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miRNA - rola i znaczenie w alergii pokarmowe;j
miRNA - role and importance in food allergy

Aleksandra Gawlak, Rafat Pawliczak

Katedra Alergologii, Immunologii i Dermatologii, Uniwersytet Medyczny w todzi

STRESZCZENIE

Alergia pokarmowa jest patologiczng odpowiedzig organizmu mediowang za posrednictwem alergenéw znajdu-
jacych sie w spozywanych produktach. Problem ten dotyka czesciej dzieci niz osoby doroste. Alergie pokarmowg
klasyfikuje sie jako IgE-zalezna, w ktdrg zaangazowane sg przeciwciata IgE, a takze IgE-niezalezna, ktdrej patome-
chanizm nie jest do korica poznany. Czasteczki miRNA o dlugosci 19-25 nukleotydow sg zaangazowane w wiele
proceséw, miedzy innymi biorg udzial w odpowiedzi immunologicznej. W tej pracy zwrécono uwage na zmiane
ekspresji miRNA-98 oraz na klaster miRNA-17-92 w przebiegu alergii pokarmowej. Wzrost ekspresji tych czaste-
czek wigze si¢ ze zmniejszong ekspresja cytokiny przeciwzapalnej IL-10, a takze ze zmniejszona ekspresjg trom-
bospondyny 1, ktéra réwniez jest zaangazowana w proces odpowiedzi immunologicznej. Galektyna 1 jest obiecu-
jacym celem dalszych badan dotyczacych leczenia alergii pokarmowej. Czasteczki miRNA moga mie¢ ochronny
wplyw na wystepowanie alergii dzieki zastosowaniu odpowiednich metod przetworstwa mleka krowiego.
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ABSTRACT
Food allergy is the pathological response of the body mediated by the allergens present in the food products.
This problem more often affects children than adults. Food allergy is classified as IgE dependent, in which IgE
antibodies are involved, as well as IgE independent, which pathomechanism is not fully understood. 19-25 nucle-
otide miRNAs are involved in many processes, including, but not limited to, the immune response. In this paper
I focused on the altered expression of miRNA-98, and on the miRNA-17-92 cluster in food allergy. The increase in
expression of these molecules is associated with decreased expression of anti-inflammatory cytokine IL-10, as well
as reduced expression of thrombospondin-1, which is also involved in the immune response. Galectin-1 offers the
promising future goal of further research as its use in the treatment of food allergy in patients. miRNA molecules
can also be assigned a protective effect on the occurrence of allergies through appropriate processing of cow’s milk.
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WPROWADZENIE

Alergia pokarmowa jest niepozadang reakcja organi-
zmu mediowang przez spozywane produkty [1]. Alergeny
pokarmowe to przede wszystkim czasteczki bialkowe, na
ktoére najbardziej narazony jest przewdd pokarmowy [2].
Ekspozycja nawet na bardzo malg ilo$¢ alergenu moze
wywolaé objawy dotyczace kazdego odcinka przewodu
pokarmowego, takie jak nudnosci, biegunka, bél brzucha,
wymioty, dysfagia czy hematochezja [3]. Objawy te moga
stanowi¢ jedyna manifestacje alergii pokarmowej, ale takze
towarzyszy¢ reakcji anafilaktycznej, wyprzedzajac wstrzas.
Czestosé wystepowania alergii pokarmowej rézni si¢
w poszczegdlnych populacjach $wiata i w pewnym stopniu
zalezy od nawykow zywieniowych, a takze wieku. Najbar-
dziej powszechnymi produktami wywolujacymi alergie
w wieku dzieciecym s3: mleko krowie, jaja, soja, pszenica,
orzeszki ziemne, orzechy oraz gluten [4]. U dzieci czgstos¢
wystepowania wynosi 5-10% w krajach zachodnich i 7%
w Chinach [5], natomiast u 0séb dorostych 4% w krajach
rozwijajacych sie [1]. Gléwnymi produktami, po ktérych
obserwuje sie reakcje alergiczne u dorostych, s3 owoce
morza, ryby i surowe pokarmy roélinne [4]. W ciagu ostat-
nich dwéch dekad czesto$¢ wystepowania alergii pokarmo-
wej na orzechy ziemne u dzieci znacznie wzrosta - z 1% do
4% w krajach zachodnich, migdzy innymi w USA, Wielkiej
Brytanii i Kanadzie, prawdopodobnie ze wzgledu na popu-
larno$¢ masta orzechowego [1]. Postepowanie diagnostycz-
ne w przypadku podejrzenia alergii pokarmowej obejmuje
przeprowadzenie wywiadu z pacjentem, badanie przed-
miotowe, wykonanie testow skornych, a takze badan labo-

