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Streszczenie: Nasz organizm jest zasiedlony przez biliony symbiotycznych bakterii. Najliczniejsza i najbardziej réznorodna ich populacja
kolonizuje jelito, gérne drogi oddechowe i uklad moczowo-plciowy. Dzialaja one wielokierunkowo, wspierajac nasze zdrowie. Kiedy
mikrobiota ta funkcjonuje prawidlowo pomaga w przyswajaniu skladnikéw odzywczych, reguluje prace ukladu odpornosciowego, chro-
nigc §luzéwki i caly ustréj przed patogenami, neutralizuje niektére ksenobiotyki, odtruwa wigc organizm i chroni przed kancerogennymi
mutacjami. Naturalng pozyteczna mikrobiote mozemy wspomdc przyjmujac probiotyki i/lub prebiotyki w produktach spozywczych oraz
suplementach diety i lekach. Ich cennym naturalnym zrédlem s3 mleko i produkty nabiatowe, szczegdlnie fermentowane (np. kefiry,
jogurty i sery). Wérdd substancji prebiotycznych znajdziemy tu m.in. oligosacharydy, lizozym, laktoperoksydaze czy laktoferyne. Bialko
to promuje wzrost symbiotycznej mikrobioty jelita i drég rodnych, co potwierdzono w licznych testach. Aktywno$¢ taka, w potaczeniu
z dzialaniem przeciwmikrobiologicznym wobec drobnoustrojow patogennych, przywraca réwnowage mikrobioty w obrebie bton §luzo-
wych, co skutecznie eliminuje czynniki zakazne i procesy zapalne. Najmlodsze dzieci wspomaga laktoferyna przyjmowang z mlekiem
matki. W pézniejszym wieku mozemy liczy¢ na wlasne, endogenne biatko wydzielane przez blony §luzowe i neutrofile albo jego dostawe
z nabialem (nie poddanym agresywnej obrébce termicznej) lub suplementami diety. Na rynku znajdziemy zaréwno produkty z sama
laktoferyna bydleca, dodatkowo z innymi prebiotykami, np. inuling czy oligosacharydami, a takze z probiotykami. Skuteczne sg preparaty
laktoferynowe przyjmowane doustnie, co potwierdzono w licznych badaniach, takze klinicznych. Biatko jest wzglednie oporne na trawie-
nie. Natywne lub w postaci peptydéw moze dociera¢ do jelita, dziala¢ lokalnie na mikrobiote i uktad odpornoéciowy zwigzany z tutejsza
blong §luzows, i ta droga wzmacnia¢ odporno$¢ ogélnoustrojows.

1. Wprowadzenie. 2. Mikrobiota przewodu pokarmowego. 3. Laktoferyna w przewodzie pokarmowym. 4. Prebiotyczne dzialanie lakto-
feryny w przewodzie pokarmowym - testy in vitro. 5. Prebiotyczne dzialanie laktoferyny w przewodzie pokarmowym - testy in vivo.
6. Laktoferyna w diecie i suplementach diety. 7. Podsumowanie

BENEFICIAL EFFECT OF LACTOFERRIN ON THE MICROBIOTA FROM GASTROINTESTINAL TRACT

1. Introduction. 2. Gut microbiota. 3. Lactoferrin in gastrointestinal tract. 4. Prebiotic activity in gastrointestinal tract — in vitro tests.
5. Prebiotic activity in gastrointestinal tract — in vivo tests. 6. Lactoferrin in diet and nutritional supplements. 7. Summary

Abstract: Our organism is colonized by trillions of symbiotic bacteria. The most numerous and varied bacterial population colonizes
colon, upper respiratory airways and urogenital system. They act multidirectionally supporting our health. Symbiotic microbiota helps
in acquirement of nutrients, regulates action of the immune system protecting mucosa and whole organism against pathogens, neutral-
izes some xenobiotics, thus acts as a preventive measure against carcinogenic mutations. This beneficial microbiota may be supported by
uptake of probiotics and/or prebiotics in foods, diet supplements and drugs. They can be found in milk and dairy products, in particular
fermented ones (e.g kefir, yoghurt and cheese), which contain both probiotics and prebiotics, including lactoferrin. This protein has a
confirmed action promoting growth of symbiotic microbiota of intestine and urogenital tract. Such activity, associated with antimicrobial
action regarding pathogenic microorganisms, restores equilibrium of microbiota within mucous membranes that effectively eliminates
pathogens and inflammatory processes. Youngest children are supported by lactoferrin acquired with maternal milk. Later we can relay on
our own, endogenous proteins, secreted by mucous membranes and neutrophils and supply of dairy products (not subjected to aggressive
thermal processing) or diet supplements. We can find in the market the products containing lactoferrin alone, with another prebiotic,
e.g inulin or oligosaccharides, and also with probiotics. Orally taken lactoferrin is effective as proved in a number of clinical studies. The
protein is relatively resistant to digestion, may reach intestine, where acts on gut microbiota and local lymphoid tissue. In this way lactofer-
rin may enhance immunological status of our mucous system.

Stowa kluczowe: jelito, laktoferyna, mikrobiota, prebiotyki, probiotyki
Key words: intestine, lactoferrin, microbiota, prebiotics, probiotics

1. Wprowadzenie lez¢ takze skladniki o wielokierunkowym dzialaniu
regulacyjnym i ochronnym, ktére wspomagaja nasza

Dieta ma nam dostarczy¢ wszystkich skladnikéw — odporno$¢, zwalczajg grozne drobnoustroje, reguluja
do budowy tkanek, produkeji energii i regulacji r6z-  ogoélnoustrojowy metabolizm czy w koncu kontroluja
nych proceséw zyciowych. Powinny si¢ w niej zna-  nasza mikrobiote jelitowa. Zrédlem takich substancji

* Autor korespondencyjny: Jolanta Artym, Zaklad Terapii Doswiadczalnej, Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN,
ul. R. Weigla 12, 53-112 Wroctaw; tel. 71 370 99 18; e-mail: limbiol@hirszfeld.pl



278

aktywnych biologicznie s3 gtéwnie roéliny, ale takze
rézne produkty pochodzenia zwierzecego, w tym mleko
i jego przetwory. Podczas ostatnich kilkunastu tysiecy
lat konsumpcji produktéw nabiatowych przystosowa-
lismy sie do trawienia i wykorzystania jego cennych
sktadnikéw odzywczych. Od najdawniejszych czasow
zjadalismy gtéwnie tatwiej strawne i bogatsze w sktad-
niki odzywcze i regulacyjne produkty z mleka fermen-
towanego (np. kwasne mleko, kefir, maslanke, sery,
$mietane, kumys). Zawierajg one niezwykle cenne dla
nas bakterie fermentacyjne, ktore mogg wspomoc nasza
wlasng mikrobiote, ale tez dostarczy¢ wielu wartoscio-
wych produktéw swojego metabolizmu. W wyrobach
fermentowanych znajdziemy bakterie kwasu mleko-
wego (lactic acid bacteria; LAB), spo$réd ktérych naj-
powszechniej wystepuja 2 rodzaje: Lactobacillus (m.in.
gatunki: L. acidophilus, L. gasseri, L. helveticus, L. john-
sonii, L. (para)casei, L. reuteri, L. plantarum, L. rhamno-
sus i L. fermentum) oraz Bifidobacterium (m.in. gatunki:
B. bifidum, B. longum, B. animalis, B. breve). Pierwsze
maja ksztalt paleczek, drugie litery Y lub V, oba naleza
do bakterii Gram-dodatnich, zyja w warunkach beztle-
nowych, fermentujg cukry do kwasu mlekowego, silnie
zakwaszajac Srodowisko swojego zycia [23, 37, 47, 52].

Bakterie te powszechnie wystepuja w Srodowisku,
tworzg takze naszg fizjologiczng mikrobiote. Jednoczes-
nie wiele szczepéw LAB zalicza si¢ do probiotykéw,
czyli Zywych drobnoustrojéw, ktére podane w odpo-
wiedniej ilosci wywieraja korzystny wplyw na nasze
zdrowie [36]. Stosowalismy je w diecie od tysigcy lat
obserwujac, ze stuza naszej kondycji, dzisiaj ich dzia-
tanie prozdrowotne potwierdzono w setkach badan. To
gléwnie regulacja mikrobioty jelitowej, a ta droga: profi-
laktyka i zwalczanie infekeji zotadkowo-jelitowych, bie-
gunki poantybiotykowej, objawdw zespotu jelita draz-
liwego i nieswoistych choréb zapalnych jelita, zaparg,
nawracajacych infekcji drég oddechowych i moczowo-
plciowych oraz alergii (np. atopowego zapalenia skory).
Ponadto probiotyki moga regulowa¢ dzialanie uktadu
odpornosciowego, hamowac¢ procesy nowotworzenia,
obniza¢ poziom cholesterolu czy cisnienie krwi. Wiele
z tych dziatant mozemy przypisa¢ produktom ich meta-
bolizmu. To m.in.: witaminy z grupy B i witamina K,
kroétkotancuchowe kwasy tluszczowe (KKT; octowy,
mastowy, propionowy) o dziataniu przeciwzapalnym
i troficznym dla kolonocytéw, kwas gamma-amino-
mastowy (gamma-aminobutyric acid; GABA) pelnigcy
funkcje neuroprzekaznika hamujgcego, bakteriocyny
(peptydy hamujace wzrost lub zabijajace bakterie), kwas
rumenowy (skoniugowany kwas linolowy; conjugated
linoleic acid; CLA) o wlasciwosciach przeciwzapal-
nych, antyoksydacyjnych, antykancerogennych i anty-
aterogennych, enzymy (np. f-galaktozydaza, trawigca
dwucukier laktozg), czy egzopolisacharydy (cukry zlo-
zone o dziataniu bifidogennym). Podczas fermentacji
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mleka bakterie probiotyczne za pomocg swoich enzy-
mow proteolitycznych rozktadajg biatka mleka do licz-
nych bioaktywnych peptydéw o dziataniu przeciwdro-
bnostrojowym, immunomodulujgcym, hipotensyjnym,
przeciwkrzepliwym i antyoksydacyjnym. Jako przyktad
mozna wymieni¢ pochodzace z kazeiny peptydy VPP
i IPP hamujace aktywno$¢ konwertazy angiotensyny I
(angiotensin-I-converting enzyme; ACE) i w ten sposob
obnizajgce ci$nienie krwi [25, 52, 63, 88].

