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STRESZCZENIE

Roztocza kurzu domowego (Dermatophagoides spp.)

to mikroskopijne stawonogi powszechnie wystepujgce

w srodowisku domowym, szczegolhie w migjscach
gromadzacych kurz i wilgoc, takich jak materace, poduszki
I tapicerowane meble. Ich gtownym zrédtem pozywienia sg
martwe komorki naskorka ztuszczane przez ludzi.

W trakcie cyklu zycia roztocza wydzielajg alergizujgce biatka,
takie jak DERP1, obecne w ich odchodach i rozktadajgcych
sie ciatach. Substancje te stanowig silne czynniki wywotujgce
choroby alergiczne, w tym schorzenia uktadu oddechowego,
takie jak astma i katar sienny, a takze choroby skory, jak
atopowe zapalenie skory — zwtaszcza u osob wrazliwych lub
predysponowanych.

Niniejszy raport przedstawia wyjgtkowe wyniki
eksperymentalnej oceny skutecznosci Rosa’s Way Probiotic
Spray — preparatu opartego na bakteriach Bacillus sp.,
opracowanego przez firme Biosphertia — w eliminacji
gtéwnego alergenu roztoczy DERP], a takze ich odchodow i
pozostatosci ciat. Skutecznosc¢ produktu zostata oceniona z
wykorzystaniem zaawansowanych technik biochemicznych i
immunologicznych.

Zespot badawczy
Uniwersytet Gdariski Wydziat Chemii
Katedra Biotechnologii Molekularnej
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Roztocza kurzu domowego (HDM, ang. House Dust Mites) to mikroskopijne pajeczaki,
ktore doskonale rozwijajg sie w warunkach domowych, przy umiarkowanej wilgotnosci
i temperaturze — szczegolnie w materacach, dywanach, tapicerowanych meblach i
poscieli.

Najczesciej wystepujgcym w Europie gatunkiem roztoczy zwigzanym z chorobami
alergicznymi jest Dermatophagoides pteronyssinus. Roztocza zywig sie gtownie
ztuszczonymi komorkami ludzkiego naskorka i sg praktycznie wszechobecne w
gospodarstwach domowych na catym swiecie. Reakcje alergiczne na roztocza

sg wywotywane nie bezposrednio przez same pajeczaki, ale przez obecne w ich
odchodach, wydzielinach i rozktadajgcych sie ciatach biatka. Te alergeny nalezg do
najsilniejszych induktorow alergicznego niezytu nosa, astmy i atopowego zapalenia
skory, dotykajgc miliony osdb na catym sSwiecie.

Badania epidemiologiczne wykazaty, ze nawet do 85% pacjentow cierpigcych na astme
alergiczng jest uczulonych na alergeny roztoczy kurzu domowego. Obecnosc¢ tych
alergenow wykrywana jest konsekwentnie w probkach kurzu pobranych z domow,
szkot, a nawet placowek opieki zdrowotnej. Objawy alergii na roztocza obejmujg
przewlekte kichanie, zatkany nos, Swiszczgcy oddech, kaszel, dusznosci, nasilenie
objawow egzemy oraz swedzenie i tzawienie oczu. Symptomy te znaczgco obnizajg
jakos$c¢ zycia i czesto wymagajg dtugotrwatego leczenia farmakologicznego.

Wzrost czestosci wystepowania chordb alergicznych zwigzanych z ekspozycjg na
roztocza budzi szczegdlny niepokdj w srodowiskach miejskich i uprzemystowionych,

Rycina 1. Zastrzezone konsorcjum starannie wyselekcjonowanych szczepow Bacillus sp., dziatajagcych
synergistycznie przeciwko roztoczom. Panel A. Kolonie Bacillus sp. na ptytce z agarem odzywczym. Panel
B. Obraz mikroskopowy komorek bakteryjnych wybarwionych metodg Manevala.
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gdzie stosowanie syntetycznych materiatow poscielowych, staba wentylacja i
catoroczne ogrzewanie wnetrz stwarzajg idealne warunki do rozwoju roztoczy. Co
wiecej, zmiany klimatu i wzrost globalnej wilgotnosci mogg dodatkowo poszerzac
siedliska tych pajeczakow, zwiekszajgc obcigzenie zdrowia publicznego.

