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Analiza interakcija laktobacila sa crevnom mukozom pacova

REZIME

Probiotici predstavljaju Zive mikroorganizme koji, nakon unoSenja u gastrointestinalni
(GI) trakt, ostvaruju pozitivne efekte na zdravlje domaéina. Reakcija domacina na unos
probiotika u velikoj meri zavisi od sposobnosti bliske interakcije bakterija sa epitelnim
¢elijama Gl mukoze. S druge strane, s obzirom na nepoznatu antigenu prirodu unetih
bakterija, kod imunokompromitovanog domacina je prisutan rizik od imunske reakcije
crevnog tkiva Sto moze da dovede do naruSavanja integriteta mukozne barijere i hroni¢ne
inflamacije u GI traktu.

Cilj istraZzivanja bio je ispitivanje efekta soja Lactobacillus fermentum BGHI14,
alohtonog za GI trakt pacova, nakon peroralnog unosa u zdrave pacove i U pacove sa
kolitisom indukovanim TNBS-om (trinitrobenzensulfonat). Metodoloski, u eksperimentima
su praceni: telesna masa pacova i ekspresija iRNK za parametre inflamacije (IL-1p, TNFa,
IL-17F), pokazatelje Ccelijskog stresa (HSP70) i parametre ukljuéene u odrzavanje
integriteta mukoze (TJP1); zatim su radene histoloSke i biohemijske analize i analiza
sastava crevne mikroflore. Rezultati istrazivanja su pokazali imunostimulisu¢e delovanje
soja BGHI14 na nivou tkiva kolona nakon unosa u Gl trakt zdravih pacova u prvih 16 dana
peroralnog tretmana pacova. lako se, histoloski, sa produzetkom tretmana pacova sojem
BGHI14 tokom narednih 12 dana, imunska reakcija u tkivu kolona povukla, nivoi iRNK za
proinflamatorne IL-1p i TNFa citokine ostali su poviSeni $to ukazuje na rizik od
nekontrolisane inflamacije u slu¢aju naknadnog osteéenja epitelne barijere kolona.

U istrazivanju je pokazano da je nakon imunostimulacije tkiva kolona sojem BGHI14,
u slucaju indukcije kolitisa, ali uz nastavak tretmana sojem BGHI14 doSlo do indukcije
transkripcije iIRNK za HSP70 protein, kako u ranoj (48 h) tako i u kasnoj (7 dana) akutnoj
fazi kolitisa. Povecanje transkripcije Hsp70 gena, sudeci po histoloskim i inflamatornim
pokazateljima, kao i promenama telesnih masa pacova tokom eksperimenta, nije bilo
praceno pozitivnim delovanjem soja. S druge strane, prestanak tretmana sojem BGHI14

nakon indukcije kolitisa doveo je do manje izrazenog pada telesnih masa Zivotinja u



poredenju sa kontrolnim pacovima sa kolitisom, iako bez prate¢eg smanjenja inflamatorne
reakcije u tkivu kolona, bar u kasnoj akutnoj fazi bolesti (sedam dana od indukcije). Na
osnovu opisanog moze se zakljuéiti da su se u interakciji soja BGHI14 sa zdravim tkivom
kolona aktivirali mehanizmi adaptivne imunosti u vidu memorijskih T-limfocita koji su
indukovani nakon povrede u slu¢aju kontinuiranog prisustva istog bakterijskog antigena.
Nasuprot, terapijski tretman pacova sojem BGHI14 doveo je do pozitivnhog efekta u kasnoj
akutnoj fazi kolitisa ocenjuju¢i po promenama telesnih masa zivotinja kao i na osnovu
parametara oSteCenja mukozne barijere kolona. Dobijeni rezultati ukazuju da bi primena
imunostimuliSucih probiotika neposredno po nastanku o$tecenja crevnog tkiva predstavljala
efikasan pristup u lecenju inflamatornih oboljenja crevnog trakta, iako su na ovu temu
potrebna dodatna istrazivanja.

S obzirom na znacaj koji interakcija bakterija sa crevnom mukozom ima u ostvarivanju
njihovog probiotickog potencijala, u istrazivanju su testirani mehanizmi kojima se moze
poboljsati vezivanje laktobacila kao potencijalnih probiotika za GI mukozu pacova. U tom
smislu praceni su efekti proteina sa mucin-vezujuéim domenom (MbpL) poreklom iz soja
Lactococcus lactis subsp. lactis BGKP1-20 na sposobnost vezivanja bakterijskog domacina
za mukozu ileuma i kolona u uslovima ex vivo i in vivo, kao i u in vitro esejima sa
izolovanim zeludaénim mucinom i mucin-produkuju¢im HT29-MTX (¢elijama kolona.
Osim homolognog domacina, za funkcionalna ispitivanja koris¢en je potencijalni
probioti¢ki soj Lactobacillus salivarius BGHOL. Rezultati su pokazali da eksprimirani
MbpL protein nije bio dovoljan za vezivanje soja BGHO1 za crevnu mukozu, iako je
pozitivno uticao na vezivanje BGKP1-20 soja za svinjski Zeludaéni mucin i HT20-MTX
¢elije u kulturi. Moguce je da je fenotipski efekat ekspresije MucBP proteina kod
laktokokalnog BGKP1-20 soja ve¢i u odnosu na BGHO1 soj, s obzirom na prisustvo drugih
potencijalnih adhezivnih faktora koji se sintetiSu u laktobacilima.