Probiotyki mozemy stosowa¢ w zywnosci kon-
wencjonalnej, specjalnie zaprojektowanej zywnosci
prozdrowotnej (funkcjonalnej, czyli z dodatkiem bio-
aktywnych sktadnikéw) lub w postaci suplementow
diety, srodkow specjalnego przeznaczenia medycznego
lub lekéw. Bakterie probiotyczne nalezg do naszej sym-
biotycznej mikrobioty, stad nie powinny wywotywac
niekorzystnych skutkéw w organizmie i ze wzgledu na
bezpieczenstwo stosowania s3 uznawane za nienio-
sace ryzyka dla zdrowia [36]. Czgsto w tych produk-
tach mozemy znalez¢ takze prebiotyki, czyli substan-
cje korzystnie wptywajace na kondycje przyjmowanych
probiotykow i naszej endogennej mikrobioty. Wedlug
aktualnej (z 2007 roku) definicji FAO/WHO prebio-
tyki to nie bedace organizmami zywymi, nie trawione
skladniki zywnosci, ktore wywieraja korzystny wplyw
na gospodarza poprzez modulacje mikrobioty [27, 56].
Zwykle sa to substancje roslinne: oligo- i polisacha-
rydy lub zwigzki niecukrowe, ktore nie trawione przez
gospodarza s3g fermentowane przez jego mikrobiote,
poprawiajac jej kondycje. Obecnie coraz czgéciej stosuje
sie synbiotyki — preparaty zawierajace jeden lub kilka
probiotykéw i prebiotykow.

Cennym zrodlem prebiotykow w naszej diecie moga
by¢ produkty spozywcze, takze mleczne. Wlasciwosci
prebiotyczne majg liczne skladniki mleka: fosforany,
laktoza, oligosacharydy (gléwnie te zawierajace N-ace-
tylglukozaming), nukleotydy, a-laktoalbumina, laktope-
roksydaza, lizozym, peptydowy fragment kazeiny (gli-
komakropeptyd; GMP) i laktoferyna (LF) [8, 15, 88, 97].

Laktoferyna jest wielofunkcyjna glikoproteing obe-
cng w ziarnisto$ciach granulocytéw obojetnochfonnych
(neutrofiléw) oraz we wszystkich wydzielinach ssakow,
takze w siarze i mleku. W duzych ilosciach jest zatem
dostarczana do organizmu nowo narodzonego dziecka,
wplywajac korzystnie na jego rozwdj. W pozniejszym
wieku naturalnie wystepujacg w naszym organizmie LF
mozemy uzupelni¢ dietg nabialowg lub w suplemen-
tach diety. Do dzi§ potwierdzono 20 réznorodnych
fizjologicznych zadan, ktére LF spelnia w organizmie
ssakow [4, 19, 88]. Dziala przeciwdrobnoustrojowo
(moze hamowa¢ wzrost lub zabija¢ komérki réznych
drobnoustrojow), immunoregulacyjnie (w zaleznosci
od potrzeby moze wzmacnia¢ lub wycisza¢ uktad od-
pornoséciowy) i przeciwnowotworowo, neutralizuje tok-
syny bakteryjne, reguluje procesy utleniania-redukcji
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przez zwigkszanie lub hamowanie tworzenia reaktyw-
nych form tlenu (RFT), jak réwniez reguluje meta-
bolizm zelaza, w tym jego wchlanianie z pokarmu.
Potwierdzono ponadto jej udzial w regulacji metabo-
lizmu glukozy i lipidéw, procesach hematopoetycznych,
kosciotworczych oraz gojenia ran, a takze dzialanie
hipotensyjne, analgetyczne i przeciwstresowe [3, 18,
19]. Co wazne, w podobny sposob, a nawet silniej, dzia-
taja peptydy - pochodne natywnej LE, powstajace pod-
czas jej trawienia enzymatycznego oraz syntezowane
w warunkach laboratoryjnych. Do najbardziej aktyw-
nych sposréd nich nalezg laktoferycyna i laktoferam-
pina uzyskane z platu N czasteczki LF [53].

Jedna z dobrze juz dzi§ potwierdzonych wiasci-
wosci LF jest dzialanie prebiotyczne, czyli korzystny
(ochronny lub promujacy wzrost) wplyw na bakterie
probiotyczne i bakterie symbiotyczne zasiedlajace
naturalnie nasz organizm. Jak na razie, najlepiej po-
twierdzono dzialanie prebiotyczne LF w zaburzeniach
mikrobioty przewodu pokarmowego oraz ukladu
moczowo-plciowego u kobiet [87, 88].

Ponizej dokonano przegladu literatury prezentujg-
cej wyniki badan aktywnosci prebiotycznej laktoferyny
w przewodzie pokarmowym, przypominajac wczesniej
pokrotce wiadomosci na temat mikrobioty zamieszku-
jacej nasze jelita.

2. Mikrobiota przewodu pokarmowego

Nasz organizm zasiedlaja liczne drobnoustroje:
wirusy, archeony, bakterie, grzyby i pierwotniaki, two-
rzac ztozony ekosystem nazywany dawniej mikroflora,
a obecnie mikrobiotg. Najliczniejsze spofecznosci
mikroorganizmdw zyja w miejscach kontaktu ze $ro-
dowiskiem zewnetrznym, a wiec na skorze i bfonach
$luzowych: przewodu pokarmowego, drog oddecho-
wych i moczowo-plciowych. Przewod pokarmowy,
a szczegolnie jelito grube, zamieszkuje okoto 40 bilio-
néw (40x10') bakterii, co stanowi 99% wszyst-
kich ,naszych” bakterii. Na mikrobiote sktadajg sie
zardwno bakterie symbiotyczne (pozyteczne), jak
i zwykle niegrozne, obojetne, cho¢ potencjalnie cho-
robotwdrcze w okreslonych sytuacjach (tzw. bakterie
oportunistyczne) oraz bezwzglednie (zawsze) grozne
bakterie patogenne. Tych ostatnich jest najmniej i sa
zwykle utrzymywane w ryzach przez pozyteczne sym-
bionty oraz uklad immunologiczny, co chroni nas
przed zakazeniami przewodu pokarmowego. Od daw-
na podejrzewano, ze tajemnica naszego zdrowia tkwi
w jelitach, a dzi$ juz jest pewne, ze to wlasnie nasza
mikrobiota jelitowa jest zasadnicza w ochronie nie
tylko przed infekcja zotagdkowo-jelitows, niestrawno$-
cig, biegunka czy zaparciami, ale tez przed alergia,
chorobami autoimmunizacyjnymi, rakiem, otyloscia,
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cukrzyca, nadci$nieniem, a nawet chorobami neuro-
rozwojowymi (np. autyzmem) w dziecinstwie czy neu-
rodegeneracyjnymi (np. chorobg Alzheimera) w wieku
podesztym. Przez miliony lat wspolnej ewolucji zbu-
dowali$my z naszymi mikrobiontami doskonaty uktad
wzajemnych zaleznosci, ktéry mozemy nazwaé sym-
bioza mutualistyczng. To wspolpraca, z ktorej obie
strony czerpig korzysci, a wrecz musza w niej pozo-
stawa¢, zeby prawidlowo funkcjonowaé. Oznacza to,
ze nasza mikrobiota jelitowa musi by¢ sprawna, tzn.
odpowiednia pod wzgledem ilo$ciowym, jakosciowym
i czynnosciowym (stan eubiozy), bo tylko taka zapewni
nam zdrowie, czyli homeostaze i dobrostan organizmu.
Wszystkie zmiany ,,sprawnosci” mikrobioty (stan dys-
biozy) spowodowane dieta, stylem zycia, stresem, przyj-
mowaniem lekéw (m.in. antybiotykéw) oraz wieloma
innymi czynnikami mogg stac si¢ przyczyng wspomnia-
nych choréb [63, 93].

