CD [22] zdaja si¢ przechy-
la¢ szale wagi na korzy$¢ teorii, méwiacej o dysbiozie
jako przyczynie choroby i $wiadczg o wplywie czynni-
kéw genetycznych badz srodowiskowych na jej rozwoj
[57], aczkolwiek pelne wyjasnienie problemu wymaga
dalszych badan. Jak dotad udalo si¢ stwierdzi¢, ze:
a) skomplikowana, ale zréwnowazona pod wzgledem
sktadu gatunkowego mikroflora, ktorej kompozycja
ulega zaburzeniu, wykazuje zakldcone relacje pomie-
dzy specyficznymi grupami bakteryjnymi; redukcja
pewnej grupy bakterii pociaga za sobg wzrost liczby

261

bakterii innej grupy, co moze mie¢ negatywny wplyw
na zdrowie gospodarza, b) nieprawidtowe ilosci (niedo-
boér lub nadmiar) pewnych substancji produkowanych
przez mikroorganizmy jelitowe maja wplyw na organizm
gospodarza, ¢) anomalie w zwykle stabilnej kompozy-
¢ji mikroflory utrudniajg gospodarzowi rozpoznawanie
mikroorganizméw jako ,,swoich’, d) zmiany dysbiotyczne
charakterystyczne dla CD zdajg si¢ rowniez dotyczy¢
wzrostu liczby bakterii o wzmozonej sile oddzialywania
na uktad immunologiczny. Jednoczeénie, obserwuje sie
spadek liczby bakterii, ktére posiadaja wlasciwosci tago-
dzace w odniesieniu do stanu zapalnego.

Dalsze badania powinny takze ustali¢ czy rzeczy-
widcie konkretny patogen moze indukowaé zmiany
dysbiotyczne w normalnej mikroflorze. Najbardziej
wiarygodna wydaje si¢ hipoteza wskazujaca na adhe-
rento-inwazyjne szczepy E.coli jako istotny czynnik
etiologiczny rozwoju CD.

3.2. Organizacja przestrzenna mikroorganizméw
flory jelit

Zeby doktadnie scharakteryzowa¢ mikroflore jeli-
towg, wiedze o jej kompozycji warto dopetni¢ informa-
cja 0 usytuowaniu poszczegdlnych grup mikroorganiz-
moéw w przestrzeni.

Techniki, ktore pozwalaja na takie badania wymagaja
przeprowadzenia na prdébce biopsyjnej FISH (Fluore-
scent In Situ Hybridization), wizualizacji za pomoca
barwnika DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole), foto-
dokumentacji i kwantyfikacji. Dzigki uzyciu wielu sond
specyficznie wykrywajacych przedstawicieli réznych
grup bakteryjnych i odpowiednio przygotowanego biop-
tatu, mozna z fatwoscig okregli¢ miejsce bytowania danej
grupy bakterii. Co wigcej — réwnoczesne uzycie dodat-
kowych barwnikéw obok DAPI, daje mozliwo$¢ zbada-
nia relacji przestrzennych pomiedzy danymi grupami
mikroorganizméw, jak réwniez pozwala na poréwnanie
ich rozmieszczenia w stosunku do makroskopowych
zmian tkankowych [53, 55].

U cierpigcych na CD istotne znaczenie ma analiza
biofilmu, jako Ze bakterie tworzace biofilm bezposred-
nio oddziatujg z zywa tkanka. Poréwnanie danych eks-
perymentalnych otrzymanych z uzyciem metody FISH
ze zmianami makroskopowymi, wykazalo, Ze integral-
noé¢ i grubo$¢ biofilmu wzrastaly wraz ze wzrostem
koncentracji bakterii $luzéwkowych [52]. Ponadto,
sygnaly sond wykrywajacych przedstawicieli grupy Bac-
teroides w biofilmie stanowily nawet do 80% wszystkich
sygnaléw wykrywajacych bakterie zaadherowane do
Sluzéwki, z czego najczesciej pojawiajacym sie mikro-
organizmem byt gatunek Bacteroides fragilis [55] — mikro-
organizm podejrzany o udzial w wywolywaniu CD
[38]. Wykazano rowniez obecno$¢ adherentnych E. coli,
ktére wystepowaly w postaci miejscowych, niemalze
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jednorodnych prazkéw (ang. band) - jednakze tylko
u niektdrych pacjentéw. W obrebie biofilmu pojawiaty
sie takze w mniejszych, ale nadal znaczacych ilosciach
takie gatunki bakterii jak Eubacterium rectale, Entero-
coccus faecalis i Faecalibacterium prausnitzii (dawniej
Fusobacterium prausnitzii) [55].

Bazujac na technice FISH, Swidsinski i wsp.
odkryli wiele interesujacych réznic pomiedzy dystalng
a proksymalng czescia okreznicy zdrowych myszy, co
moze mie¢ znaczenie przy badaniu choréb zapalnych
jelita grubego [53]. Mikroorganizmy obu regiondw rdz-
nig si¢ miedzy sobg przede wszystkim polozeniem wzgle-
dem $cianki jelita. O ile w proksymalnej czeéci okreznicy
drobnoustroje komensalne cechuje bezposredni kontakt
ze $cianka, tak w czesci dystalnej sytuacja jest odwrotna.
Wzigwszy pod uwage fakt, iz zapalenie jelita grubego
cze$ciej dotyka regionu dystalnego okreznicy [21],
wysunieto przypuszczenie, ze owa styczno$¢ mikroorga-
nizméw do $cianki jelita jest czynnikiem wplywajacym
na wytworzenie tolerancji organizmu gospodarza [53].

