STRESZCZENIE

Szczepionka BCG (Bacillus Calmette-Guérin) zawierajgca atenuowany szczep
Mycobacterium bovis (M. bovis), stanowi jedyng dostepng szczepionke przeciwgruzliczg na
Swiecie. Pomimo ponad stuletniego stosowania, jej skutecznos¢ w ochronie przed
Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) pozostaje ograniczona, szczegdlnie
w przypadku dorostych. U dzieci zapewnia ona skuteczng ochrone przed ciezkimi
postaciami gruzlicy, takimi jak gruzlicze zapalenie opon mdzgowo-rdzeniowych czy gruzlica
rozsiana. Poza ochrong swoistg przeciwko gruzlicy, szczepionka BCG wywiera istotny wptyw
na uktad odpornosciowy, wywotujgc nieswoiste efekty ochronne wobec innych niz pratki
patogendw. Mechanizmem lezgcym u podstaw tego zjawiska jest tzw. wytrenowana
odpornos¢ (ang. trained immunity) wynikajaca z epigenetycznego przeprogramowania
komérek odpornosci wrodzonej, ktéra moze prowadzi¢ do ich zwiekszonej gotowosci do
odpowiedzi na kolejne bodzice patogenne, réwniez niespokrewnione z pierwotnym
czynnikiem infekcyjnym inicjujgcym te zmiany.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byta ocena nieswoistej odpowiedzi
odpornosciowej u dzieci w wieku 6-12 lat, szczepionych BCG w okresie noworodkowym,
z uwzglednieniem indukowanych przez BCG mechanizmoéw wytrenowanej odpornosci
weryfikowanych na podstawie odpowiedzi leukocytow petnej krwi obwodowej na bodziec
homologiczny (pratki BCG) Ilub heterologiczny (antygeny syncytialnego wirusa
oddechowego - RSV (ang. respiratory syncytial virus) i SARS-CoV-2 (ang. severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2)), w hodowlach in vitro. Do realizacji zatozonego celu
zastosowano model hodowli komérkowej in vitro oparty na stymulacji leukocytow petne;j
krwi obwodowej dzieci pratkami szczepionkowymi BCG lub antygenami wiruséw
oddechowych RSV lub SARS-CoV-2, niezaleznie lub tgcznie. W badaniu uwzgledniono status
serologiczny dzieci w zakresie przeciwciat przeciwko RSV i/lub SARS-CoV-2. Jako
wyznaczniki odpowiedzi odpornosciowej nieswoistej u badanych dzieci przyjeto: zdolnosé
leukocytéw do wytwarzania kluczowych cytokin pro- (IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8, TNF-a)
i przeciwzapalnych (IL-4, IL-10), odpowiedz interferonowg w zakresie wytwarzania IFN-a,
IFN-B, IFN-y, nasilenie ekspresji receptoréw powierzchniowych na monocytach, w tym
CD14, CD11b, HLA-DR, CD206 oraz receptora NOD2 petnigcego m.in. role sensora

komponentéw sciany komdrkowej pratkéow. Uwzgledniono takze ocene zmiennosci
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genetycznej receptora NOD2, ktéra moze wptywac na przebieg odpowiedzi
immunologicznej badanych dzieci.

Wyniki badan wskazujg, ze szczepienie BCG w okresie noworodkowym moze
prowadzi¢ do rozwoju wytrenowanej odpornosci wrodzonej ksztattujgcej profil reakcji
komérek immunokompetentnych na antygeny czynnikdw zakaznych, takich jak RSV i SARS-
CoV-2. Charakter tej modulacji zalezy od statusu serologicznego dziecka - u dawcow
seronegatywnych w zakresie przeciwciat przeciwko SARS-CoV-2 i RSV dominowaty
mechanizmy przeciwwirusowe charakteryzujgce sie wzrostem ekspresji mRNA IFN-B i IL-2,
natomiast u dawcéw seropozytywnych obserwowano jednoczesng aktywacje odpowiedzi
prozapalnej, (wzrost ekspresji mRNA IL-1B, IL-6, TNF-a) oraz regulatorowej (wzrost
ekspresji mRNA IL-4 i IL-10), co wskazuje na synergistyczne wspétdziatanie wytrenowane;j
odpornosci z nabytg pamiecia immunologiczng. Ponadto wykazano wzrost ekspres;ji
receptora NOD2, w leukocytach szczegdlnie po ich kostymulacji in vitro pratkami BCG
i antygenami wirusow RSV/SARS-CoV-2, korelujgcy z poziomem mRNA cytokin zaréwno
pro- jak i przeciw-zapalnych, co pozwala sugerowaé, ze receptor NOD2 moze wptywac na
przebieg odpowiedzi zapalnej, modulujac jej charakter w zaleznos$ci od wczesniejszych
ekspozycji na czynniki zakaine, takie jak RSV/SARS-CoV-2. Dodatkowo obserwowano
zwiekszong ekspresje receptorow monocytéw (CD14, HLA-DR), po stymulacji pratkami BCG
i/lub antygenami wirusowymi, co moze potwierdza¢ utrzymywanie sie efektéw
wytrenowanej odpornosci wrodzonej. Jednoczes$nie zréznicowanie ekspresji receptorow
CD11b i CD206 sugeruje, ze BCG moze modulowac kierunek aktywacji monocytéw — od
prozapalnej do regulacyjnej, w zaleznosci od wczesniejszej ekspozycji na antygeny
wirusowe, co wskazuje na dynamiczny i ztozony charakter odpowiedzi odpornosciowe;j
indukowanej przez szczepienie BCG.