Pierwszych mieszkancow naszego wlasnego mikro-
$wiata zdobywamy juz prawdopodobnie w fonie matki,
gdzie niektore z bakterii zasiedlajacych jej jelita prze-
chodza do krwi, a z nig do wod ptodowych i krazenia
plodu. Obecnie liczne doniesienia oparte na nowoczes-
nych metodach badawczych potwierdzajg tak wczesng
kolonizacje organizmu dziecka, cho¢ réwnie liczne sa
badania, ktore im zaprzeczajg. Trudno na razie jedno-
znacznie oceni¢, czy racje maja zwolennicy teorii ,,ste-
rylnej macicy” (,,sterile womb”) czy raczej ,,macicznej
kolonizacji” (,,in utero colonisation”) [66]. Bez wzgledu
na ostateczne rozwigzanie tej kwestii pewne pozostaje,
ze masywna kolonizacja organizmu dziecka nastgpuje
podczas porodu, gdzie nabywa ono bakterie gltow-
nie z drég rodnych i przewodu pokarmowego matki.
Pierwsze 3 lata zycia (tzw. krytyczne 1000 dni) to okres,
kiedy nie tylko dziecko szybko ro$nie i si¢ rozwija, ale
tez w sile rosnie jego mikrobiota jelitowa. W tym cza-
sie jest jeszcze bardzo watla, niestabilna i fatwo moze
sie zmieni¢ pod wplywem licznych czynnikéw. Poza
sposobem porodu (naturalny, droga waginalng vs.
cigcie cesarskie), najwazniejsze to: dieta (karmienie
piersig vs. zywienie sztuczne, za pomocg preparatow
mlekozastepczych), stosowanie antybiotykéw i innych
lekéw (m.in. niesteroidowych lekéw przeciwzapal-
nych), hospitalizacja i wczesniactwo, starsze rodzen-
stwo i zwierzeta w domu. Obserwacje licznej grupy
dzieci potwierdzaja, ze pordd naturalny, wylaczne
karmienie piersig i starsze rodzenstwo zapewniaja
korzystng mikrobiote startowa w jelicie z przewaga
pateczek kwasu mlekowego z rodzajow Lactobacillus
i Bifidobacterium [65]. W ciggu pierwszych lat zycia
ekosystem jelitowy wzbogaca si¢ o kolejne bakterie,
dzigki czemu w zyciu dorostym mamy ich juz facznie
500-1000 gatunkdéw nalezacych do 6 gromad: Firmicu-
tes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Actinobacteria, Verru-
comicrobia i Fusobacteria, ze znaczng przewaga (ponad
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90%) dwoch pierwszych. To gtéwnie organizmy beztle-
nowe o wielokierunkowych korzystnych dzialaniach.
Jak dzialajg symbionty jelitowe? Pomagaja trawi¢ sktad-
niki pokarmowe, wytwarzaja witaminy B i K, chronia
przed rozrostem flory patogennej, dbaja o szczelnos¢
nablonka jelitowego, promuja dojrzewanie i nieustan-
nie reguluja prace ukladu immunologicznego oraz
jelitowego ukladu nerwowego [63, 93]. Ten ostatni ma
niezwykle rozbudowany system nerwéw w obrebie
jelita i moze by¢ hamowany/pobudzany przez neuro-
transmitery wytwarzane przez bakterie. W ten sposob
jelito stale komunikuje si¢ z CUN i vice versa, a w te
komunikacje mocno angazuja si¢ mikroby jelitowe.
Utworzona w ten sposob 0§ mozg-jelita-mikrobiota
decyduje o wielu aspektach pracy nie tylko ukladu tra-
wiennego, ale tez naszej ogolnej fizjologii [80].

Procesy zasiedlania i aktywnosci mikrobioty jelito-
wej na poczatku naszego zycia w duzej mierze reguluja
réznorodne czynniki obecne w mleku matki, ktore jest
bogate zaréwno w zwigzki mikrobiostatyczne i bdj-
cze, jak i prebiotyczne. Jednym z nich jest laktoferyna.
Warto podkresli¢, ze zwykle dzialaja one addytywnie
lub synergistycznie, wzajemnie wzmacniajac swojg
aktywnos¢ [8, 15, 88]. Z tego wiec wzgledu, szczegol-
nie trudny jest dla oseska okres odstawienia od piersi
(odsadzenia u zwierzat), czyli przejscie od mleka matki
do pokarméw stalych (zywienia typowego dla doro-
stych). Wtedy rozwija si¢ tzw. stres odstawieniowy
(weaning stress), kiedy gwaltownie spada w jelicie ilo§¢
czynnikéw regulujacych zaréwno liczebno$¢ pozada-
nych jak i niepozadanych bakterii, aktywno$¢ uktadu
immunologicznego i nerwowego, czy wspomagajacych
wzrost i odnowe tkanki samego jelita. W tym okresie
bakterie patogenne, jak Escherichia coli czy Salmonella
spp.» pozbawione nadzoru, mnozg si¢ nadmiernie, co
niszczy réownowage mikrobioty i prowadzi do rozwoju
groznej dysbiozy. To z kolei moze by¢ przyczyna zaka-
zenia i pojawiania si¢ standw zapalnych.

3. Laktoferyna w przewodzie pokarmowym

Laktoferyna wystepuje naturalnie w przewodzie
pokarmowym ssakow. Ekspresje genu dla LF przez
komorki nablonkowe btony §luzowej potwierdzono, jak
dotad, w dwunastnicy odsadzonych prosiat [90] oraz
dwunastnicy, jelicie czczym, kretym i okreznicy myszy
[50]. Podczas zakazenia/zapalenia jelita wytwarzanie LF
lokalnie znacznie wzrasta, co odzwierciedla zaréwno jej
wieksza synteze przez komorki nablonkowe jelita, jak
i uwalnianie przez naciekajace sluzéwke neutrofile [50].
W dotychczasowych badaniach poziomy LF w kale
dobrze korelowaly nie tylko z nasileniem choroby, ale
tez skutecznoscia leczenia przewleklych nieswoistych
chorob zapalnych jelita (wrzodziejacego zapalenia jelita
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grubego i choroby Crohna), co sugeruje, Ze w przysz-
tosci takie oznaczenia mogg by¢ rutynowo stosowane
w ocenie stanu tych pacjentow [48].

LF w przewodzie pokarmowym dziala na rézne spo-
soby, co jest szczegdlnie istotne w niedojrzalej i bardzo
jeszcze labilnej tkance jelita noworodkéw. To gtéwnie
LF egzogenna, dostarczona z pokarmem matki. Docie-
rajg tu duze ilo$ci zaréwno natywnego, nie strawionego
biatka, jak i pochodnych peptydéw, ktére, po spelnieniu
swoich zadan, sa wydalane z kalem (stezenia fekalnej
LF u donoszonych noworodkéw wahaja sie w przedziale
0,9 do 3,05 mg/ml, wyzsze s u wczesniakow) [58].

W licznych badaniach potwierdzono korzystne
dzialanie LF na nablonek jelitowy. Bialko to stymuluje
wzrost, réznicowanie i aktywno$¢ wydzielnicza ko-
morek nablonkowych, co optymalizuje procesy trawie-
nia i absorpcji skladnikéw odzywczych oraz chroni
przed dzialaniem patogendéw i alergenéw pokarmo-
wych [9, 96]. LF chroni takze nablonek jelitowy przed
toksycznym dzialaniem reaktywnych form tlenu (RFT),
toksyn bakteryjnych oraz ksenobiotykéw takich jak
niesteroidowe leki przeciwzapalne (nonsteroidal anti-
-inflammatory drugs; NSAIDs) [32, 44, 78, 86]. Co
wazne, LF chroni takze przed zakazeniami przewodu
pokarmowego, zaré6wno wirusowymi, jak i bakteryj-
nymi, grzybiczymi czy pierwotniakowymi [3, 34].
W wielu testach wykazano ochronne dzialanie LF
w stanach endotoksemii, bakteriemii, sepsy i martwi-
czego zapalenia jelita u noworodkow [14, 20, 46, 55,
59, 76], nieswoistego zapalenia jelita grubego [1, 49]
oraz po resekcji czgsci jelita [95]. Mechanizm dziatania
LF moze m.in. obejmowa¢é bezposrednie hamowanie
lub zabijanie komdrek drobnoustrojow, aktywacje/
hamowanie uktadu odpornosciowego czy zwiekszanie
szczelnosci nablonka jelitowego poprzez stymulacje
wytwarzania bialek polaczen $cistych [18, 34, 89].

Istotnym aspektem dziatania LF w tym kontekscie
jest aktywnos¢ prebiotyczna, co przyczynia si¢ do przy-
wrécenia réwnowagi mikrobioty jelitowej i chroni
przed namnazaniem patogenéw i rozwojem lokal-
nego i uogolnionego stanu zapalnego. Kompleksowe
dziatanie LF w zwalczaniu zakazenia/zapalenia, obej-
mujace jej wlasciwosci prebiotyczne, podsumowano
na Ryc.1 i 2. Korzystne dzialanie LF na mikrobiote
jelitowa potwierdzono w licznych badaniach in vitro
(w hodowlach komérkowych) oraz in vivo (na zwie-
rzetach i ludziach).