Koriste¢i istu metodologiju testirana je uloga koju u vezivanju za mukozne povrSine GI
trakta ostvaruje agregacioni faktor AggL poreklom iz soja BGKP1-20. Agregacioni faktor
eksprimiran na povrsini bakterijskih ¢elija ¢esto se dovodi u vezu sa povecanim afinitetom
bakterijskog domacina za Gl mukozu. Nasi rezultati su pokazali da, iako bi, pove¢anjem

povrsSinske hidrofobnosti mogao doprineti vezivanju za povrsSinu kolona kod laktokokalnih



sojeva sa niskom ukupnom hidrofobnos¢u povrSine, eksprimirani agregacioni faktor
generalno otezava vezivanje bakterija za povrsine izlozene dinamickim peristaltiCkim
kontrakcijama kakva je u najvecoj meri povrSina ileuma. Na taj nacin bi sojevi koji
sintetiSu faktor agregacije mogli olak3ati uklanjanje patogena ali bez sposobnosti

ostvarivanja direktnog efekta na imunski sistem domacina.

Klju¢ne reci: mikroflora, laktobacili, mukoza, imuni odgovor, zapaljenje, adhezija, mucini,
agregacija
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Analysis of interactions of lactobacilli with rat gut mucosa

SUMMARY

Probiotics are life microorganisms that, after administration in gastrointestinal (Gl)
tract, excert positive effects on host’s health. Host reaction to probiotic administration
largely depands on ability of bacteria to closely interact with epithelial cells of GI mucosa.
On the other hand, considering the unknown antigenic nature of administered bacteria, in
immune-compromised host there is a risk of immune reaction of gut tissue which could
lead to disturbance of mucosal barrier integrity and chronic inflammation in Gl tract.

The aim of the study was to examine the effects of the strain Lactobacillus fermentum
BGHI14, which is alochtonous to GI tract of rats, after peroral administration in healthy
rats and in rats with TNBS (trinitrobenzenesulfonate)-induced colitis. Methodologically,
following parameters were examined in experiments: body masses of rats and expression of
MRNA of inflammatory cytokines (IL-1B, TNFa, IL-17F), as well as markers of cellular
stress (HSP70) and barrier integrity maintenanace (TJP1); next histological and
biochemical analyses and microflora profiling were performed. Results of the study
indicated immune-stimulating effects of BGHI14 in colon tissue after administration in Gl
tract of healthy rats in first 16 days of peroral treatment of rats. Although, histologically,
with prolongation of BGHI14 treatment of rats for next 12 days, immune reaction in colon
tissue had retreated, mRNA levels of proinflammatory IL-1p and TNFa cytokines remained
elevated which points to the risk of uncontrolled inflammation in the case of subsequent
colon epithelial barrier damage.

In research it was shown that after immunostimulation of colon tissue with BGHI14, in
the case of colitis induction, but with sequel of treatment with bacteria, transcription of
Hsp70 gene was induced, in early (48 h) as well as late (7 days) acute phase of colitis. The
increase of Hsp70 gene transcription, according to histological and inflammatory markers,
as well as body mass changes during the experiment, was not followed by positive action of
the strain. On the other hand, the cessation of treatment with BGHI14 after colitis induction

had led to less pronounced body mass decrease compared to control colitic rats, but without



concomitant reduction in inflammatory scores in colon tissue, at least in late acute phase of
disease (seven days from induction). Based on the above, it could be concluded that
mechanisms of adaptive immunity including memory T-cells might had been activated
during interaction of BGHI14 with healthy colon tissue and those systems were induced
after the injury in the case of continuous presence of same bacterial antigen. Contrary,
therapeutic treatment with BGHI14 had brought about the protection in late acute colitis
phase according to body mass changes as well as indicators of mucosal barrier disruption.
Obtained results implicate that use of immune-stimulating probiotics immediately after
colon tissue damage would represent effective approach in treatment of bowel
inflammatory diseases, though more detailed research is needed in this area.

Considering the importance of interaction of bacteria with gut mucosa in achieving its
probiotic potential, in current research mechanisms for improvement of potential probiotic
lactobacilli binding to rat’s GI mucosa were tested. In this respect the effects of mucin-
binding domain containing protein (MbpL) from strain Lactococcus lactis subsp. lactis
BGKP1-20 in ability of bacterial host to bind to ileal and colonic mucosa in vivo and ex
vivo, as well as in assays in vitro with isolated mucin and mucin-producing HT29-MTX
colonic cells were tested. Aside from using the homologous host, for functional tests we
have used potential probiotic strain Lactobacillus salivarius BGHO1. Results have
demonstrated that the expression of MbpL protein was not sufficient for binding of BGHO1
to gut mucosa, although it influenced positively the binding of BGKP1-20 to pig gastric
mucin and HT29-MTX cells in culture. It is possible that in lactococcal strain BGKP1-20,
phenotypic effects of MucBP protein expression are more pronounced compared to
BGHOL strain, because of presence of other potential adhesion factors synthesized in
lactobacilli strains.

Simultanously, utillizing the same methodology, the role of aggregation factor AggL
from BGKP1-20 in binding to GI tract mucosal surfaces was tested. Expression of
aggregation factor is commonly correlated to enhanced affinity of bacterial host to Gl
mucosa. Our results have demonstrated that, although, by increasing surface
hydrophobicity, in lactococcal strains it could contribute to binding to colonic surface, the

expression of aggregation factor generally aggravates binding of bacteria to surfaces



exposed to dynamic peristaltic contractions such as those present in ileum. That way strains
expressing aggregation factor could facilitate removal of pathogens but without directly
affecting the host’s immune system.