Uzyskane wyniki sugerujg, ze pratki BCG nie tylko wzmacniajg mechanizmy
przeciwwirusowe leukocytdw, ale takze stymulujg rozwdj odpowiedzi prozapalnej
i ograniczaja nadmierng reakcje zapalng, co przejawia sie poprzez modulacje ekspres;ji
NOD2 w porédwnaniu z ekspresjg cytokin pro- lub przeciwzapalnych. Taki ,$lad
immunologiczny” pozostawiony po szczepieniu BCG podkresla znaczenie wytrenowanej
odpornosci jako mechanizmu wspierajgcego odpornosé¢ populacyjng wobec réznych
patogenéw oraz wskazuje na potencjat tej szczepionki jako narzedzia

immunomodulacyjnego w profilaktyce choréb zakaznych.
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SUMMARY

The BCG (Bacillus Calmette-Guérin) vaccine, containing an attenuated strain of
Mycobacterium bovis (M. bovis), is the only tuberculosis vaccine available worldwide.
Despite more than a century of use, its effectiveness in protecting against Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis) remains limited, especially in adults. In children, it provides
effective protection against severe forms of tuberculosis, such as tuberculous meningitis
and disseminated tuberculosis. In addition to specific protection against tuberculosis, the
BCG vaccine has a significant effect on the immune system, inducing non-specific protective
effects against pathogens other than mycobacteria. The mechanism underlying this
phenomenon is known as trained immunity, resulting from the epigenetic reprogramming
of innate immune cells, which can lead to their increased readiness to respond to
subsequent pathogenic stimuli, including those unrelated to the original infectious agent
that initiated these changes.

The aim of this doctoral dissertation was to evaluate the non-specific immune
response in children aged 6-12 years who were vaccinated with BCG in the neonatal period,
taking into account BCG-induced mechanisms of trained immunity verified on the basis of
the response of peripheral blood leukocytes to a homologous (BCG bacilli) or heterologous
(respiratory syncytial virus (RSV) and SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2) antigens) in in vitro cultures. To achieve the set goal, an in vitro cell culture
model was used, based on the stimulation of peripheral blood leukocytes of children with
BCG vaccine bacilli or RSV or SARS-CoV-2 respiratory virus antigens, independently or in
combination. The study took into account the serological status of children in terms of
antibodies against RSV and/or SARS-CoV-2. The following were adopted as determinants
of the non-specific immune response in the children studied: the ability of leukocytes to
produce key pro-inflammatory cytokines (IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8, TNF-a) and anti-
inflammatory cytokines (IL-4, IL-10), the interferon response in terms of the production of
IFN-a, IFN-B, IFN-y, the intensity of surface receptor expression on monocytes, including
CD14, CD11b, HLA-DR, CD206, and the NOD2 receptor, which acts as a sensor for
mycobacterial cell wall components, among other things. The assessment of genetic
variability of the NOD2 receptor, which may influence the course of the immune response

in the studied children, was also included.
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Research results indicate that BCG vaccination in the neonatal period may lead to the
development of trained innate immunity shaping the response profile of
immunocompetent cells to infectious agents such as RSV and SARS-CoV-2. The nature of
this modulation depends on the serological status of the child—in seronegative donors for
SARS-CoV-2 and RSV antibodies, antiviral mechanisms characterized by increased
expression of IFN-B and IL-2 mRNA predominated, while in seropositive donors,
simultaneous activation of pro-inflammatory (increased expression of IL-1pB, IL-6, TNF-a
mRNA) and regulatory (increased expression of IL-4 and IL-10 mRNA) responses was
observed, indicating synergistic interaction between trained immunity and acquired
immune memory. In addition, an increase in NOD2 receptor expression was demonstrated
in leukocytes, particularly after their in vitro costimulation with BCG bacilli and RSV/SARS-
CoV-2 virus antigens, correlating with the level of both pro- and anti-inflammatory cytokine
mRNA, suggesting that the NOD2 receptor may influence the course of the inflammatory
response by modulating its nature depending on previous exposure to infectious agents
such as RSV/SARS-CoV-2. In addition, increased expression of monocyte receptors (CD14,
HLA-DR) was observed after stimulation with BCG bacilli and/or viral antigens, which may
confirm the persistence of trained innate immunity effects. At the same time, the
differentiation in the expression of CD11b and CD206 receptors suggests that BCG may
modulate the direction of monocyte activation — from pro-inflammatory to regulatory,
depending on previous exposure to viral antigens, which indicates the dynamic and
complex nature of the immune response induced by BCG vaccination.

The results suggest that BCG bacilli not only strengthen the antiviral mechanisms of
leukocytes, but also stimulate the development of a pro-inflammatory response and limit
excessive inflammatory reactions, which manifests itself through the modulation of NOD2
expression compared to the expression of pro- or anti-inflammatory cytokines. Such an
“immunological footprint” left after BCG vaccination emphasizes the importance of trained
immunity as a mechanism supporting population immunity against various pathogens and
indicates the potential of this vaccine as an immunomodulatory tool in the prevention of

infectious diseases.
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