4. Prebiotyczne dzialanie laktoferyny
w przewodzie pokarmowym - testy in vitro

Uzyskane wyniki zalezaly od rodzaju uzytej LF
oraz warunkow hodowli, co wskazuje mozliwy mecha-
nizm dzialania biatka. W czesci badan wykazano bifi-



KORZYSTNE DZIALANIE LAKTOFERYNY NA MIKROBIOTE PRZEWODU POKARMOWEGO

& O Swiatto jelita

nmw =)

warstwa
$luzowa

nabfonek
jelitowy

blaszka
wiasciwa
bfony
Sluzowej

warstwa
migsniowa
bfony Sluzowej

281

H enterocyty @ bakterie symbiotyczne
% LF ‘ bakterie patogenne
LF

O peptydyz 0 limfocyty Bi T
@0 inne aktywne peptydy

* komérka dendrytyczna

7" slgA
neutrofil

VA7 mucyny @

Ryc. 1. Regulacyjne dzialanie laktoferyny w przewodzie pokarmowym

Pokazano schematyczny przekrdj przez blone sluzows jelita. Komorki nabtonka (enterocyty) wytwarzaja laktoferyne, ktéra uwolniona
do $wiatla jelita niszczy drobnoustroje patogenne, stymulujac jednoczesnie wzrost i chroniac bakterie symbiotyczne. W stanie zdrowia
niewielka ilo$¢ LF jest tez uwalniania przez nieliczne neutrofile naciekajace blaszke wlasciwa blony §luzowej. Egzogenna LF (dostarczona
z pokarmem) jest rozkladana do peptydéw przez enzymy trawienne lub pochodzenia bakteryjnego; czeé¢ z peptydow dziata w swietle jelita
na patogeny i symbionty, a cze$¢ przechodzi do blaszki wlasciwej, gdzie moze regulowaé komoérki odpornoéciowe. Inne elementy ochronne
jelita: bariera jelitowa (szczelny nablonek jelitowy), sIgA, mucyny ($luz zlozony z glikoprotein), inne biatka przeciwdrobnoustrojowe (np.
lizozym, defensyny, biatko BPI), substancje bojcze wydzielane przez symbionty (np. KKT, bakteriocyny). Wszystkie te czynniki zapewniaja
eubioze, czyli stan réwnowagi mikrobioty jelitowej, chroniac przed dysbioza, zakazeniem i zapaleniem.

dogenne dziatanie LF wysyconej zelazem (holo-LF), ale
nie postaci pozbawionej jonow zelaza (apo-LF), co suge-
ruje stymulacje wzrostu bifidobakterii na drodze zaopa-
trywania je w niezbedne do proceséw metabolicznych
zelazo. Dodatek ludzkiej LF czgdciowo (w 30%) wysyco-
nej jonami zelaza hamowat w sposéb zalezny od dawki
wzrost Bifidobacterium bifidum var. pennsylvanicus
w hodowli ubogiej w zelazo [7]. W podobnych warun-
kach apo-LF hamowala, a holo-LF stymulowata wzrost
Bifidobacterium breve [60]. Jednocze$nie wykryto zna-
kowane radioaktywnie czgsteczki LF w komorkach
B. breve (zaréwno we frakcji blonowej, jak i cytozolo-
wej), co obrazuje mozliwos¢ nabywania przez te bakterie
zelaza zwigzanego z LF [60]. W innym tescie apo-LF
i holo-LF stymulowaly wzrost 14 szczepéw Bifidobac-
terium infantis, B. breve, Bifidobacterium bifidum, Bifi-
dobacterium longum, ale holo-LF dzialata silniej [72].
Podczas hodowli B. breve z holo-LF w medium hodow-
lanym ubywato czasteczek holo-LF na korzys¢ apo-LE,

co sugeruje wykorzystanie zelaza zwigzanego z LF przez
namnazajgce si¢ komorki bakteryjne [10].

Apo-LF i LF wysycona jonami zelaza w 66% (66%
LF) dodane do medium ubogiego w Zelazo ograniczaty
wzrost B. bifidum, B. infantis i Bifidobacterium acidophi-
lus, ale takiego dzialania nie miata holo-LE. W hodowli
B. infantis z E. coli apo-LF i 66%LF hamowaly natomiast
jedynie wzrost E. coli, nie wplywajac na B. infantis.
Autorzy ttumaczg uzyskane wyniki wigkszym zapotrze-
bowaniem na zelazo szybko mnozacych si¢ patogenow
i stad szybkim zatrzymaniem ich wzrostu [28]. Podob-
nie dzialala LF dodana do ludzkiego mleka: cze$ciowo
wysycona zelazem nie wplywata na wzrost B. breve, ale
hamowatla namnazanie Streptococcus epidermidis (czgs-
tego czynnika etiologicznego sepsy u wczesniakéw)
[94]. Obserwacje te sugeruja, ze LF wolna/cze¢$ciowo
wolna od zelaza skrzetnie wylapuje dostepne w hodowli
niewielkie jego ilosci i w ten sposéb ogranicza namna-
zanie bakterii patogennych.
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Ryc. 2. Mechanizm kompleksowego dzialania laktoferyny w zakazeniu/zapaleniu w przewodzie pokarmowym

Laktoferyna na rézne sposoby niszczy/hamuje wzrost drobnoustrojow patogennych, jednoczesnie promujac drobnoustroje symbiotyczne;

w ten sposéb normalizuje sktad mikrobioty. Podczas wezesnego etapu infekeji LF jednoczeénie mobilizuje uklad immunologiczny do walki

z zakazeniem (czyli czasowo nasila stan zapalny), a nastepnie wycisza jego aktywnos¢ (czyli wygasza stan zapalny). W ten wielokierunkowy

sposOb pomaga przywrdcic¢ stan rownowagi mikrobiologicznej i immunologicznej, jednocze$nie regenerujac uszkodzone tkanki i chronigc
przed nawrotem infekgji; LF - czasteczka laktoferyny, ? — dzialanie mozliwe, ale na razie nie udowodnione.

Wyniki czesci testow nie potwierdzajg jednak is-
totnej roli zelaza dostarczanego przez LF do wzrostu
bakterii kwasu mlekowego i sugerujg inny mecha-
nizm takiej aktywnosci. Fakt ten nie dziwi szczegélnie
w przypadku paleczek Lactobacillus, ktore nie wyma-
gaja bezwzglednie zelaza do zycia, zastepujac je jonami
manganu (ktdry pelni analogiczne funkcje jak zelazo,
czyli jest kofaktorem licznych enzyméw komorkowych)
[91]. Apo-LF stymulowala wzrost dwoch szczepow
Lactobacillus rhamnosus i Lactobacillus acidophilus,
podczas gdy hamowala namnazanie pozostatych bada-
nych szczepdw probiotycznych: Lactobacillus reuteri,
L. rhamnosus, Lactobacillus coryniformis, B. bifidum,

B.longum, B.lactis i B.infantis oraz bakterii pato-
gennych: E. coli, Staphylococcus aureus i Salmonella
enterica. Minimalne stezenia bialka potrzebne do
zahamowania wzrostu (minimal inhibitory concen-
tration; MIC) znacznie si¢ jednak réznily: dla bakterii
probiotycznych wynosily >128 mg/ml, a dla patoge-
noéw 4-32 mg/ml [13]. Podobne obserwacje pochodza
z testow z uzyciem LF wysyconej zelazem w 10-20%.
Biatko dodane do hodowli w stezeniach 0,6-40 mg/ml
znacznie hamowalo wzrost patogenéw jelitowych:
Listeria monocytogenes, S. aureus, Salmonella enterica
ser. Typhimurium i E. coli, nie zmieniajac namnazania
bakterii probiotycznych: L. acidophilus, L. plantarum,
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L. reuteri, L. rhamnosus, B. lactis i Pediococcus acidilac-
tici. Zauwazono takze synergistyczne hamujace dzia-
tanie LF i nadsaczu znad hodowli L. reuteri [83]. Apo-
i holo-LF w jednakowym stopniu stymulowaty wzrost
kilku szczepdw probiotycznych B. bifidum, B. breve,
Bifidobacterium thermophilum i Bifidobacterium ado-
lescentis [74]. W innym tescie, LF wysycona Zelazem
w réznym stopniu (< 10%, 30% i 100%), tak samo sty-
mulowata wzrost badanych szczepéw bifidobakterii.
Dostrzezono natomiast preferencyjne dziatanie ludz-
kiej LF wobec B. bifidum i bydlecej LF wobec B. infantis
i B. breve. Pod mikroskopem zaobserwowano wigzanie
znakowanych biotyng czasteczek LF do powierzchni
komorek bifidobakterii. Wigzanie to byto 40 razy sil-
niejsze niz do komorek E. coli i hamowane przez biatka
kationowe [67].

W dalszych badaniach na powierzchni i w cyto-
zolu komorek B. bifidum wykazano bialka receptorowe
(o m. czast. 20-69 kDa) wiazace LE, ktére moga odpo-
wiadac za jej aktywno$¢. Wigzanie LF bylo swoiste (nie
wykryto wigzania transferyny) [42]. Bialka o masie
67-69kDa wigzace LF wykryto takze na blonach
komoérkowych B. breve, B. infantis i B. bifidum [41] oraz
o masie 67 kDa na powierzchni i w cytozolu komérek
kilku szczepow B. longum [70, 71]. Wyniki pdzniejszych
badan zasugerowaly, ze biatkiem receptorowym wigza-
cym LF moze by¢ dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglice-
rynowego (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase;
GAPDH) - bialko o aktywnosci enzymatycznej [77].