Keywords: microflora, lactobacilli, mucosa, immune response, inflammation, adhesion,
mucins, aggregation

Scientific area: Biology

Narrow scientific area: Molecular biology
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1. UvOD

Od trenutka evolutivnog postanka, sisari su bili okruzeni mikroorganizmima kao
filogenetski starijim i brojnijim stanovnicima planete, koji su, kako bi osigurali opstanak,
razvili niz mehanizama da bi se, s jedne strane zastitili i, s druge strane, iskoristili
novonastale eukariotske susede (Hooper, 2009). Tako su pojedini mikroorganizmi, sa
izuzetkom patogena, formirali mikrobne zajednice na kozi i mukoznim povrSinama sisara,
stupajuci u simbiontski odnos sa domaé¢inom. Zajednica bakterija na odredenoj anatomskoj
lokalizaciji sacinjava mikrofloru, a mikroorganizmi koji su stalno prisutni u takvoj
mikroflori ¢ine ,,urodenu” ili domaéu mikrofloru. Mikrofloru ¢oveka ¢ine mikroorganizmi
prisutni na povrSini koze i mukoznim povrSinama ukljucujuci gastrointestinalni (Gl),
respiratorni i urogenitalni (UG) trakt. S obzirom na veli¢inu i raznovrsnost, uticaj koji Gl
mikroflora ostvaruje na domacina daleko prevazilazi uticaj svih ostalih mikrobnih zajednica
organizma. Glavni regioni GI trakta ukljuc¢uju usnu duplju, zdrelo, jednjak, Zeludac, tanko
(duodenum, jejunum i ileum) i debelo crevo (cekum, kolon i rektum). Sa izuzetkom usne
duplje, ostali delovi Gl trakta imaju specifi¢an oblik tube Sto rezultira postojanjem lumena
koji moze biti ispunjen hranljivim materijama, Sto pogoduje rastu mikroorganizama
(Wilson, 2005).

1. 1. Mikroflora Gl trakta sisara

“We are all of us walking communities of bacteria - Lynn Margulis

Filogenetski, predstavnici tipova Firmicutes i Bacteroidetes c¢ine dominantnu
mikrofloru Gl trakta ki¢menjaka. Intestinalne Firmicutes su Gram-pozitivne bakterije,
najcesce iz klase Clostridia i familija Enterococcaceae i Lactobacillaceae. Intestinalne
Bacteroidetes su Gram-negativne bakterije uglavnom sacinjene od vrsta Bacteroides
thetaiotaomicron, Bacteroides fragilis 1 Bacteroides ovatus. Preostali intestinalni
mikroorganizmi ¢ine manje od 10% ukupne mikrobne zajednice i pripadaju tipovima
Proteobacteria, Fusobacteria, Actinobacteria, Verrucomicrobia i Spirochaetes (Hooper i
Macpherson, 2010).



Uvod

Populacija mikroorganizama najveéa je u distalnom delu GI trakta s obzirom na
odsustvo antimikrobnih mehanizama domac¢ina medu kojima su najvazniji digestivni
enzimi, Zucne soli i crevna peristaltika (Walter, 2008). Tako je prvo mesto fizioloski
relevantne kolonizacije bakterija ileum (Kosin i Rakshit, 2006). Gustina mikroflore
poveéava se od Zeluca i proksimalnog dela tankog creva sa manje od 10° bakterijskih éelija
koje formiraju kolonije (CFU, Colony-Forming Units)/ml sadrzaja, do distalnog ileuma i
debelog creva gde dostiZe gustinu od oko 10™ ~ 10%* CFU/g sadrZaja (Isolauri i saradnici,
2001). Broj mikroorganizama u debelom crevu deset puta je veci u odnosu na ukupan broj
svih somatskih i germinativnih ¢elija domacina (Van den Abbeele i saradnici, 2011).

Crevna mikroflora odraslog ¢oveka razlikuje se od mikroflore novorodenceta u kojoj
dominiraju bifidobakterije (koje pripadaju tipu Actinobacteria) i laktobacili poreklom iz
mleka i/ili vaginalnog trakta majke. Prelaskom na normalnu ishranu i unosom ¢vrste hrane,
do tada prisutne vrste bivaju potisnute predstavnicima rodova Bacteroides i Clostridia
(Langhendries, 2005). Tokom postepene kolonizacije GI trakta novorodenceta, ekoloSke
nise bivaju naseljene dobro prilagodenim bakterijama poreklom iz spoljne sredine. S
obzirom na to, svaki novouneti mikroorganizam teSko mozZe istisnuti ve¢ postojece
bakterije iz njihovih ekoloskih nisa. Opisani fenomen oznacava Se kao kompetitivno
iskljucenje 1 odnosi se na pojavu da je kvalitativni i kvantitativni sastav GI mikroflore
relativno stabilan u normalnim okolnostima (Walter, 2008).