W odpowiedzi na narastajacy problem zdrowotny istnieje pilna potrzeba opracowania
skutecznych, bezpiecznych i tatwo dostepnych metod ograniczajgcych narazenie na
alergeny roztoczy kurzu domowego. Obecnie stosowane metody obejmujg stosowanie
poscieli nieprzepuszczajgcej alergendw, czeste pranie w wysokich temperaturach,
osuszanie pomieszczen oraz uzycie chemicznych akarocydow. Jednak wiele z tych
rozwigzan charakteryzuje sie ograniczong skutecznoscig lub wigze sie z wadami, takimi
jak toksycznosc¢, negatywny wptyw na srodowisko czy niska akceptacja uzytkownikow.

W tym kontekscie szczegolnie istotne staje sie opracowanie nowatorskich metod,
takich jak preparaty biologiczne oparte na niepatogennych bakteriach Bacillus sp.,
ktore stanowig zrownowazong i nietoksyczng alternatywe dla tradycyjnych srodkow
zwalczania roztoczy. Dziatajgc poprzez niszczenie struktur fizjologicznych roztoczy
lub rozktadanie alergendw, tego typu biopreparaty mogg odgrywac kluczowa role w
zintegrowanych strategiach zarzgdzania alergenami.

Zastosowana konsorcja bakterii Bacillus sp. sg klinicznie bezpieczne i przyjazne
dla uzytkownika. Nie podrazniajg skory ani uktadu oddechowego, mozna je tatwo
aplikowac za pomoca sprayu i hie wymagajg specjalnego czyszczenia po uzyciu.

METHODS

Podsumowanie metodologii:

» Wykrywanie i iloSciowa ocena biatka DERP1: do wykrywania i ilosciowego oznaczania
obecnosci alergenu DERP1 zastosowano elektroforeze SDS-PAGE oraz technike
Western blotting.

» Ocena aktywnosci enzymatycznej: aktywnosc enzymatyczna bakterii Bacillus sp.
wobec biatka DERP1 oraz rozktad alergenu zostaty potwierdzone na podstawie
intensywnosci pasm biatkowych oraz ilosciowych analiz densytometrycznych.

e /naczenie DERP1: DERP1 to biatko o wysokiej stabilnosci i odporne na proteolize,
dlatego jego skuteczna degradacja stanowi wiarygodny wskaznik aktywnosci
enzymatycznej konsorcjum bakterii Bacillus sp.. Chociaz niniejszy raport koncentruje
sie wytgcznie na DERP1 jako markerze eliminacji alergendw i pozostatosci po
roztoczach, mozna z bardzo wysokim prawdopodobienstwem zatozyc, ze takze
inne biatka pochodzenia roztoczowego — zarowno z zywych organizmow, jak i ich
pozostatosci — ulegajg podobnej degradacji enzymatycznej.

o Zrodta materiatu alergennego: analizie poddano trzy zrédta materiatu alergennego:
oczyszczony alergen DERP1, odchody roztoczy oraz petng hodowle roztoczy.
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» Sposob aplikacji preparatu: preparat Rosa’s Way Probiotic Spray nanoszono na badane
probki zarowno na filtrach celulozowych (forma fazy statej), jak i w zawiesinie wodnej
(forma fazy ciektej).

» Symulowane warunki srodowiskowe: inkubacja prowadzona byta w temperaturze
20°C lub 37°C oraz przy wilgotnosci wzglednej 80-90%, co odpowiada warunkom
panujgcym w typowych pomieszczeniach mieszkalnych.