Z wynikow kilku kolejnych testow mozemy wnios-
kowag, ze nie tylko natywna LEF, ale tez peptydy powsta-
jace podczas jej enzymatycznej hydrolizy, wigza si¢
z komorkami bifidobakterii. Miejsce wigzania z recep-
torem komodrkowym lezy prawdopodobnie w obrebie
platu N czasteczki LF [69]. Mozna przypuszczaé, ze LF
lub jej fragmenty po wniknigciu do komorki bakterii
probiotycznej moga regulowac szlaki sygnatowe, m.in.
poprzez wigzanie si¢ z DNA i wplyw na transkrypcje
genow [30]. Zwigzanie z komorka docelowq nie jest jed-
nak niezbedne, gdyz stwierdzono bifidogenne dziaa-
nie takze izolowanego platu C czasteczki LF, ktory nie
wigze sie z komorka bakteryjna [40, 69].

Z pepsynowych hydrolizatéow ludzkiego mleka wy-
izolowano 3 peptydy o aktywnosci bifidogennej, w tym
2 z czasteczki LE. Oba pochodzg z N-koncowych frag-
mentéw platéw N i C, a pierwszy jest niemal identyczny
z laktoferycyna. Peptydy te silnie stymuluja wzrost
B. longum, B. bifidum i B. breve i nie traca tej aktyw-
nosci po inkubacji z enzymami trawiennymi [51]. Pep-
tydy z LF zwykle dzialajg silniej niz wyjsciowe, natywne
biatko. Na przyktad natywna bydleca LF stymulowata
wzrost B. breve w stezeniu 300 pg/ml, a jej pepsynowy
hydrolizat juz w stezeniu 10 pg/ml. Najsilniej bifido-
gennie dziatal niewielki peptyd z konca N czasteczki
ztozony z dwdch fragmentéw 16- i 6-aminokwasowego
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polaczonych mostkiem disiarczkowym i nazwany przez
autorow bifidogennym peptydem laktoferynowym
(bifidogenic lactoferrin peptide; BLP). Jak sugeruja
badacze, aktywno$¢ bifidogenna peptydow zalezy wtas-
nie od obecnosci wigzan -S-S- [62]. Redukcja mostkow
disiarczkowych w peptydach LF prowadzita do utraty
jej aktywnosci bifidogennej [61].

Apo-LF i jej hydrolizaty pepsynowe hamowaly
wzrost bakterii patogennych (E. coli, S.enterica ser.
Typhimurium, Enterococcus faecalis, S. aureus), ale nie
szczepow probiotycznych (L. rhamnosus, L. reuteri,
L. fermentum, L. coryniformis, L. acidophilus, B. infantis,
B. bifidum i Pediococcus acidilactici) [12]. Co istotne,
apo-LF/hydrolizaty i nadsacza znad hodowli probio-
tykow dziataty synergistycznie. By¢ moze hydrolizaty
LF nasilaly dziatanie zwigzkow przeciwbakteryjnych
wydzielanych przez szczepy probiotyczne. Hydrolizaty
LF moga powstawa¢ wskutek dzialania endogennych
enzymow trawiennych w zofadku i jelicie, ale takze
pod wptywem proteolitycznej aktywnosci bytujacych
tu bakterii symbiotycznych/probiotycznych. Zatem
probiotyki i LF wzajemnie nasilajg swoje dzialanie. Cza-
steczki LF byly hydrolizowane przez peptydazy m.in.
szczepow Streptococcus thermophilus 1 Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus standardowo uzywanych
do fermentacji mleka w przemysle mleczarskim [64].

Pewne znaczenie w aktywnosci bifidogennej LF przy-
pisa¢ mozna czesci cukrowej jej czasteczki. Cukry (m.in.
N-acetyloglukozamina, mannoza, galaktoza, kwas sja-
lowy) stanowig okoto 6% calkowitej masy czast. ludzkiej
LF i 11% bydlecej LE. Moga by¢ potencjalnym zrodlem
energii dla bakterii probiotycznych, jak sugerujg wyniki
kilku testow. LF i jej hydrolizaty pronazowe (frakcja
glikopeptydéw zawierajaca 85% cukréow) stymulowaty
wzrost niektorych szczepdw Bifidobacterium izolowa-
nych ze stolca noworodkéw ludzkich [43]. W innym
tescie LF dodana do hodowli pozbawionej cukréw indu-
kowala ekspresje genéw metabolizmu cukréw w komar-
kach B. infantis, a wraz z pojawieniem sie¢ bakteryjnych
enzymow — endo-(-N-acetyloglukozaminidaz, po pew-
nym czasie w hodowli wykryto deglikozylowang LF
[26]. Pateczki Lactobacillus preferuja monosacharydy
w procesach fermentacyjnych, podczas gdy Bifidobac-
terium zuzywajg zarowno cukry proste, jak i bardziej
ztozone oligosacharydy, przeksztalcajac je do kwa-
s6w organicznych (octowego, propionowego i masto-
wego), niezbednych do prawidtowego funkcjonowania
nablonka i ukladu odpornosciowego jelita [38].

LF ilaktoperoksydaza stymulowaly wzrost B. infantis
w hodowli, ale jeszcze lepiej bifidogennie dzialata mie-
szanka kilku biatek z mleka: LE laktoperoksydazy i lizo-
zymu w proporcjach stwierdzanych w mleku ludzkim
[54]. Wyizolowane z mleka krowiego a-laktoalbumina
i LF silnie promowaty wzrost B. infantis i B. breve, pod-
czas gdy N-acetyloglukozamina i mucyny (glikobiatka
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otaczajace kuleczki thuszczu w mleku) - gtéwnie B. bifi-
dum var. pennsylvanicus [68]. Warto przypomnie¢, ze
wszystkie te biatka silnie hamuja wzrost réznych pato-
gendw [2], co w polaczeniu z aktywnoscig bifidogenng
moze skutecznie utrzymywac eubioze w jelicie i innych
$luzéwkach organizmu.

5. Prebiotyczne dzialanie laktoferyny
w przewodzie pokarmowym - testy in vivo

Dzialanie bifidogenne bydlecej LF wykazano na
modelu myszy od urodzenia pozbawionych natural-
nej mikrobioty (germ-free), ktéorym podano bakterie
symbiotyczne izolowane z katu niemowlat. Karmienie
zwierzat mieszanka mlekozastepcza z dodatkiem LF
(2 mg/ml) znacznie przyspieszylo ustalenie mikrobioty
jelitowej z dominacja bifidobakterii w poréwnaniu
z kontrolng mieszankg standardowsg [31].

U szczurdéw z indukowanym chemicznie owrzodze-
niem zoladka badano aktywnos¢ wyizolowanej z mleka
LF i jej pepsynowych hydrolizatéw [84]. Podane zwie-
rzetom 30 minut przed indukcjg uszkodzen wyraznie
chronity sluzéwke. Najskuteczniejszy byl hydrolizat
24-godzinny, stabiej dziatala natywna LE. W dodat-
kowych testach in vitro LF i hydrolizaty stymulowaly
wzrost komercyjnie dostepnego szczepu B. adolescentis,
jak réwniez namnazanie ludzkich fibroblastéw, czym
mozna tlumaczy¢ obserwowana ochrone.

Podobny model zastosowano do oceny skutecz-
nosci LF i B. longum w tagodzeniu uszkodzen jelita po
dlugotrwalym doustnym zastosowaniu NSAID [24].
Szczurom podawano LF (100 mg/kg m.c.), probiotyk
lub acznie LF/probiotyk doustnie 1 godz. przed kaz-
dorazowym podaniem diklofenaku. Wszystkie pre-
paraty chronily jelito przed uszkodzeniami i stanem
zapalnym (mierzonym poziomem mieloperoksydazy,
melanodialdehydu i kalprotektyny). Badania moleku-
larne nabltonka jelitowego ujawnily nizsza ekspresje
receptoréw Toll-podobnych 4 (Toll-like receptor 4;
TLR-4), wzrost ekspresji receptoréw TLR-2 oraz spa-
dek ekspresji podjednostki p65 jadrowego czynnika
transkrypcyjnego NF-kB. Receptor TLR-4 stuzy komor-
kom do rozpoznawania czgsteczek lipopolisacharydu
(LPS) ze $ciany komodrkowej bakterii Gram-ujemnych,
uczestniczacych w patogenezie zapalenia i uszkodzen
$luzdwki jelita cienkiego po NSAID. Aktywacja szlaku
sygnalowego inicjowanego przez receptor TLR-2 (roz-
poznajacego m.in. kwas lipotejchojowy bakterii Gram-
-dodatnich) stanowi przeciwwage dla prozapalnego
szlaku TLR-4. Co istotne, zaréwno LE jak i probiotyk
uzyte w monoterapii chronily jelito przed zapaleniem,
ale dzialaly jeszcze skuteczniej, gdy podano je tacznie.