Niepozadane reakcje na pokarm

reakcje immunologiczne

reakcje nieimmunologiczne

—IgE-zalezne
— IgE-niezalezne

— nietolerancja pokarmowa
— awersja pokarmowa
— zatrucie pokarmowe

RYCINA 1. Klasyfikacja niepozadanych reakcji na pokarm. Opraco-
wanie wiasne na podstawie [4]
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ratoryjnych [2]. Zlotym standardem w potwierdzeniu lub
wykluczeniu alergii pokarmowej jest podwdjnie $lepa pro-
ba kontrolowana placebo, ktéra ze wzgledow bezpieczen-
stwa powinna by¢ przeprowadzana pod $cistym nadzorem
lekarza [4]. Pacjenci z podejrzeniem alergii pokarmowe;j
prowadza dziennik, w ktérym zapisujg skrupulatnie, jaka
zywnos¢ spozywali. Stosowane sg tez diety eliminacyjne,
ktdre polegaja na calkowitym zaprzestaniu spozywania
pokarmoéw potencjalnie odpowiedzialnych za wystapienie
reakeji alergicznej [1] (ryc. 1).

Niepozadane reakcje na pokarm to okreslenie sto-
sowane do opisywania réznych reakcji na spozywane
produkty. Naleza do nich reakcje immunologiczne, czyli
IgE-zalezne oraz IgE-niezalezne, a takze reakcje nieim-
munologiczne, do ktérych zalicza si¢ nietolerancje po-
karmowg zwigzang na przyklad z niedoborem enzymu
laktazy u 0s6b z nietolerancja laktozy, a takze awersje po-
karmowsg i zatrucie pokarmowe [6]. Nietolerancja pokar-
mowa jest zwykle reakcja powtarzalng, ktéra pojawia sie
po spozyciu okreslonego pokarmu badz jego skladnika,
niezaleznie od tego, czy dana osoba jest swiadoma jego
spozycia [4]. Awersja pokarmowa to nieche¢¢ do spozywa-
nia pewnych produktéw, a w konsekwencji ich unikanie.
Moga jej towarzyszy¢ takie objawy, jak wymioty i nud-
nosci, wiec czesto jest mylona z alergig pokarmowg [7].
Zatrucie pokarmowe najczeéciej jest wywolywane przez
bakterie, wirusy, ple$n, toksyny i inne substancje draz-
nigce, ktdre sg obecne w spozywanych pokarmach [7].
W prawidlowych warunkach uktad immunologiczny wy-
krywa i eliminuje obce antygeny, natomiast gdy dochodzi
do nadmiernego i niewtasciwego reagowania na patogeny,
alergeny pokarmowe i toksyny, prowadzi to do choréb
alergicznych lub autoimmunologicznych.

REAKCJA ALERGICZNA ZALEZNA
OD PRZECIWCIAL IGE

Alergia pokarmowa zalezna od przeciwcial IgE doty-
czy gléwnie 0séb dorostych w wieku 20-50 lat [1]. Ten
rodzaj alergii pokarmowej jest bardzo niebezpieczny,
poniewaz niesie ryzyko wystapienia uogélnione;j reakeji
anafilaktycznej zagrazajacej wystapieniem wstrzasu. Ce-
cha reakcji zaleznych od IgE jest krétki czas od zadziata-
nia czynnika sprawczego - od kilku minut do 2 godzin
[1]. Wsrdd tego typu reakeji wyrdznia sie takze zespol
alergii jamy ustnej (oral allergy syndrome — OAS), ktéry
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charakteryzuje si¢ $wigdem, obrzekiem lub pieczeniem
w jamie ustnej [10]. Zesp6t dotyczy 0séb, u ktérych
wystepuja takze cechy alergii wziewnej. Moze do niego
dochodzi¢ w wyniku reakeji krzyzowej alergenu wziew-
nego z pokarmowym [2]. Patomechanizm reakeji polega
na wytworzeniu swoistych przeciwcial IgE skierowanych
przeciwko alergenom pokarmowym i powstaniu komo-
rek pamieci immunologicznej. Po ponownym kontakcie
z alergenem nastepuje aktywacja reakcji, ktore prowadza
do degranulacji komdrek efektorowych, takich jak ma-
stocyty i bazofile [2]. Alergenowos¢ czasteczek zalezy od
liczby epitopéw zdolnych do przylaczenia swoistych prze-
ciwciat [8]. Epitop alergenu pokarmowego przylacza sie
do czasteczek IgE za posrednictwem receptoréw FceRI
znajdujacych sie na powierzchni tych komérek efektoro-
wych [2]. Dalej nastepuje uwalnianie histaminy, ktdra jest
mediatorem zapalnym, oraz zostaja uwolnione mig¢dzy in-
nymi prozapalne leukotrieny, czynnik aktywujacy plytki
krwi (platelet-activating factor — PAF) i cytokiny proza-
palne, takie jak interleukina 4 (IL-4), IL-5 oraz IL-13 [9].