Skiad mikroflory fekalnej i zasocjowanej ze §luzéwka
rézni si¢ nie tylko pod wzgledem kompozycji jakoscio-
wej, ale rowniez ilo§ciowo. Technika FISH z uzyciem
sond uniwersalnych (wykrywajacych z zalozenia 16S
rRNA wszystkich bakterii), wykazata wyzsza koncentra-
cje komorek bakteryjnych przylegajacych do sluzéwki
u pacjentéw z CD w pordéwnaniu do grupy kontrolnej
[52, 55], w dodatku zwiekszajacg si¢ wraz z stanem
zaawansowania odczynu zapalnego [52]. Przeciwne zja-
wisko, tj. zmniejszenie liczby bakterii, zaobserwowano
przy szacowaniu liczby komdrek bakteryjnych masy
fekalnej okreznicy [53].

4. Przyszlos¢ metagenomiki w badaniu CD

Calosciowe analizy materiatu genetycznego danego
$rodowiska, czyli metagenomika, bez watpienia dostar-
czyly cennych danych dotyczacych mikroflory jelit
dotknietych stanem zapalnym, a jej przyszty wklad
w zrozumienie proceséw indukcji choroby bez watpie-
nia moze okazac si¢ znaczacy. Nizej podano przyszte
cele badan metagenomowych mogacych przyczynic sie
do zrozumieniu patogenezy CD [25, 37]. Obejmuja one:
a) zdefiniowanie na réznych poziomach rozdzielczo$ci
lokalizacji mikroorganizméw w jelitach; przeprowadze-
nie badan poréwnawczych zmian przestrzennego roz-
mieszczenia mikroorganizméw, b) opracowanie strategii
badania ludzkiej mikroflory przeniesionej do jelit gno-
tobiotycznych myszy, ¢) przeprowadzenie systemowych
analiz meta-proteomicznych, meta-transkryptomicz-
nych i meta-metabolomicznych populacji mikroorga-
nizméw jelita, e) przeprowadzenie badan mikroflory
blizniat jednojajowych rézniacych sie wystepowaniem
nieswoistej choroby zapalnej jelita, f) identyfikacja
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biomarkeréw réznych stadidw CD i wykorzystanie ich
w ocenie ryzyka zapadalnosci na CD, okreslaniu fazy
choroby, przewidywaniu i indywidualizacji terapii.

5. Podsumowanie

Ogolnym celem badan dotyczacych przebiegu pato-
genezy CD jest zrozumienie interakeji bakterii z gospo-
darzem. Istotnym elementem tych badan jest charakte-
rystyka mikroflory w stanie dysbiozy jelitowej i pola-
czenie tych zmian z dysfunkcja nabtonka, zaburzonym
usuwaniem bakterii i zmianami genotypu gospodarza
skutkujacymi zachwianiem proceséw immunoregula-
cyjnych. Nalezy takze wyjasni¢, czy pierwotnym inicja-
torem choroby sg bakterie czy nieprawidtowo funkcjo-
nujacy uklad immunologiczny. Innowacyjno$¢ podejscia
metagenomicznego w badaniach nad patogenezg tego
schorzenia polega na ucieczce od tradycyjnego zaweza-
nia uwagi do jednego gatunku bakterii (gléwnie pato-
gennych), stanowigcych czynnik etiologiczny danej
choroby, na rzecz zlozonych badan ekologicznych calej
populacji mikroorganizméw. Patologiczne zmiany sa
bowiem wypadkows interakcji w obrebie mikroflory,
obejmujacej zaréwno gatunki drobnoustrojéw komen-
salnych jak i patogennych, oraz statusu immunologicz-
nego i genetycznego gospodarza.

Poznanie sekwencji nukleotydowych materiatu gene-
tycznego jelitowych populacji mikroorganizméw nie
tylko umozliwia zidentyfikowanie poszczegélnych szcze-
bli taksonomicznych prokariotéw, ale réwniez daje oka-
zj¢ do stworzenia katalogu genéw i odpowiadajacym
im funkcji. Wielowymiarowo$¢ badan z pewnoscig
poszerza mozliwo$¢ skorelowania zmian dysbiotycznych
z funkcjami mikroorganizméw, lokalizacja danej popu-
lacji bakterii, jak rowniez pozwoli prowadzi¢ badania
stabilno$¢ mikroflory.

Skoro genom w cato$ci determinuje fenotyp danego
organizmu, czyz metagenomika nie stanowi idealnego
klucza do niezwykle doktadnego i wszechstronnego
opisu ludzkiej mikroflory? Bez cienia watpliwosci
mozna powiedzie¢, ze to prawda, cho¢ jednoczesnie
trzeba mie¢ na uwadze fakt, ze dziedzina ta znajduje
sie dopiero na poczatku swej fascynujacej drogi, ktora
niewatpliwie przyczyni si¢ do rozwoju nauki, w tym
lepszego zrozumienia wplywu mikroorganizméw na
stan zdrowia czlowieka.
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