W testach na noworodkach szczurzych wykazano
skuteczno$¢ LF i L. casei var. rhamnosus szczep GG

JOLANTA ARTYM, MICHAL ZIMECKI

(LGG) w profilaktyce zakazenia E.coli [75]. Zwie-
rzetom doustnie podano rekombinowang ludzkg LF
(500 mg/kg m.c.), LGG lub LF/LGG, po czym nowo-
rodki zakazono doustnie E. coli. W tkance i poptuczy-
nach z jelita cienkiego stwierdzono wiecej pateczek Lac-
tobacillus oraz znacznie mniej patogennych E. coli, a LF
i LGG dzialaly synergistycznie. Co wazne, tylko w jeli-
cie zwierzat z grupy LF/LGG zauwazono dojrzewajace
kepki Peyera (skupiska tkanki chlonnej w $cianie jelita).
Podany preparat dzialal zatem nie tylko antybakteryjne,
ale tez stymulowal rozwdj uktadu immunologicznego
niedojrzatego jelita oseska, co sugeruje jego zastoso-
wanie w profilaktyce nekrotycznego zapalenia jelita
(necrotizing enterocolitis; NEC) u noworodkow.

Ciekawych danych dostarczylo podobne bada-
nie, lecz z uzyciem zmodyfikowanego genetycznie
szczepu L. casei z wprowadzonym genem ludzkiej LF
(LF/L. casei) [11]. Tak zmienione paleczki stabilnie
wytwarzaly LF w hodowli i jelicie myszy po podaniu
doustnym i chronily przed subletalng dawka E. coli.
Wewnatrz i pomiedzy enterocytami osiedlily si¢ liczne
pateczki L. casei wydzielajace LF, a w popluczynach
jelita zakazonych zwierzat stwierdzono istotnie mniej
E.coli. Mniej patogenéw bylo takze u zwierzat,
ktérym podano dziki szczep L. casei, jednak skutecz-
no$¢ szczepu rekombinowanego byla 10-krotnie wiek-
sza. Zwierzeta z grupy LF/L. casei nie mialy oznak zaka-
zenia ani zmian histopatologicznych w obrebie jelita. Jak
wnioskujg autorzy, takie lub podobne transformowane
szczepy L. casei wytwarzajace LF w przyszlosci moga
by¢ doskonalym naturalnym sposobem na selektywna
dekontaminacj¢ przewodu pokarmowego, utrzyma-
nie eubiozy i ochrone przed zakazeniami, szczegélnie
u 0s6b obcigzonych innymi schorzeniami, w cigzkim
stanie (np. z bakteriemia, sepsa), po przeszczepach
szpiku itp. Jest to sposob na uniknigcie stosowania
obcigzajacej i nie zawsze skutecznej antybiotykoterapii.

Kilka kolejnych testow wykonano w modelu odsa-
dzonych prosiat, ze wzgledu na podobienstwa fizjolo-
giczne, uznawanym za najlepszy model doswiadczalny
zapalnych chordb jelita u noworodkéw ludzkich.
7-dniowym prosietom podawano preparat z dodatkiem
LF rekombinowanej i natywnej izolowanych z mleka
krowiego (uzyskanego od kréow transgenicznych) [33].
Po 30 dniach zaobserwowano znacznie lepsza koloniza-
cje jelita przez Bifidobacterium niz w grupie karmionej
mieszankg kontrolng.

Na podobnym modelu wykazano aktywnos¢ bifi-
dogenng fuzyjnego rekombinowanego peptydu LFA-
-LFC zlozonego z laktoferampiny (LFA) i laktofery-
cyny (LFC) - peptydéw pochodzacych z kationowego
regionu platu N czasteczki LF [81]. Peptyd LFA-LFC
(wytwarzany w komorkach drozdzy Pichia pastoris)
dodawano do paszy prosiat $wiezo odsadzonych i zaka-
zonych doustnie enterotoksycznym szczepem E. coli. Po
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3 tygodniach zoladek, jelito cienkie i okreznice zasie-
dlalo znacznie wiecej probiotycznych Lactobacillus
i Bifidobacterium niz u zwierzat na diecie standardowej.
Jednocze$nie spadta liczba patogennych E. coli. Peptyd
byt tak skuteczny jak chlortetracyklina, antybiotyk stan-
dardowo stosowany u odsadzonych prosiat jako czyn-
nik ochronny i stymulator wzrostu.

W podobnym tescie odsadzonym prosi¢tom poda-
wano rekombinowany peptyd LFA-LFC wytwarzany
przez komorki bakterii Photorhabdus luminescens
[82]. Obserwowano stymulacje namnazania Lactoba-
cillus i Bifidobacterium w jelicie oraz poprawe wskaz-
nikéw wzrostu zwierzat. Poprawita sie takze struktura
jelita, z wydtuzeniem kosmkow i poglebieniem krypt
jelitowych. Peptyd chronil tez przed enterotoksycznym
szczepem E. coli. We krwi obwodowej zwierzat karmio-
nych peptydem wzrosto stezenie ochronnych enzymoéw
antyoksydacyjnych i przeciwcial r6znych klas (IgA, IgG,
IgM), co $wiadczy o aktywacji zaréwno wrodzonej, jak
i nabytej odpornosci.

Ciekawe wyniki pochodza takze z najnowszego
badania na modelu nowo narodzonych prosiat [29].
Tygodniowa suplementacja standardowej diety mleko-
zastepczej probiotykami lub probiotykami/LF (100 mg/
dzien) zwigkszata réznorodnos¢ mikrobioty w jelicie
cienkim i grubym, z widocznym spadkiem udzialu
potencjalnie patogennych bakterii z rodziny Enterobac-
teriaceae, a wzrostem m.in. gatunku Faecalibacterium
prausnitzii, ktory wytwarza duze ilosci KKT (glownie
kwasu mastowego), o dzialaniu przeciwzapalnym. Pro-
biotyki ponadto zmienialy system poboru jonéw zelaza
(Fe** i Fe**) endogennej mikrobioty, a apo-LF to dzia-
tanie odwracala, co moze wynika¢ ze zdolno$ci wigza-
nia jondéw Fe**. Zmiany w ksztaltujacej si¢ mikrobiocie
mozna zatem wigza¢ ze zmieniong dostepnoscia zelaza
podczas zastosowanej suplementacji.

W kolejnym badaniu prosietom podawano mie-
szanke wzbogacong w polidekstroze, galaktooligosa-
charydy (GOS), MFEGM (milk fat globule membrane)
oraz LF [6]. Zanotowano lepsze wskazniki wzrostu,
wydluzenie kosmkow jelitowych oraz wieksza aktyw-
nos¢ enzymow jelitowych i neuroprzekaznikéw: wazo-
aktywnego peptydu jelitowego (vasoactive intestinal
peptide; VIP) i hydroksylazy tyrozynowej (tyrosine
hydroxylase; TH). W jelicie grubym mniej byto poten-
cjalnie patogennych bakterii z rodzajow: Mogibacte-
rium, Collinsella, Klebsiella, Escherichia/Shigella, Eubac-
terium i Roseburia, a wigcej korzystnych Parabactero-
ides, Clostridium typu IV, Lutispora i Sutterella. Szcze-
golnie cenng jest obserwacja wpltywu suplementacji na
dzialanie jelitowego ukladu nerwowego, ktérego czescia
s3 wspomniane neuroprzekazniki. Jak juz wspomniano,
ten niezwykle rozbudowany lokalny uklad nerwowy
reguluje nie tylko prace ukladu pokarmowego, ale tez,
poprzez sie¢ neuronéw i neuroprzekaznikéw, $cisle
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stale komunikuje si¢ z CUN, a istotna rol¢ w tej komu-
nikacji odgrywa mikrobiota jelitowa.

Dzialanie bifidogenne LF badano takze w kilku pro-
bach klinicznych. W pierwszej nie stwierdzono jednak
istotnego wplywu bydlecej LF podawanej (2,8 mg/ml)
ze standardowym mlekiem zastepczym zdrowym nie-
mowletom (n=58) do 14. dnia zycia [5, 92]. Sklad
mikrobioty w kale dzieci karmionych mieszanka kon-
trolng i z dodatkiem LF byt podobny i odmienny niz
u dzieci zywionych naturalnie. Przypominal mikrobiote
jelitowg 0s6b dorostych, z dominacja bakterii z rodza-
jow Enterococcus, Bacteroides i Clostridium, podczas
gdy u dzieci karmionych piersig przewazaly bakterie
z rodzajow Bifidobacterium i Lactobacillus. Cz¢s¢ poda-
wanej LF byta wydalana w niestrawionej postaci. Jak
sugeruja autorzy badania, matg skuteczno$¢ mieszanki
wzbogaconej w LF mozna ttumaczy¢ krotkim czasem
stosowania, jak réwniez brakiem innych skladnikow
obecnych w mleku ludzkim, jak sIgA, lizozym, cytry-
nian czy dwuweglany, ktére dzialajg synergistycznie
z LF w promowaniu wzrostu bakterii symbiotycznych.

Korzystne dziatanie LF w badaniu klinicznym za-
obserwowal natomiast zesp6! japonski [39]. Niemow-
leta (n=9) urodzone miedzy 29-36. tygodniem cigzy
byty karmione przez 14 dni standardowym mlekiem
zastepczym z dodatkiem bydlecej LF (1 mg/ml).
W probkach stolca wigcej bylo bifidobakterii, a mniej
bakterii z rodziny Enterobacteriaceae i z rodzaju Clo-
stridium, ponadto spadlo pH stolca, wzrosta aktywnos¢
lizozymu, stezenie fekalnych IgA oraz poziom KKT.
W stolcu wszystkich dzieci wykryto natywna bydleca
LF ($rednio 8-9 mg/g stolca).