Pokazano je da medu mikroorganizmima blisko povezanim sa epitelom (MAMC,
Mucosa-Associated Microbial Community), kod ¢oveka najznacajnije mesto zauzimaju
laktobacili i predstavnici roda Bacteroides, kako u tankom tako i u debelom crevu (Ahmed i
saradnici, 2007). Laktobacili pripadaju grupi bakterija mle¢ne kiseline (BMK). BMK
predstavljaju Gram-pozitivne, nesporuliSsu¢e mikroorganizme, i mogu se javiti u obliku
koka (loptaste) ili bacila (Stapicaste). Gram-pozitivne bakterije se, u odnosu na procenat
GC-parova u genomu, dele na dve grupe: tip Actinobacteria (koji, izmedu ostalih, ukljucuje
rod Bifidobacterium) (preko 50% sadrzaja GC-parova) i tip Firmicutes (ukljucuje rodove
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Streptococcus, Clostridium, itd.) (ispod 50%
sadrzaja GC-parova) (Forsythe, 2010; Von Wright i Axelsson, 2012). BMK spadaju u
katalaza-negativne, hemo-organotrofne mikroorganizme koji koriste ugljene hidrate kao
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izvore energije. Metabolicki se dele na homo- i heterofermentativne BMK.
Homofermentativni metabolicki put baziran je na glikolizi gde se kao krajnji produkt dobija
samo mle¢na kiselina. Alternativno, heterofermentativne bakterije koriste pentozo-
fosfoketolazni put kojim se kao krajnji produkti dobijaju mlecna kiselina, ugljen-dioksid i
etanol ili siréetna kiselina. Rodovi Leuconostoc, Oenococcus i Weisella kao i pripadnici
roda Lactobacillus grupe 111 (Lb. brevis, Lb. fermentum, Lb. reuteri, Lb. buchneri) spadaju
u obligatne heterofermentativne BMK. U obligatno homofermentativne BMK spadaju
laktobacili iz grupe | (Lb. salivarius, Lb. acidophilus, Lb. helveticus, Lb. delbrueckii).
Fakultativno heterofermentativni laktobacili iz grupe Il (Lb. casei, Lb. curvatus, Lb.
plantarum, Lb. sakei) i sve ostale BMK, heksoze fermentiSu glikolitickim putem, a pentoze
pentozo-fosfoketolazni putem.

S obzirom na ogranicen kapacitet sinteze amino-kiselina, ve¢ina BMK poseduje dobro
razvijen proteoliticki sistem. Proteoliticki sistem im omogucava hidrolizu proteina i peptida
iz medijuma u cilju dobijanja esencijalnih amino-kiselina (Von Wright i Axelsson, 2012).

Laktobacili predstavljaju aerotolerantne BMK koje su pronadene u svim sredinama gde
postoje dostupni ugljeni hidrati, kao Sto su fermentisani proizvodi od mleka, mesa, voca i
povréa, alkoholna pi¢a, biljni materijal, GI, respiratorni i UG trakt sisara. Rod
Lactobacillus broji preko 100 razlicitih vrsta i pripada domenu Bacteria, tipu Firmicutes,
klasi Bacilli, redu Lactobacillales, familiji Lactobacillaceae (Dellaglio i Felis, 2005).

lako se BMK opisuju kao katalaza negativne, u nekim laktobacilima je pokazano
prisustvo katalaza, Sto, uz druge sisteme antioksidativne zastite, ove mikroorganizme
svrstava u aerotolerantne anaerobe (Peacock, 2008; Kang i saradnici, 2013). Opisane su i
aerobne BMK sa elektron-transportnim lancem koje koriste hem kao kofaktor citohromskih
kompleksa; primer takve BMK cesto koris¢ene u kloniranju i ekspresiji heterolognih
proteina je vrsta Lactococcus lactis (Lechardeur i saradnici, 2011).

Potvdeno je da su laktobacili najdominantniji mikroorganizmi u ileumu c¢oveka
(Hayashi i saradnici, 2005). Istrazivanja iz druge polovine proslog veka ukazala su na vrste
laktobacila koje su dominantne u GI traktu ¢oveka. Pri tom, vrste koje u Gl traktu opstaju
duzi vremenski period oznacene su kao autohtone dok vrste koje su privremeni kolonizatori

crevnog trakta i unose se iz spoljne sredine putem hrane predstavljaju alohtone laktobacile.
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Tako je primeceno da medu laktobacilima koji duzi vremenski period opstaju u Gl traktu
Coveka spadaju: Lb. crispatus, Lb. gasseri, Lb. ruminis, Lb. salivarius i Lb. reuteri. Sa
izuzetkom Lb. reuteri, ostale nabrojane vrste su Siroko rasprostranjene u hrani i/ili su
prisutne u oralnoj duplji tako da je teSko utvrditi da li su alohtone ili autohtone za
intestinalni trakt. Kao jedini eventualni kandidat za autohtonog laktobacila iz navedene
studije proizilazi Lb. reuteri s obzirom da njegovo prisustvo nije pokazano u usnoj duplji i
da je prisutan samo u specificnim vrstama hrane (Walter, 2008). Slicno, Zoetendal i
saradnici (2002) su pokazali da medu laktobacilusnom mikroflorom kod ¢oveka dominira
vrsta Lb. reuteri, kako medu mikroorganizmima blisko vezanim za mukozu tako i u
sadrzaju kolona. Kod pacova je pokazano da medu laktobacilusnom mikroflorom sadrzaja
creva dominira vrsta Lb. gasseri (Walter, 2008).