REAKCJA ALERGICZNA NIEZALEZNA
OD PRZECIWCIAL IGE

Wirdd tych reakcji wyrdznia sie zapalenie okreznicy,
zapalenie jelita grubego oraz enteropatie wywolane bial-
kiem znajdujacym sie w pozywieniu [2]. Ten rodzaj alergii
dotyczy gtéwnie noworodkéw i dzieci i zazwyczaj ustepuje

po 1-5 lat [2]. Mechanizm alergii pokarmowej niezalezne;j
od przeciwcial IgE nie jest do konca poznany. Sg publika-
cje, w ktorych zaklada sie, ze w mechanizm tej reakeji sa
zaangazowane gléwnie limfocyty Th2, wydzielajace cyto-
kiny prozapalne, ktére sg pobudzane po kontakcie z aler-
genem pokarmowym [3]. Dochodzi takze do zwigkszo-
nej ekspresji czynnika martwicy nowotworéw o (TNF-a)
oraz zmniejszonej ekspresji receptoréw TNF-f w blonie
$luzowej jelit [3]. Zauwazono wzrost ekspresji cytokiny
prozapalnej IL-13 [4]. Prawdopodobnie czasteczki te sg
zaangazowane w niszczenie jelitowych komorek nabtonka
i powstawanie nacieku eozynofiléw. Brak swoistych prze-
ciwcial w surowicy w przebiegu alergii pokarmowej IgE-
niezaleznej powoduje, ze trudno jest ja zidentyfikowac.

MICRORNA

microRNA (miRNA) to grupa jednoniciowych cza-
steczek o dlugosci 19-25 nukleotyddéw, ktére posredni-
cza w regulacji posttranskrypcyjnej wielu genéw [10, 11].
Czasteczkom tym przypisuje si¢ udzial w regulacji wielu
proceséw, m.in. réznicowania, proliferacji, angiogene-
zy, onkogenezy, a takze w odpowiedzi immunologiczne;
[12]. Pojedyncze czasteczki miRNA moga kontrolowa¢
ekspresje wielu réznych genéw [13]. miRNA moze spel-
nia¢ funkcje regulacyjna takze poprzez wprowadzanie
zmian epigenetycznych w docelowych genach, takich jak
metylacja DNA, acetylacja histonéw, a takze przebudowa

jadro komérkowe

polimeraza DNAI kompleks Drosha
DNA > pri-microRNA > pre-microRNA
eksportyna 5
cytoplazma
Y
pre-microRNA
y
dupleks miRNA-miRNA > miRISC

Y \d

catkowita komplementarnos¢ mRNA:
miRNA — degradacja mRNA

czesciowa komplementarno$¢ mRNA:
miRNA — inhibicja translagji

RYCINA 2. Biogeneza microRNA. Opracowanie wtasne na podstawie [16]
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chromatyny zalezna od ATP [11]. Wiekszo$¢ miRNA znaj-
duje si¢ wewnatrz komorek, a takze jest obecne w surowi-
cy, moczu i $linie [14]. Zewnatrzkomérkowe miRNA sg
chronione przed RNAzami poprzez tworzenie eksosoméw
badz komplekséw biatkowo-lipidowych [15]. W surowicy
miRNA tworzy kompleks z bialkami Agronaute 2 (AGO?2),
co tez zabezpiecza je przed degradacja [11]. W licznych
publikacjach wykazano zwi¢kszong badz zmniejszong
ekspresje miRNA w przebiegu wielu choréb, takich jak
nowotwory, choroby ukladu oddechowego i choroby aler-
giczne. Szacuje si¢, ze miRNA maja pod kontrolg ok. 60%
genéw kodujacych biatka u ludzi, co stanowi obiecujacy
cel terapeutyczny i interesujacy przedmiot dalszych badan
[7] (ryc. 2).