Roéwniez w kolejnym badaniu klinicznym bydleca
LF dodana (1 mg/ml) do standardowej mieszanki mle-
kozastepczej korzystnie regulowata sklad mikrobioty
zdrowych niemowlat (n=>55) [73]. Analiza stolca wyko-
nana po 30. i 90. dniach wykazata ustalenie mikrobioty
jelitowej typu ,,bifidus” odpowiednio u 14 i 57% dzieci
(wobec 8 i 14% w grupie kontrolnej).

W nowszym, kontrolowanym badaniu podawano
niemowletom (n=480) od 14. do 365. dnia zycia
standardowa mieszanke mlekozastepcza wzbogacona
w bydleca LF (0,6 lub 1 mg/ml) oraz prebiotyki: poli-
dekstroze i GOS [35]. Takie zywienie nie wplywalo na
wspolczynniki przyrostu wagi, wskazniki antropome-
tryczne ani ilos¢ i tolerancje przyjmowanego pokarmu.
Poprawilo jednak konsystencje stolca, ktory byt luz-
niejszy i podobny do stolca dzieci karmionych piersia.
W tym badaniu nie analizowano mikrobioty jelitowej,
jednak autorzy uzyskane wyniki dyskutuja w kontekscie
korzystnego wptywu LF i innych prebiotykéw na usta-
lenie prawidtowej mikrobioty jelitowej u karmionych
sztucznie dzieci.

Pionierskie kontrolowane badanie kliniczne wptywu
probiotykéow i LF na zdrowie wcze$niakéw wykonat
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zespot lekarzy wloskich pod kierunkiem prof. Paolo
Manzoniego [55]. Badaniem objeto tacznie 472 nowo-
rodki z bardzo niskg masa urodzeniows (very-low birth
weight; VLBW), ktérym podawano doustnie bydleca
LF (100 mg/dzien), LF/LGG lub placebo. W ciagu
30-45 dni obserwacji w obu grupach suplementowa-
nych istotnie rzadziej wystepowala pdzna sepsa i $mier¢
z tego powodu, zakazenia bakteriami Gram-dodatnimi
i Gram-ujemnymi, inwazyjne zakazenia grzybicze, NEC
i retinopatia wczesniacza. Oba sposoby suplementacji
byly skuteczne, cho¢ nieco lepsze efekty obserwowano
po facznym podaniu LF i probiotykéw.

W kolejnej randomizowanej probie klinicznej oce-
niano skuteczno$¢ rekombinowanej ludzkiej LF w pro-
tilaktyce zakazen szpitalnych u noworodkéw VLBW
(n=120) w Stanach Zjednoczonych [76]. LF podawano
doustnie co 12 h w dawce 150 mg/kg m.c. od narodzin
przez 28 dni. Czesto$¢ zakazen szpitalnych (w tym
zakazen uogdlnionych, zakazen dostepéw centralnych,
uktadu moczowego i pluc) spadia o potowe wzgledem
grupy placebo. Analiza mikrobioty jelitowej wykazata
Proteobacteria i Firmicutes jako dominujace grupy bak-
terii u wszystkich dzieci, ale po LF spadl udzial pato-
gennych bakterii z rodzajow Enterobacter i Klebsiella,
a wzrdst bakterii Citrobacter, ktére nie wywotywaty
zadnych infekcji. Co wazne, zanotowano mniej gron-
kowcéw S. aureus i S. epidermidis oraz wywolywanych
przez nie groznych zakazen krwi i wej$¢ centralnych.

W kolejnym badaniu klinicznym (retrospektyw-
nym kohortowym) oceniono skutecznos¢ profilaktyki
NEC i p6znej sepsy u noworodkéw VLBW za pomoca
podawanych doustnie LF (100 mg/dzien) i LGG [59].
Analizie poddano historyczng grupe dzieci urodzo-
nych w latach 2004-2008 (nie suplementowanych)
oraz w latach 2011-2015 suplementowanych LE/LGG.
Zanotowano znacznie rzadsze wystepowanie NEC (1%
vs. 3% w grupie historycznej) oraz retinopatii wczes-
niaczej, ale nie pdznej sepsy. Nie stwierdzono zadnych
dziatan niepozadanych LF ale po podaniu LGG u jed-
nego dziecka rozwinela sie sepsa.

Najwigksza dotad, wieloosrodkowa kontrolowana
préba kliniczna (o akronimie Enteral Lactoferrin in
Neonates; ELFIN) przeprowadzona przez zespdt bada-
czy z Wielkiej Brytanii nie potwierdzila ochronnego
dziatania LF w pdznej sepsie, NEC i innych powikia-
niach u weze$niakéw (n=2203) [22]. Dodatkowo zasto-
sowano probiotyki, tacznie u 1/3 uczestnikéw badania,
wybranych zaréwno sposrod dzieci otrzymujacych LE
jak i z grupy placebo. W zadnej z podgrup nie wyka-
zano ochronnego dzialania LE Obecnie trwa analiza
statystyczna probek katu i moczu podgrupy ponad
480 noworodkéw (badanie o akronimie MAGPIE) pod
katem ewentualnych zmian mikrobioty i metabolomu.

Ciekawej obserwacji klinicznej dokonat zespot wlo-
ski mierzac zawarto$¢ endogennej LF w mleku matek
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oraz stolcu ich noworodkéw (48 par matka-dziecko)
bezposrednio po porodzie i 30 dni pdzniej [58]. Zawar-
to$¢ LF byla najwyzsza w siarze (7 mg/ml), spadajac
stopniowo do 2,3 mg/ml w mleku dojrzatym. Zaréwno
u dzieci urodzonych w terminie, jak i wezesniakow, ste-
zenie fekalnej LF bylo wysokie (znacznie wyzsze niz
u dzieci starszych i os6b dorostych) i rosto z czasem:
z 0,9 do 3,05 mg/ml u dzieci donoszonych oraz z 1,63
do 7,63 mg/ml u wczesniakdw. W tej ostatniej grupie
zawarto$¢ Lactobacillus i Bifidobacterium w stolcu kore-
lowata dodatnio ze stezeniem fekalnej LF; zaleznosci
takiej nie stwierdzono u dzieci urodzonych o czasie.
Uzyskane wyniki potwierdzaja zatem szczegélne zna-
czenie matczynej LF w rozwoju niedojrzalego ukladu
pokarmowego i odpornosciowego wczesniaka.

Korzystny wptyw bydlecej LF i Lactobacillus brevis
subsp. coagulans wykazano w kontrolowanym bada-
niu klinicznym u dorostych kobiet (n=32) z tendencja
do zapar¢ [79]. LF (100 mg/dzien) lub LF/probiotyk
podawano doustnie w tabletkach zabezpieczonych
przed dzialaniem kwasu solnego obecnego w zotadku
(enteric—coated tablets) przez 2 tygodnie. Stwierdzono
normalizacje czestosci wyprdznien oraz poprawe kon-
systencji i barwy stolca. W prébkach stolca wykryto
wiecej bifidobakterii i $cistych beztlenowcow.

W kolejnym kontrolowanym tescie klinicznym grupa
badaczy australijskich poréwnala efekty doustnego
podawania bydlecej LF w postaci naturalnej i mikrokap-
sutkowanej (chronionej przed dzialaniem kwasu solnego
i enzymow trawiennych w zoladku) [17]. Zdrowi wolon-
tariusze (n=12) zazywali codziennie po 200 lub 600 mg
obu preparatéw przez 4 tygodnie. Oznaczano stopien
trawienia LE, wplyw na aktywacje limfocytéw T CD4+
(komorki T pomocnicze) i T CD8+ (komorki T cyto-
toksyczne) obecnych we krwi oraz mikrobiote jelitowa.
Stwierdzono mniej aktywowanych limfocytéow T CD4+
w badanej puli komdrek, co sugeruje dzialanie przeciw-
zapalne (podobne dla obu postaci LF). U 0s6b przyjmu-
jacych wieksza dawke mikrokapsutkowanej LF stwier-
dzono jej obecnos¢ w stolcu. Innowacyjna LF bardziej
tez zmieniala sklad mikrobioty jelitowej (mniej bakterii
z grup Euryarchaeota, Acidobacteria, Chloroflexi, NC10
i Nitrospirae, a wiecej Firmicutes i Bacteroidetes).