» Analiza czasowa: monitorowano proces degradacji alergenu w czasie inkubacji, w
przedziale od 1 do 13 dni.

Protokot metody:

Kalibracja metody polegata na okresleniu czutosci detekcji poliklonalnych przeciwciat
anty-DERP1 wzgledem oczyszczonego biatka DERP1 w technice Western blotting.
Reakcje degradacji DERP1 za pomocg Rosa’s Way Probiotic Spray przeprowadzano w
kontrolowanym, neutralnym pH i wilgotnosci, odzwierciedlajgcych warunki panujgce w
zajetym przez cztowieka tozku w czasie snu.

Warunki testu dla ilosciowej oceny ustalono przy zastosowaniu 1:1000 rozcienczenia
przeciwciat i 12-godzinnej inkubacji. W kazdej reakcji uzywano nastepujgcych
materiatow zawierajgcych DERP1:

(1) Oczyszczony DERP1:

10 pg rozpuszczone w 5 pl buforu reakcyjnego, nastepnie rozciennczone do 10 pl i
naniesione na 5 mm dysk celulozowy (Macherey-Nagel N616). Po godzinnej inkubacji
dodano 15 pl Rosa’s Way Probiotic Spray i inkubowano w warunkach wilgotnosci
80-90% i temperaturze 20°C przez okres 1-13 dni. Po zakonczeniu reakcji probki
ekstrahowano w 25 ul buforu litycznego do elektroforezy, a 10 pl (4 ug DERP1) ekstraktu
nanoszono na kazda linie zelu.

(2) Odchody roztoczy:

125 pg rozpuszczono w 2,5 pl buforu, nastepnie rozcienczono do 10 pl i naniesiono
na dysk celulozowy. Po inkubacji z preparatem Rosa’s Way Probiotic Spray probki
ekstrahowano zgodnie z opisem powyzej, a 10 pl (50 ug odchodoéw) ekstraktu
nanoszono na kazda linie zelu.

(3) Hodowla roztoczy:

50 pg rozpuszczono w 2,5 pl buforu, rozcienczono do 10 pli naniesiono na dysk
celulozowy. Po przeprowadzeniu reakcji z preparatem i ekstrakcji, 10 pl (50 ug hodowli)
nanoszono na kazdg linie zelu.

Eksperyment obejmowat dwa warianty aplikacji preparatu Rosa’s Way Probiotic Spray:

pojedynczg aplikacje oraz codzienne aplikacje, w celu porownania skutecznosci
wielokrotnego dawkowania.
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WYNIKI BADAN

Rycina 2. Opracowanie Metody: Elektroforeza SDS-PAGE | Western blotting na zduplikowanych

zelach elektroforetycznych. Panel A: Elektroforeza SDS-PAGE (12%) przeprowadzona na probkach
oczyszczonego DERP1 poddanych procedurze eliminacji i detekcji opisanej w punktach 1-3 ponizej. Linia
M: Marker mas czasteczkowych (PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder), Linie K1: Reakcje kontrolne
zawierajgce DERP1 bez dodatku preparatu Rosa’s Way Probiotic Spray; Linie 1 (w trzech powtdrzeniach):
Reakcje z DERP1 | jednorazowg aplikacjg Rosa’s Way Probiotic Spray w dniu 1. Panel B: Analiza metoda
Western blotting tych samych probek co w Panelu A. Detekcja zostata przeprowadzona przy uzyciu
przeciwciat poliklonalnych anty-DERP1 (przeciwciata pierwotne) oraz sprzezonych z HRP przeciwciat
drugorzedowych (kozie przeciwciata anty-krolik).