Na powstanie dojrzalego miRNA sklada sie kilka
procesow. W pierwszym etapie w wyniku transkrypcji
powstaje pierwotny transkrypt pri-miRNA (primary
miRNA) przy udziale enzymu polimerazy RNA II [16,
17]. Nastepnie pri-miRNA sa przeksztalcane w prekur-
sory miRNA (pre-miRNA) o diugosci ok. 60 nukleoty-
déw, ktére ksztaltem przypominajg szpilke do wlosow
[15]. Drugi etap powstawania miRNA jest przeprowa-
dzany przy udziale kompleksu Drosha-DGCR8. W kom-
pleksie tym DGCR8 odgrywa swoja role poprzez przy-
taczenie sie do jednoniciowych koncéw pri-miRNA
i aktywowanie domeny rybonukleazy, co powoduje
powstawanie transkryptéw pre-miRNA [12]. Powyzsze
etapy odbywaja si¢ w jadrze komdérkowym, natomiast
etap powstawania dojrzatych dwuniciowych miRNA
przy udziale kompleksu Dicer zachodzi w cytoplazmie
[17]. Transkrypty do cytoplazmy sg przenoszone przy
udziale biatka eksportyny 5 (Exp-5) [17]. Powstaja kom-
pleksy miRNA-miRNA [12]. Jedna z nici jest nazywana
wiodgca, natomiast druga pasazerska [12]. Aktywna
posta¢ miRNA powstaje po polaczeniu si¢ z komplek-
sem biatkowym, tworzac kompleks miRISC (microRNA
induced silencing complex) [15]. W wielu publikacjach
stwierdzono, ze miR hamuje ekspresje genéw poprzez
przylaczenie si¢ do 3’ konca regionu nieulegajacego
translacji w docelowym mRNA (3’-UTR) na zasadzie
komplementarnosci zasad [11]. Gdy komplementarnos¢
zasad jest calkowita, wyciszanie ekspresji genu odbywa
si¢ poprzez degradacje docelowego mRNA, natomiast
gdy jest niecatkowita, wyciszanie odbywa si¢ poprzez
hamowanie translacji [11].

ZEWNATRZKOMORKOWE MIRNA JAKO
BIOMARKER CHOROB ALERGICZNYCH

Dotychczasowe badania sugerujg, ze miRNA moze
odgrywa¢ kluczowa role w patogenezie choréb alergicz-
nych. Ekspresja poszczegélnych typéw miRNA rézni
si¢ zarowno pomiedzy typami komdrek, jak i w prze-

64

biegu poszczegélnych chordb alergicznych. miRNA sg
wykrywalne w surowicy, slinie i moczu. Klaster miRNA-
17-92 zawiera 6 typéw miRNA: miRNA-17, miRNA-18a,
miRNA-19a, miRNA-20a, miRNA-19b-1, miRNA-92a
[18]. W badaniu na myszach z alergia pokarmowa wy-
kazano znacznie wyzszy poziom miRNA-19a niz u my-
szy kontrolnych, natomiast poziomy pozostatych pie-
ciu typéw miRNA klastra miRNA-17-92 sie nie réznity
[18]. W innym badaniu na myszach z zespotem alergii
ustno-jelitowej (oral-intestinal allergy syndrome — OIAS)
stwierdzono, ze ekspresja miRNA-98 byla znacznie wyz-
sza niz u myszy kontrolnych [19]. miRNA moze wigc
by¢ potencjalnym biomarkerem choréb alergicznych ze
wzgledu na specyficzng dysregulacje ekspresji w stosunku
do danej choroby, jak réwniez duzg stabilno$¢ poprzez
tworzenie m.in. form eksosomow.