Predstavnici roda Bacteroides imaju visoko razvijen glikobiom sa funkcijom
razgradnje luminalnih biljnih polisaharida koji dospevaju nerazgradeni do debelog creva. U
ovim najdominantnijim humanim simbiontima identifikovani su kompletni kataboli¢ki
putevi za sintezu amino-kiselina, nukleotida i odredenih vitamina. S druge strane,
laktobacili za rast zahtevaju amino-kiseline, peptide, derivate nukleinskih Kkiselina,
vitamine, soli, estre masnih kiselina i imaju veoma ograni¢ene sposobnosti koriS¢enja
sloZenih polisaharida. S obzirom na opisani stepen ,,izbirljivosti* namece se pitanje na koji
nacin laktobacili uspevaju da opstanu kao autohtone vrste Gl trakta sisara. Postoje
pretpostavke da laktobacili imaju sposobnost koriS¢enja prebiotskih oligosaharida ¢ime
obezbeduju energiju za razmnozavanje i rast. Dodatni faktori koji pogoduju opstanku
laktobacila bili bi faktori adhezije za epitelne celije i komponente mukusa, zatim
metabolizam azotovih oksida poreklom iz fagocita, proteoliticka degradacija sekretovanih
imunoglobulina, reparacija oksidativno oSteCenih proteina ili sinteza vancelijskih
polisaharida. Pokazano je da isti ti faktori mogu da budu vazan element invazivnosti
patogena (Walter, 2008). U prilog tome, opisani su slucajevi sepse izazvani primenom
laktobacila kod imunodeficijentnih pacijenata (Boyle i saradnici, 2006; Land i saradnici,
2005).

Savremeni nac¢in zZivota podrazumeva sve manju izlozenost mikroorganizmima od ranog

detinjstva Sto dovodi do predispozicije za pojavu alergija, veéu podloznost infekcijama i
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nastanak inflamatornih oboljenja (Bjorkstén i saradnici, 2001; Molodecky i Kaplan, 2010).
Ovakav koncept Cini osnovu tzv. higijenske hipoteze, a ukazuje na znacaj koji crevna
mikroflora ima u razvoju odbrambenih mehanizama domacina (Molodecky i Kaplan, 2010).
Veliki broj istrazivanja potvrdio je uticaj koji mikroflora ima u odrzavanju homeostaze Gl
mukoze, a disbalans u sastavu GI mikroflore povezuje se sa poremecajima u funkcionisanju
GI trakta (Wlodarska i saradnici, 2011; Hoffmann i saradnici, 2010). Stoga pristupi kojima
bi se regulisao sastav mikroflore postaju od rastuc¢eg znacaja u savremenoj medicini. Tako
se dolazi do koncepta probiotika koji predstavljaju zive mikroorganizme C¢ijim se
unosenjem u odredenoj koli¢ini ostvaruju pozitivni efekti na zdravlje domacina (Kechagia i
saradnici, 2013). Tretman probioticima ima za cilj da povrati ili odrzi ravnotezu u sastavu
GI mikroflore, i time o¢uva homeostazu na nivou GI mukoze. Probiotici ¢esto predstavljaju
izolate iz GI trakta ¢oveka (Walter, 2008). Stoga je delovanje probiotika u velikoj meri
slicno delovanju postoje¢ih simbionata na tkivo GI mukoze. Za objaSnjenje efekta
probiotika potrebno je temeljno razumevanje ponasanja i interakcije simbionata sa Gl

traktom domacina.

1. 2. Simbionti i njihovi ,,susedi
,Good fences make good neighboors* - Robert Frost

Ogromna apsorptivna povrsina Gl trakta (kod coveka oko 200 m?®) &ini ovaj organ
narocito izlozenim negativnim faktorima spoljne sredine kao Sto su toksini i potencijalni
patogeni. Dodatno, obilje hranljivin materija prisutnin u Gl traktu omogucéava rast i
umnozavanje Sirokog dijapazona bakterijskih vrsta uklju¢ujuéi i patogene (Hooper i
Macpherson, 2010).

Simbiontske bakterije su se, kako bi osigurale opstanak u GI traktu, prilagodile
antimikrobnim mehanizmima domacéina. Sta viSe, sve veéi broj podataka govori u prilog
¢injenici da simbiontski mikroorganizmi podsti¢u antimikrobne sisteme domacina ¢ime
reguliSu sopstveni rast i brojnost (Slika 1). Na taj na¢in ove bakterije §tite domacina, jer bi
njihovo nekontrolisano umnozavanje, bez obzira Sto ne poseduju faktore virulencije, moglo

dovesti do prodiranja bakterija u intestinalno tkivo, do nekontrolisane imunske reakcije
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intestinalnog tkiva, do sistemske bakteremije i sepse. Krajnji ishod bila bi smrt domacina,
¢ime bi ekoloska nisa ovih bakterija bila narusena. Uspostavljanjem negativne povratne
sprege u kojoj simbiontski mikroorganizmi kontroliSu sopstvenu brojnost poveéavajuci
efikasnost GI barijere, domacdinu pruza dodatne prednosti, u smislu otpornosti na
eventualno unoSenje patogena ili toksina. Nasuprot nepatogenim simbiontima, patogeni
mikroorganizmi poseduju faktore virulencije kojima mogu prevazi¢i zaStitne sisteme

crevnog tkiva domacina, i narusiti integritet i homeostazu Gl barijere (Hooper, 2009).