W tym eksperymencie pilotazowym zaobserwowano wyrazne zmniejszenie ilosci biatka DERPI juz po
Jjednym dniu inkubacji z preparatem Rosa’s Way Probiotic Spray.
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Rycina 3. Eliminacja oczyszczonego DERPI1 przez Rosa’s Way Probiotic Spray w tescie na filtrach
celulozowych, przeprowadzonym w trybie codziennej aplikacji. Probki DERPI1 byty eksponowane na
dziatanie Rosa's Way Probiotic Spray w warunkach kontrolowanej wilgotnosci (80—-90%) i temperatury
(20 °C) przez 1-5 kolejnych dni. Panel A: Analiza w 12% SDS-PAGE. Linie M: Marker mas czgsteczkowych
(PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder); Linie K1-K5: Reakcje kontrolne zawierajgce DERPI1 bez
dodatku preparatu Rosa’s Way Probiotic Spray; Linie 1-5 (w duplikatach): Reakcje z DERP1 poddanym
dziataniu preparatu Rosa’s Way Probiotic Spray aplikowanego raz dziennie przez piec dni. Panel B:
llosciowa ocena eliminacji DERP1. Wykres przedstawia wyniki ilosciowego skanowania pasm biatkowych
z zelu pokazanego w Panelu A, wyrazone jako procent usunietego DERP1 po zastosowaniu Rosa’s

Way Probiotic Spray. Zaobserwowano wyrazng i postepujacg redukcje poziomu DERPI, co swiadczy o
skutecznej degradacji alergenu w czasie.
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Rycina 4. Porownanie eliminacji DERP1 w roznych substratach: oczyszczony DERP1, odchody roztoczy
oraz petna hodowla roztoczy, przeprowadzone w reakcjach w fazie ciektej. Panel A. Analiza w 122 SDS-
PAGE: Linia M: Marker mas czgsteczkowych (PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder), Linie DK,

EK, CK: Reakcje kontrolne bez dodatku Rosa’s Way Probiotic Spray odpowiednio dla oczyszczonego
DERP1, odchodow oraz hodowli roztoczy; Linie D20, E20, C20: Reakcje eliminacji z uzyciem Rosa’s

Way Probiotic Spray przeprowadzone w temperaturze 20°C dla odpowiednio: oczyszczonego DERPL,
odchodow i hodowli; Linie D37, E37, C37: Reakcje eliminacji z Rosa’s Way Probiotic Spray w temperaturze
37°C odpowiednio dla oczyszczonego DERP1, odchodow i hodowli roztoczy. Panel B. Wykres
przedstawiajgcy ilosciowe wyniki analizy densytometrycznej danych z Panelu A.

Przetrwalniki Bacillus sp. pozostaty zywotne przez caty okres testu, co potwierdzono poprzez hodowle na
pozywce agarowej. Dowodzi to trwatosci dziatania preparatu i jego przydatnosci do dtugoterminowego
przechowywania.
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KLUCZOWE WYNIKI

e Opracowano solidny test molekularny umozliwiajgcy ilosciowg ocene eliminacji
alergenu DERPL.

Preparat — probiotyczny spray Rosa’s Way oparty na bakteriach Bacillus sp. — wykazat
skuteczng degradacje DERP1 oraz innych biatek obecnych w odchodach i hodowlach
roztoczy.

W testach fazy statej, powtarzane aplikacje przez 5 dni doprowadzity do degradacji
DERP1 na poziomie do 89%.

W warunkach fazy ciektej pojedyncze zastosowanie pozwolito na eliminacje alergenu
do 80%.

Barwienie metodg Western blot oraz Coomassie potwierdzito obnizenie poziomu
alergenu.

Spray probiotyczny Rosa’s Way na bazie Bacillus sp. skutecznie eliminuje alergeny
zwigzane z roztoczami kurzu domowego, w szczegolnosci DERP1, co wykazano w
warunkach scisle kontrolowanych badan eksperymentalnych. Wyniki te wspierajg jego
zastosowanie w profilaktyce alergii, np. jako spray do poscieli oraz w produktach do
uzytku domowego.
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