MIRNA W ALERGII POKARMOWEJ

Na podstawie doswiadczenia na myszach C57BL/6
wykazano, ze klaster miRNA-17-92 oraz miRNA-98 od-
grywaja znaczgcg role w patogenezie alergii pokarmowej
[18]. W badaniu tym oceniano role miRNA-19a w hamo-
waniu ekspresji IL-10 przez limfocyty B pod wptywem
dzialania IL-4, ktdra jest cytoking prozapalna. Interleuki-
na 10 jest cytoking przeciwzapalng produkowang w orga-
nizmie czlowieka gléwnie przez pobudzone limfocyty T,
przede wszystkim Th2 oraz Treg, takze przez limfocyty B,
monocyty i komdrki tuczne. Gtéwna rola IL-10 jest ha-
mowanie odpowiedzi immunologicznej. Cytokina ta
uczestniczy takze w regulacji stanu zapalnego poprzez ha-
mowanie ekspresji limfocytéw Thl produkujacych IL-2,
interferon y (IFN-y), hamuje uwalnianie cytokin pro-
zapalnych przez makrofagi, takie jak IL-6, IL-8, IL-12,
GM-CSE TNF-o.. W przebiegu wielu chordb alergicznych
stwierdzono niedobdr IL-10. W do$wiadczeniu u myszy
wystapita alergia pokarmowa po dozotagdkowym poda-
waniu roztworu zawierajacego albuminy jaja kurzego
w dawce 1 mg, a takze toksyny cholery w dawce 20 pg
w 0,3 ml soli fizjologicznej przez 4 tygodnie. W celu po-
miaru stezenia IL-4 i przeciwcial IgE w surowicy pobra-
no préobki krwi od usmierconych myszy. Wyizolowano
surowice przez odwirowanie i analizowano za pomoca
immunoenzymatycznego testu ELISA. W wycietych
fragmentach jelita czczego analizowano naciek eozyno-
filéw i obecno$¢ komoérek tucznych w btonie sluzowej,
a takze poddano je ocenie pod katem obecnosci specy-
ficznych alergenowo limfocytéw T CD4+. W tym celu
komorki LPMC (the lamina propria mononuclear cells)
oraz komorki dendrytyczne zostaly wyizolowane poprzez
magnetyczne sortowanie komorek MACS (magnetic cell
storting), a nastepnie analizowano je przy uzyciu cyto-
metrii przeptywowej. Izolowano réwniez limfocyty B
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CD19+ przy uzyciu MACS, ktére pdzniej zostaly podda-
ne analizie z wykorzystaniem RT-qPCR (real time quan-
titative polymerase chain reaction) w celu wyizolowania
catkowitego RNA, w tym miRNA. W do$wiadczeniu tym
wykonano réwniez test immunoprecypitacji chromatyny
ChIP (chromatin immunoprecipitation assay). Limfocy-
ty B inkubowano przez 15 minut z formaldehydem w celu
uwolnienia DNA z chromatyny. Lizat komdrkowy zostat
oczyszczony z G-agarozy za pomocg inkubacji ze specy-
ficznymi przeciwcialami lub izotopem przeciwcial IgG
jako préba kontrolna. Oczyszczone DNA poddano anali-
zie za pomocg qPCR. W eksperymencie tym zastosowa-
nie western blottingu mialo na celu ukazanie na sfoto-
grafowanych wynikach poziomu IL-10 po stymulacji sola
tizjologiczna, lipopolisacharydem, IL-4 w limfocytach
B. Wykazano, ze u myszy z alergia pokarmowa poziom
miRNA-19a byt istotnie wyzszy niz u myszy kontrolnych,
natomiast poziom IL-10 istotnie nizszy. Stwierdzono tak-
ze, ze obecnoé¢ IL-4 w hodowli komérkowej znaczaco
zwigksza ekspresje miRNA-19a. Zbadano tez, czy nie-
dobdér miRNA-19a wplywa na hamowanie wydzielania
IL-10 przy jednoczesnym poddaniu komorek dziataniu
IL-4. Wykazano, ze leczenie LPS zwieksza ekspresje IL-10
u myszy dzikich i z niedoborem miRNA-19a, natomiast
leczenie IL-4 spowodowalo zahamowanie ekspresji IL-10
u myszy dzikich, ale nie u myszy z niedoborem miRNA-
19a. Powyzsze badania wskazuja, ze u myszy z aler-
gia pokarmowg ekspresja IL-10 byla hamowana przez
miRNA-19a w limfocytach B, a takze przez IL-4, co su-
geruje istotng role miRNA-19a w patogenezie choréb
alergicznych.