MAMP o ™ N
Antimikrobni qo

A faktori Ubijanje
bakterija
TLR

Antimikrobni
peptidi

7y -
8N

ST/ NY/ N/ N/ N

Slika 1. Jedan od mogucih mehanizama kojim simbionti aktivacijom receptora na
epitelnim ¢elijama tkiva creva indukuju dozno-zavisnu sintezu antimikrobnih molekula.
(Hooper, 2009)

Prisustvo simbionata neophodno je za pravilan razvoj i funkcionisanje Gl barijere

domacina. Tako je postnatalni razvoj limfoidnih struktura crevnog trakta zavisan od
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prisustva simbionata. Crevna mikroflora stimuliSe imunski sistem domacina, kako lokalno,
na nivou intestinalnog tkiva, tako i sistemski, u cirkulaciji (Kamada i saradnici, 2013).
Istovremeno, u odraslom organizmu, prisustvo mikroflore je znacajno sa aspekta
odrzavanja fizickog integriteta s obzirom da odsustvo mikroflore ¢ini eksperimentalne
zivotinje podloznijim hemijskom oste¢enju intestinalne barijere i crevnim infekcijama
(Sommer i Backhed, 2013).

Od ulaska u Gl trakt, mikroorganizmi se suocavaju sa nizom antimikrobnih sistema
domacina. U usnoj duplji, najvazniji antimikrobni mehanizmi su sekrecija antimikrobnih
peptida (AMP), laktoferina, sekretornih imunoglobulina A (sIgA) kao i brz protok te¢nosti,
¢ime se ograni¢ava adhezija bakterija za oralnu mukozu. Nakon napustanja usne duplje,
mikroorganizmi se suocavaju sa niskom pH vrednoséu zeluda¢nog soka i hidrolitiCkom
aktivno$c¢u pepsina, dok su u proksimalnom delu tankog creva izlozeni, kako digestivnim
enzimima, tako 1 saponificirajuéem dejstvu zucnih soli, koji predstavljaju luminalne
antimikrobne mehanizme domacina. Jo$ jedan vazan antimikrobni mehanizam je
peristaltika creva koja je intenzivna u tankom crevu, gde je vreme zadrzavanja hrane 2-6 h
kod ¢oveka, a smanjuje se u debelom crevu gde je vreme zadrzavanja sadrzaja 48-70 h
(Van den Abbeele i saradnici, 2011).

Zastita koju mukozna barijera Gl trakta obezbeduje domacinu opisuje se kao fizicka,
hemijska i imunoloska (Slika 2). Pored sloja epitelnih ¢éelija, fizickoj zastiti doprinosi i sloj
mukusa, koga luce peharaste Celije i koji prekriva povrsinu epitela. Hemijsku barijeru ¢ine
AMP molekuli koji se sintetiSu od strane epitelnih i Panetovih ¢elija (Sommer i Béackhed,
2013). Imunolosku barijeru GI trakta prvenstveno ¢ini SIQA Kkoji oblaze i neutraliSe
luminalne bakterijske antigene. U slucaju da nabrojani sistemi odbrane nisu dovoljno
efikasni, dodatnu imunolosku barijeru ¢ine subepitelni limfociti i fagociti, ukljucujuéi
dendriti¢ne c¢elije 1 makrofage (Yu i saradnici, 2012). Dendritine ¢elije uzorkuju
bakterijske antigene indukujuci proizvodnju specifi¢nih imunoglobulina. Makrofagi reaguju
u slucaju probijanja epitelnog sloja dovodeci do uklanjanja potencijalno opasnih bakterija i

eventualne indukcije adaptivnog imunskog odgovora (Hooper, 2009; Yu i saradnici, 2012).



O (-]
CJ O O O O O 0 Lumen
()
_ () o O
>0 "9 5 2% o ofmm,

Antimikrobni
proteini i/
0 }/{5 Wl Unutradnjl

&} i
(®) mukusni sioj
OOO O% 4 9’& ~
eptera Q

celja

VAR AP
Transcitoza ‘ ‘
Ol O N %
| } (
\\_Q,/ Q/\ - ) W
Lamina propna ‘Demﬂiéna -
celija Ziva bakterijska

celija Makrofag

zA %ge% A
Indukcija IgA specificnih
za luminalne bakterije

1

B Celijr /‘

Slika 2. Barijere Gl trakta. Fizi¢ku barijeru ¢ini mukusni sloj i ¢vrsto povezane epitelne

Ubijanje bakterija koje
prodiru kroz epitel

¢elije. Hemijsku barijeru ¢ine AMP molekuli. ImunoloSku barijeru na prvom mestu ¢ine

dendriti¢ne ¢elije 1 makrofagi. Modifikovano iz publikacije Hooper (2009)

Sloj mukusa koji pokriva entero/kolonocite je medu prvim odbrambenim sistemima sa
kojim se suocavaju intestinalni mikroorganizmi. Osnovni gradivni element mukusa su
mucinski glikoproteini  koji mukusu daju Zzelatinoznu konzistenciju Sto otezava
,difundovanje* Cesti¢nih antigena iz lumena ka sloju epitelnih ¢elija i tako, u sadejstvu sa
peristaltikom creva, ucestvuje u ljuStenju ,,zalepljenih® mikroorganizama sa povrSine
epitela (Van Tassell i Miller, 2011; Sommer i Backhed, 2013). Kod ¢oveka je opisan 21 gen
koji kodira za mucinske proteine, koji mogu biti bilo sekretorni ili membranski a, u
zavisnosti od tipa glikozilacije, prisutni su kao neutralni ili kiseli mucini. Razlike u tipu
glikozilacije odgovorne su za regionalne razli¢itosti mucina; tako se mucini Gl trakta
razlikuju od respiratornih kao i od mucina prisutnih u UG traktu ili pljuva¢nim zlezdama
(Van Tassell i Miller, 2011). Mukus, pored uloge u spre¢avanju prodora mikroorganizama