6. Laktoferyna w diecie i suplementach diety

Nasz organizm wytwarza laktoferyne, ktora ,,dba”
o prawidlowa mikrobiote wszystkich blon $luzowych,
takze przewodu pokarmowego. Zrédtem egzogennej
LF moga by¢ produkty nabialowe, w ktorych znaj-
dziemy pewne ilosci tego biatka lub pochodnych pep-
tydéw. W najbardziej popularnych w Polsce mleku
krowim i kozim ilo$ci LF nie sg duze i nie przekraczaja
0,1-0,3 mg/ml (co daje w szklance mleka 25-75 mg).
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Juz w takich nieduzych dawkach bialko jest jednak
aktywne, wplywa m.in. regulacyjnie na uktad odpor-
nosciowy [98]. Osobnag kwestig jest jakos¢ dostepnego
nabialu, oceniana jako zawarto$¢ bioaktywnych sktad-
nikéw, w tym LE Wiekszo$¢ z nich to biatka, zwigzki
wrazliwe na denaturacje, czyli uszkodzenie struktury
przestrzennej podczas ogrzewania w wysokiej tempe-
raturze. Mleko poddawane standardowej pasteryzacji
(w temperaturze 72-80°C przez 15 sekund) zachowuje
wiekszos¢ (80-90%) aktywnej LE. W ogoéle nie znaj-
dziemy jednak LF (i innych aktywnych biatek) w mleku
czy jego przetworach sterylizowanych w ultra wysokiej
temperaturze, czyli podczas obrobki UHT (135°C przez
klika sekund w podwyzszonym ci$nieniu) oraz mleku
suszonym rozpytowo (mleko w proszku) (2, 19, 89].

LF w duzej czesci pozostaje nie strawiona w prze-
wodzie pokarmowym noworodka i niemowlecia, jej
losy w uklfadzie trawiennym oséb dorostych do dzi$
nie s3 do konica jasne. Wyniki z czesci badan sugeruja,
ze jest ona bardziej oporna na trawienie niz inne biatka
i w pewnej ilosci (kilka procent dawki przyjetej doust-
nie) moze osiagac jelito. Docierajg tu tez powstajace
w wyniku proteolizy aktywne fragmenty peptydowe
z czasteczki LE. W jelicie LF/pochodne peptydy dzialaja
lokalnie, na btone §luzowa, mikrobiote oraz rezydujace
tu komorki odpornosciowe, w tym grudki chionne (tzw.
kepki Peyera) tworzace tkanke limfatyczng zwigzang
z jelitem (gut-associated lymphoid tissue; GALT). Na
GALT oddzialuje réwniez mikrobiota jelitowa oraz
przyjete doustnie probiotyki [47, 63]. Aktywowane
limfocyty przemieszczajg si¢ do blon §luzowych innych
narzagdow (ukladu oddechowego i moczowo-plcio-
wego) zwigkszajac ich odpornos¢ (tzw. zintegrowana
odpornos¢ sluzéwkowa). LF/pochodne peptydy oraz
mikrobiota jelitowa mogg takze pobudza¢ réznorodne
komorki tkanki jelita do wydzielania wielu czynni-
kéw immunologicznych (np. cytokin, chemokin) oraz
neurotransmiteréw, a te rozprzestrzeniajac si¢ po orga-
nizmie warunkujg ogdlnoustrojowe efekty podanej
doustnie LF [4, 16, 85, 89].

W najnowszym badaniu udowodniono, ze LF zasto-
sowana doustnie wywiera dziatanie na caly organizm
[45]. Po doustnym podaniu tego bialka szczurom po
3-24 godz. stwierdzono zmiany w ekspresji licznych
genow leukocytéw krwi obwodowej, a efekty byly
poréwnywalne z dzialaniem LF podanej droga dozylna.
Uzyskane wyniki rozwiewaja dotychczasowe watpli-
wosci co do ogdlnoustrojowej aktywnosci LF apliko-
wanej doustnie.

W Zzadnym z licznych, dotychczasowych badan (in
vitro, in vivo, w tym klinicznych) nie wykazano tok-
syczno$ci LE bialko i pochodne peptydy podawane
do organizmu réznymi drogami (enteralnie i paren-
teralnie, m.in. dozylnie, donosowo, dootrzewnowo,
$rédskornie) nie wywolywaly dzialan niepozadanych.
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Bydleca LF zostata zakwalifikowana przez amerykan-
skg Agencje ds. Zywnosci i Lekéw (Food and Drug
Administration) jako $rodek powszechnie uznawany
za bezpieczny (generally recognized as safe; GRAS).
Takze europejski odpowiednik FDA, czyli Europejski
Urzad ds. Bezpieczenistwa Zywnosci (European Food
Safiety Authority; EFSA) uznal w 2012 roku bydleca
LF za produkt bezpieczny [21]. Na tej podstawie moze
by¢ i jest stosowana jako suplement diety oraz skfadnik
zywnosci funkcjonalnej.

7. Podsumowanie

Laktoferyna, zaréwno pochodzenia ludzkiego, jak
i bydleca oraz pochodne peptydy dziataja prebiotycznie
na wiele szczepdw bakterii symbiotycznych w mikrobio-
cie przewodu pokarmowego oraz bakterii uznanych za
probiotyki. Takie dzialanie biatka potwierdzono w licz-
nych badaniach laboratoryjnych (w hodowlach komor-
kowych i na zwierzetach) oraz w badaniach na ludziach.
Wyniki badan in vitro wskazujg na mozliwy mechanizm
ochronnego dzialania bialka. W czgsci testow LF nie
wplywala lub hamowala szczepy symbiotyczne/pro-
biotyczne, ale w stezeniach znacznie wigkszych niz te
wymagane do zahamowania wzrostu bakterii patogen-
nych. W warunkach in vivo moze to tlumaczy¢ regula-
cje mikrobioty jelitowej poprzez hamowanie wzrostu/
zabijanie komorek patogenow, z jednoczesnym oszcze-
dzeniem lub promowaniem wzrostu bakterii pozy-
tecznych. Wykazano ponadto prebiotyczne dzialanie
peptydéw powstajacych podczas rozktadu enzymatycz-
nego LF. Mozliwy mechanizm dzialania prebiotycznego
LF/peptydéw moze obejmowac: zaopatrzenie w niezbe-
dne zelazo lub cukry oraz aktywacje/ochrone komorek
bakterii symbiotycznych/probiotycznych poprzez ich
interakcje z natywna LF lub pochodnymi fragmentami
jej czasteczki. Udowodniono, ze LF wydzielana i obecna
na btonach sluzowych w drogach rodnych sprzyja zasie-
dlaniu i tworzeniu biofilmu przez bakterie symbiotyczne
kolonizujace ten nablonek [87]. Wigkszo§¢ drobno-
ustrojow w jelicie zasiedla jednak sluz wypelniajacy
przestrzen miedzy nablonkiem jelitowym a $wiattem
jelita [63], takie dziatanie LF moze wigc mie¢ tu mniej-
sze znaczenie. Co istotne, inne przeciwdrobnoustrojowe
biatka mleka dzialaja synergistycznie z LF stymulujac
wzrost korzystnych bakterii.

W badaniach na zwierzetach i ludziach LF norma-
lizowala sklad mikrobioty jelitowej, chronigc przed
zakazeniami i zapaleniem. Najmlodsze dzieci wspomaga
laktoferyna przyjmowana z mlekiem matki. W pdz-
niejszym wieku mozemy liczy¢ na wlasne, endogenne
biatko wydzielane przez blony §luzowe i neutrofile albo
mozemy je przyjac¢ z nabialem (niepoddanym agresyw-
nej obrébce termicznej) lub suplementami diety. Na
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rynku dostepne sg zaréwno produkty z samg laktoferyng
bydleca (izolowang z mleka), LF i klasycznym prebio-
tykiem (np. inuling czy GOS), a takze z probiotykami
(jako synbiotyki). Preparaty laktoferynowe sg skuteczne
po podaniu doustnym, co potwierdzono w licznych
badaniach, takze klinicznych. Biatko jest wzglednie
oporne na trawienie, moze dociera¢ do jelita (gltow-
nie w postaci fragmentéw peptydowych), gdzie dziata
lokalnie na mikrobiote i uklad odpornosciowy zwigzany
z tutejsza blona $§luzows, a ta droga moze wzmacniaé
odpornos¢ wszystkich §luzéwek w organizmie.

Zastosowanie LF jest polecane szczegdlnie osobom
z dysbioza jelitowa spowodowana przyjmowaniem
antybiotykow i innych lekéw (inhibitoréw pompy pro-
tonowej, NSAID, metforminy, doustnych preparatow
zelaza) oraz paleniem tytoniu, osobom stosujacym
diete wysoko przetworzong, z duzg iloscig konserwan-
tow, cukrow prostych, migsa i tluszczow nasyconych,
auboga w warzywa i owoce [56, 62]. Skorzystac z takiej
suplementacji mogg tez najmlodsze dzieci zywione
sztucznie, gdyz na polskim rynku nie jest dostepne
mleko zastepcze z tym bialkiem (cho¢ w niektérych
krajach, np. w Chinach czy Japonii mozna je kupi¢ juz
od ponad 30 lat). Suplementacje¢ LF warto tez poleci¢
osobom starszym, a szczegolnie kobietom podczas i po
menopauzie, gdyz zmiany hormonalne czgsto nieko-
rzystnie zmieniaja mikrobiote jelitowa.

Styl zycia, dieta, podeszly wiek, leki przyczyniaja
sie do rozwoju dysbiozy i wszystkich jej skutkdw, nie
tylko w przewodzie pokarmowym, ale tez w metabo-
lizmie ogélnoustrojowym. Warto wigc w kazdym wieku
pamieta¢ o ,,dobrych mikrobach” w naszych jelitach
i nalezycie o nie zadba¢, m.in. stosujac odpowiednia
diete, by moc cieszy¢ sie dobra kondycja fizyczna i psy-
chiczng przez dlugi czas.
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