W kolejnej publikacji autorzy sprawdzali, czy kla-
ster miRNA-17-92 hamuje ekspresje trombospondyny 1
w jelitowych limfocytach B CD35+ [20]. Trombospondy-
na 1 (TSP-1) jest biatkiem adhezyjnym, ktére znajdu-
je sie w plytkach krwi, jest nazywana takze czynnikiem
aktywujacym plytki krwi. Jako glikoproteina adhezyjna
wigze sie z fibrynogenem, fibronektyng, lamining, kola-
genem typu V i integryng oV I, odgrywajac istotng role
w angiogenezie, procesach nowotworzenia, a takze jest
zaangazowana w agregacje plytek krwi i w proces zapalny.
Opublikowane dane wskazuja, ze TSP-1 odgrywa wazna
role w regulacji ukladu odpornosciowego. W doswiadcze-
niu tym wykorzystano szczep myszy BALB/c. Myszom
podawano dozofagdkowo albumine jaja kurzego i toksyne
cholery raz w tygodniu przez 5 kolejnych dni. Dzien po
ostatniej prowokacji antygenem myszy zostaty u$mierco-
ne, pobrano od nich krew, wyizolowano z niej surowice,
a takze pobrano fragmenty jelit w celu oceny ekspresji
IL-4, IL-5, IL-13 za pomocy testu ELISA. Z pobranych
fragmentow jelit wyizolowano LPMC i za pomocg MACS
otrzymano limfocyty B CD35+ oraz CD19+. W do$wiad-
czeniu tym oceniano obecnos¢ specyficznych alergenowo
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limfocytow T CD4+ oraz liczbe eozynofilow i komorek
tucznych w blonie §luzowej jelit. Za pomocg RT-PCR oce-
niono ekspresje TSP-1 oraz klastra miRNA-17-92 w lim-
focytach B. W badaniach wykazano podwyzszony poziom
swoistych przeciwcial IgE w surowicy, a takze zwigkszo-
ne stezenie cytokin charakterystycznych dla limfocy-
tow Th2, naciek eozynofiléw oraz komoérek tucznych
w blonie §luzowej jelit. U myszy z alergig pokarmowg za-
uwazono zwiekszong ekspresje miRNA-19a w jelitowych
limfocytach B CD35+ w poréwnaniu z myszami kon-
trolnymi. Ekspresja TSP-1 w limfocytach B pobranych
od myszy z alergia pokarmowga byla znacznie nizsza niz
u myszy kontrolnych. Dane te wskazuja, ze w przebiegu
chorob alergicznych zwigksza sie poziom miRNA-19a
w limfocytach B, co wplywa na poziom trombospondy-
ny 1 w tych komérkach. W badaniu sprawdzono takze
wplyw cytokin wydzielanych przez limfocyty Th2 na re-
gulacje ekspresji miRNA-19a w limfocytach B poprzez
poddanie ich dziataniu IL-4, IL-5 oraz IL-13. Otrzymane
wyniki sugeruja, ze ekspozycja jedynie na IL-4 spowo-
dowata istotnie zwigkszong ekspresje miRNA-19a. Wy-
kazano takze zwigkszong ekspresje receptoréw dla IL-4
u myszy z alergig pokarmowg. Nastepnie zbadano wplyw
IL-4 na ekspresje trombospondyny 1 w jelitowych limfo-
cytach B. W hodowli z LPS odnotowano zwigkszong eks-
presje TSP-1. Wyniki wskazuja, ze zwigkszona ekspresja
TSP-1 moglaby zosta¢ zniesiona przez ekspozycje na IL-4.
miRNA-19a odgrywa istotng role w regulacji ekspresji za-
angazowanej w odpowiedZ immunologiczng TSP-1 w jeli-
towych limfocytach B. Podsumowujac — u myszy z alergia
pokarmowa stwierdzono zmniejszong liczbe limfocy-
tow B CD35+ produkujacych IL-10 i TSP-1 oraz nadeks-
presje miRNA-19a. Zwiekszony poziom miRNA-19a
w limfocytach B CD35+ moze wplywaé na zmniejszong
ekspresje trombospondyny 1 oraz IL-10, ktére odgrywaja
role w hamowaniu alergii pokarmowe;j.