ka epitelnom sloju, omogucava delovanje drugih antimikrobnih faktora, ukljucuju¢i AMP
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molekule i sIgA. Sloj mukusa koncentriSe AMP molekule i slgA u neposrednoj blizini
epitela gde formiraju hemijsku i imunolosku barijeru koja spre¢ava umnozavanje
mikroorganizama. Na taj nacin se, zahvaljuju¢i mukusu, u neposrednoj blizini epitela
formira sloj koji obuhvata visestruke zastitne mehanizme i koji, kao takav, omogucava
rigoroznu selekciju mikroorganizama koji stupaju u kontakt sa tkivom domacina. Tako
nastaje  populacija MAMC mikroorganizama. U uslovima homeostaze broj
mikroorganizama u neposrednoj blizini epitela vise od deset puta je manji od broja
luminalnih mikroorganizama (Van den Abbeele, 2011).

Pretpostavlja se da je jedan od razloga za strogu selekciju MAMC mikroorganizama
njihova bliska interakcija sa epitelnim i imunskim sistemom koja ostvaruje neposredan
uticaj na funkcionisanje i fiziologiju GI trakta domacina a, prema mnogim podacima, i
drugih organa van GI sistema (Sommer i Backhed, 2013). Namecée se da je poznavanje
odgovora Gl mukoze na prisustvo simbionata elementarno u interpretaciji fizioloskih i

patoloskih efekata crevne mikroflore na domacina.

1. 3. Vezivanje simbionata za Gl mukozu sisara

“When goods don’t cross borders, soldiers will”” - Frederic Bastiat

Prilazak simbiontskih mikroorganizama sloju epitelnih ¢elija kljucan je za ostvarivanje
interakcije sa domacéinom i odrzavanje homeostaze Gl trakta. Pored toga, bliskom
asocijacijom sa epitelnim ¢elijama, simbiontski mikroorganizmi otezavaju vezivanje i dalji
prodor patogena. Stoga se kao jedan od glavnih Kkriterijuma za selekciju probiotika navodi
sposobnost adhezije za crevnu mukozu, koja moze ukljucivati vezivanje za epitelne celije,
za mukus ili za komponente vancelijskog matriksa (ECM, Extra Cellular Matrix).
Laktobacili poseduju niz adhezina koji se u odnosu na strukturu i poziciju na bakterijskoj
¢eliji, ciljne elemente GI mukoze i mehanizam ukotvljavanja na povrsSini bakterija dele na:
mucin/mukus vezujuée proteine, povrSinske (S-layer, Surface layer) proteine, sortaza-
zavisne proteine, proteine ukljuCene u vezivanje za ECM 1 neproteinske adhezine

(lipoteihoicna kiselina i egzopolisaharidi) (Sengupta i saradnici, 2013).
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Najces¢e ispitivani adhezini laktobacila sa ulogom u vezivanju za mukus su proteini
koji sadrze ponovljene funkcionalne domene oznacene kao mukus-vezujué¢i (MUB, MUcus-
Binding) domeni, duzine 100-200 amino-kiselina. MUB domen je svrstan u familiju mucin-
vezujucih proteinskih (MucBP, Mucin-Binding Protein) domena, koji imaju oko 50 amino-
kiselina i njihova je ukljuc¢enost u vezivanje za mucin predvidena samo bioinformaticki
(Punta i saradnici, 2012). Prisustvo sekvenci koje kodiraju za MucBP domen pokazano je u
genomima velikog broja laktobacila ukljuc¢ujué¢i Lb. acidophilus, Lb. reuteri, Lb.
fermentum, Lb. salivarius, Lb. gasseri, Lb. plantarum, i drugi (Van Tassell i Miller, 2011).
Osim u laktobacilima, MucBP domen prisutan je i kod predstavnika rodova Listeria,
Streptococcus i Lactococcus (Punta i saradnici, 2012). Uloga MucBP domena je pokazana
kod patogenog soja Streptococcus pneumoniae u in Vvitro esejima sa preciséenim
zeluda¢nim mucinom i epitelnim ¢elijama respiratornog trakta (Du i saradnici, 2011).
Proteini sa MUB domenom do sada su pronadeni samo kod laktobacila i njihova uloga u
vezivanju za mukus pokazana je u nekoliko nezavisnih istrazivanja, npr. kod Lb.
rhamnosus, kod Lb. reuteri, ili, bar potencijalno, kod Lb. plantarum (Boekhorst i saradnici,
2006; MacKenzie i saradnici, 2010; Von Ossowski i saradnici, 2011). Neki od opisanih
proteina sa okarakterisanim MUB domenom su Mub protein iz Lb. reuteri, Msa protein iz
Lb. plantarum i 32-Mmubp iz Lb. fermentum (Sengupta i saradnici, 2013).

Jos jedan od faktora koji se dovodi u vezu sa adhezijom BMK za crevnu mukozu je
faktor uklju¢en u agregaciju, fenomen koji pojedinim bakterijama omogucéava da se
medusobno udruzuju u agregate (Kojic i saradnici, 2011). U kontekstu adhezije, agregacija
deluje kao pozeljno svojstvo s obzirom da bi agregirajuci sojevi mogli formirati fizicku
barijeru koja bi sa visokom efikasnoséu spreCavala kolonizaciju patogena (Goh i
Klaenhammer, 2010). lako domen odgovoran za agregaciju nije poznat, uloga
autoagregacionog fenotipa testirana je u in vitro sistemima na epitelnim ¢elijskim linijama,
a pokazano je i da doprinosi pojacanoj kolonizaciji GI trakta eksperiementalnih Zivotinja
(Voltan i saradnici, 2007; Malik i saradnici, 2013, Tuo i saradnici, 2013). Sta vise, proteini
odgovorni za vezivanje za mucin/mukus cCesto se povezuju Sa autoagregacijom
(transaldolaza, glukoziltransferaza, inulolsukraza) (Walter i saradnici, 2008; Gonzalez-
Rodriguez i saradnici, 2012).