Inni autorzy badali wptyw galektyny 1 na hamowanie
OIAS [19]. Galektyna 1 to wielofunkcyjne biatko nalezg-
ce do rodziny lektyn [21]. Charakteryzuje si¢ obecnoscia
domeny rozpoznajacej weglowodany, wigzacej B-galakto-
zydazy [21]. Galektyna 1 odgrywa wazna role w adhezji
komoérkowej, apoptozie, nowotworzeniu, a takze w pro-
cesach zapalnych i regulacji uktadu odpornosciowego
[22-25]. Stwierdzono, ze galektyna 1 hamuje odpowiedz
immunologiczng poprzez promowanie wydzielania lim-
fopoetyny zrebu grasicy (thymic stroma lymphopoietin
- TSLP), naskérkowego czynnika wzrostu (EGF), IL-10,
IL-25, a takze transformujgcego czynnika wzrostu p1
(TGF-P1) przez komoérki nablonka jelitowego. Zespot
alergii ustno-jelitowej jest powszechny i charakteryzuje
si¢ $wigdem oraz obrzekiem ust, podniebienia i jezyka,
zwykle po spozyciu niektérych pokarméw. W niektérych
przypadkach obrzek gardla moze spowodowacé trudnosci
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w oddychaniu, a nawet prowadzi¢ do uduszenia sie¢. Na-
lezy on do alergii pokarmowych zaleznych od IgE i moze
stanowi¢ wynik reakcji krzyzowej pomiedzy alergenem
wziewnym a pokarmowym. W doswiadczeniu wykorzy-
stano szczep myszy BALB/c. Myszy uczulono poprzez
podanie w blong §luzowa jamy ustnej mieszaniny zawie-
rajacej ekstrakt z orzechow oraz toksyne, jednoczes$nie
w grupie badanej podawano galektyne 1. W 15. dniu
myszom podano dozotagdkowo mieszanine ekstraktu
z orzechow w soli fizjologicznej w dawce 5 mg na osob-
nika. Po 4 godzinach myszy u$émiercono i pobrano od
nich krew, blone §luzowg jamy ustnej, a takze fragmenty
jelit w celu przeprowadzenia dalszych badan. Okreslano
stezenie histaminy i poziom swoistych przeciwcial IgE
w surowicy, a takze IL-4, wykorzystujac test ELISA. Pod
mikroskopem ogladano fragmenty jelit i blon §luzowych
w celu oceny nacieku eozynofiléw i komdrek tucznych.
Komorki takze inkubowano ze znakowanymi fluorochro-
mem przeciwciatami badz z izotopem przeciwciala IgG.
W celu wybarwienia wnetrza komoérek inkubowano je
z paraformaldehydem i saponing, a nastepnie z prze-
ciwciatem znakowanym fluorochromem lub izotopem
przeciwciata IgG. Nastepnie komorki analizowano za
pomoca cytometrii przeptywowej. Poziomy IL-10 oraz
miRNA-98 oceniono z zastosowaniem RT-qPCR. Zba-
dano takze interferencyjny RNA. W tym celu komorki
CD14+ wyizolowano z LPMC za pomoca MACS. Ko-
morki CD14+ przetworzono na CD45 shRNA zawie-
rajace lentiwirusy i niespecyficzne shRNA zawierajace
lentiwirusy. Wplyw interferencyjnego RNA zmierzono
metoda western blotting. Wykazano, ze u myszy z OIAS
po podaniu galektyny 1 oraz mieszaniny zawierajacej
ekstrakt z orzechow ekspresja IL-10 w jelitowych ko-
morkach CD14+ wyniosta 7,13%, w grupie kontrolnej
ok. 5,17%, a u myszy z OIAS bez podania galektyny 1
jedynie 1,12%. Dane te $wiadcza o tym, Ze galektyna 1
zwigksza ekspresje IL-10 przez jelitowe komdrki CD14+.
Zbadano takze zalezno$¢ pomiedzy ekspresja miRNA-98
i IL-10 w jelitowych limfocytach B CD14+. Poziom
miRNA-98 byl istotnie wiekszy u myszy z alergia niz
w grupie kontrolnej. W grupie myszy, ktérym podawano
galektyne-1 oraz ekstrakt z orzechéw badz samg galekty-
ne 1, nie stwierdzono zwigkszonej ekspresji miRNA-98
w limfocytach B CD14+, natomiast poziom IL-10 byt
znacznie nizszy u myszy uczulonych. Dane te wskazuja,
ze miRNA-98 hamuje ekspresje IL-10. Oceniano takze
wplyw IL-4 na ekspresje miRNA-98 w limfocytach B
CD14+. Wraz ze wzrostem stezenia IL-4 zwiekszatla si¢
ekspresja miRNA-98. W kolejnym kroku przeprowadzo-
no analize dotyczaca zaleznosci pomiedzy dziataniem ga-
lektyny 1 a hamowaniem ekspresji miRNA-98 w limfocy-
tach B CD14+. Potwierdzono, ze galektyna 1 zmniejsza
poziom miRNA-98. W dalszej analizie wykazano, ze wraz
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ze wzrostem stezenia galektyny 1 zwiekszala si¢ ekspresja
IL-10. Przeprowadzono takze analize dotyczacg oddzia-
tywania galektyny 1 na ekspresje miRNA-98 oraz IL-10
poprzez CD45. CD45 jest receptorem dla galektyny 1.
Dlatego tez limfocyty B CD14+ zostaly przetworzone na
komorki CD14+ z deficytem receptoréw CD45. Wykaza-
no, ze komorki pozbawione receptoréw CD45 nie reago-
waly na dziatanie galektyny 1. Galektyna 1 posredniczy
w regulacji ekspresji miRNA-98 oraz IL-10 w limfocy-
tach B CD14+ poprzez taczenie si¢ ze swoistym recep-
torem CD45. Podsumowujac — u myszy z OIAS poziom
IL-10 jest znacznie nizszy niz u myszy w grupie kontro-
Inej. Ponadto u myszy poddanych sensytyzacji zwigk-
sza si¢ ekspresja miRNA-98, co sugeruje, Ze w prze-
biegu alergii pokarmowej dochodzi do nadekspresji
miRNA-98, ktére moze hamowa¢ ekspresje IL-10.
Wykazano réwniez, ze galektyna 1 hamuje ekspresje
miRNA-98, co powoduje zahamowanie OIAS u myszy.
W innym badaniu oceniano wplyw temperatury
stosowanej w procesie przetwarzania na wystepowanie
miRNA w prébkach mleka. W tym celu zebrano probki
mleka z trzech réznych gospodarstw i przechowywano
je w temperaturze 1°C do czasu przetwarzania w celu
zminimalizowania wzrostu liczby bakterii. Probki
mleka z kazdego gospodarstwa poddano procesom
przetwarzania, ktdre roznily sie zastosowang temperatu-
rg, ciSnieniem oraz czasem trwania. Jedng probke mleka
przetwarzano przy bardzo wysokiej temperaturze, kolejna
probke poddano separaciji, czyli oddzieleniu frakeji ttustej,
a takze homogenizacji, gotowaniu i pasteryzacji. Probki
natychmiast po tym zamrozono w temperaturze —20°C.
Zamrozono takze probke mleka surowego, ktére nie zo-
stalo poddane zadnemu procesowi. W doswiadczeniu
tym wyizolowano calkowite RNA z probek mleka
pochodzacych z trzech réznych gospodarstw. Czystosé
RNA mierzono spektrofotometrycznie. Wykonano takze
tanicuchowg reakeje polimeryzacji (PCR) i otrzymane pro-
dukty poddano elektroforezie w zelu agarozowym w celu
rozdzialu produktéw pod wzgledem ich rozmiaréw. Wy-
niki wskazuja, ze zastosowanie wyzszych temperatur
w przetworstwie mleka wpltywa na zmniejszenie liczby
miRNA. Diugoé¢ miRNA we wszystkich probkach mleka,
z wyjatkiem probki, ktdra zostata poddana obrébce wyso-
ka temperatura, wyniosta ok. 22 nukleotydy, czyli jest to
prawidlowa dltugo$¢ miRNA. Probka mleka, ktora zostala
przetworzona w wysokiej temperaturze, zawierata krétsze
odcinki miRNA. W$r6d odczytéw najczestszg sekwencje
(36%) stanowilo miRNA-148a. W badaniu wykryto rézni-
ce w ekspresji 52 typéw miRNA pomiedzy mlekiem paste-
ryzowanym a mlekiem poddanym dziataniu wysokiej tem-
peratury, a takze réznice w ekspresji 25 réznych miRNA
pomiedzy mlekiem pasteryzowanym a surowym. Wyniki
wykazaly, ze w mleku pasteryzowanym poziom miRNA byt
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wyzszy niz w pelnym mleku surowym. Ponadto oddziele-
nie frakeji thuszczu w jednej z probek mleka spowodowatlo,
ze poziom miRNA byl wyzszy niz w mleku pelnym. Dane
wskazuja, przetwarzanie mleka w nizszych temperaturach,
czyli w procesie pasteryzacji lub takze homogenizacji, po-
woduje, ze eksosomy, ktdre chronig miRNA przed degra-
dacja, sa dalej nienaruszone. W publikacji wskazuje si¢ na
ochronny wplyw czasteczek miRNA zawartych w mleku
w przebiegu chorob alergicznych.

PODSUMOWANIE

Powyzsze dane wskazuja, ze w przebiegu alergii po-
karmowej wystepuje zmniejszona ekspresja IL-10, a takze
nadekspresja mediatoréw zapalnych, takich jak IL-2, IL-3,
IL-4, IL-5, IL-13 oraz IFN-y, TNF-a. Ponadto wykazano
istotng role w patogenezie alergii pokarmowej czasteczek
miRNA, takich jak miRNA-19a oraz miRNA-98, ktérych
nadekspresja hamowala wydzielanie IL-10. Zmniejszona
ekspresja trombospondyny 1, ktéra odgrywa role w alergii
pokarmowej poprzez regulacje uktadu odpornosciowego,
jest spowodowana zwigkszonym poziomem miRNA-19a
w limfocytach B. Czasteczka galektyny 1 hamuje OIAS,
co moze by¢ przedmiotem przysztych badan nad lekiem
dla pacjentéw z alergiag pokarmowa. miRNA-19a oraz
miRNA-98 stanowig interesujacy cel dalszych badan ze
wzgledu na zwigkszong ekspresje tych czasteczek w pa-
togenezie alergii pokarmowej. Badania pozwalajace na
wykrycie tych typéw miRNA w surowicy oséb z alergia
pokarmowa moga ulatwi¢ diagnostyke tej choroby. Cza-
steczki miRNA moga takze chroni¢ przed wystepowaniem
alergii. miRNA zawarte w mleku, zwlaszcza miRNA-148a,
ulega degradacji podczas jego przetwarzania wysokich
temperaturach. Nizsze temperatury stosowane w proce-
sach przetwarzania mleka chronig miRNA przed degra-
dacja. U 0s6b spozywajacych mleko surowe zaobserwowa-
no zlagodzenie objawéw astmy, co powoduje, ze miRNA
zawarte w mleku moze wplywac na wystepowanie alergii.
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