10



Uvod

Imajuc¢i u vidu kompleksnost sastava bakterijske povrsine kao i veliku raznovrsnost
mikroorganizama, spisak navedenih adhezivnih faktora nije potpun. Dodatna ispitivanja su

neophodna u cilju potpunijeg definisanja interakcije laktobacila sa GI mukozom domacina.

1. 4. Laktobacili kao probiotici
,,Let food be thy medicine and medicine be thy food* - Hippocrates

Najcesc¢e koris¢eni probioticki sojevi mikroorganizama pripadaju vrstama iz rodova
Lactobacillus i Bifidobacteria (Isolauri i saradnici, 2001). Jedan od razloga za Siroku
primenu laktobacila kao probiotika jesu pozeljne karakteristike koje omogucavaju njihovo
koriséenje u proizvodnji fermentisanih proizvoda. S obzirom na niz podataka o efektima
laktobacila, mnogi proizvodaci fermentisane hrane, pre svega mle¢nih proizvoda, koriste
laktobacile ¢ime nastaje pojam tzv. funkcionalne hrane - hrane kojom se ostvaruju pozitivni
zdravstveni efekti. Kako su laktobacili prirodni kolonizatori Gl trakta i relativno retko su
uzroc¢nici infekcija, spadaju u grupu organizama koji se smatraju bezbednim (GRAS,
Generally Regarded As Safe) (Farnworth, 2008).

Unos laktobacila poja¢ava neimunoloske odbrambene barijere domacina, ukljucujuéi
lu¢enje defenzina od strane enterocita Sto je pokazano u sistemu in vitro, kao i produkciju
mucina nakon administracije u zivotinje in vivo (Caallero-Franco i saradnici, 2007; Schlee
i saradnici, 2008). Imunoloski efekti laktobacila povezuju se sa indukcijom sinteze
citokina: 1L-10 (InterLeukin-10), IL-1p, IFNy (InterEeroNy), IL-6, IL-8, sa povecanjem
fagocitozne sposobnosti perifernih polimorfonukleara i mononukleara, sa povecanjem
aktivnosti celija prirodnih ubica (NK, Natural Killer) i sa pove¢anjem lucenja sIgA.
Opisani mehanizmi dovode do jac¢anja nespecifi¢nih sistema odbrane bez posledicne
aktivacije adaptivnog imunskog odgovora (Gill, 2003).

U literaturi se navodi da bi probiotici trebalo da budu konzumirani u velikim
koliginama (po nekim preporukama u opsegu od 10°~10"* CFU dnevno, zavisno od soja), u
duzem periodu vremena, kako bi ostvarili pozitivne efekte na domacina (Douglas i
Sanders, 2008; Harzallah i Belhajd, 2013). S obzirom da su probiotici po definiciji zivi

organizmi, vijabilnost ¢elija je imperativ u njihovoj primeni. Medutim, pitanje bezbednosti
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je najznacajniji faktor u klinickoj primeni probiotika (Harzallah i Belhajd, 2013). Stoga bi,
po novijim Kriterijumima, probiotici trebalo da budu privremeni kolonizatori Gl trakta,
odnosno nakon prestanka tretmana, ne bi trebalo da se zadrzavaju u domacinu (Meieregger
I saradnici, 2011). Vecina laktobacila u probiotickim preparatima je alohtona za Gl trakt
sisara, Sto spreCava njihovo duze zadrzavanje u Gl traktu nakon prestanka administracije
(Gourbeyre i saradnici, 2011). Time se postize kontrola njihove brojnosti i sprecava
eventualno invazivno delovanje kod imunokompromitovanih osoba.

Do sada su veoma retki podaci o Stetnom delovanju primene probiotika. Medutim,
mnoge vrste iz rodova koji se koriste kao probiotici, ukljucujuci i laktobacile, prisutni su
medu klini¢kim izolatima iz inficiranih rana, krvi kod sistemskih infekcija i tkiva srca kod
endokarditisa (Cannon i saradnici, 2005). Bez obzira na navedeno, pretpostavlja se da
laktobacili mogu delovati invazivno samo kod imunokompromitovanih osoba; iako je ovo
problematika koja zahteva dodatna ispitivanja. Trenutno postoji niz zivotinjskih modela na
kojima se ispituje bezbednost probiotika kod imunokompromitovanih subjekata, kao Sto su
modeli endokarditisa, kolitisa, povrede jetre i imunodeficijencije. Dodatno se nalaze da se
testira osetljivost na antibiotike, prisustvo mobilnih genetickih elemenata koji nose
rezistenciju na antibiotike, eventualno toksi¢no delovanje kao i osetljivost na antimikrobne

mehanizme domacina (Harzallah i Belhajd, 2013).

1. 5. Reakcija tkiva domacina na prisustvo simbionata

,,1he only good microbe is a dead microbe**- popular belief. True or...

S obzirom na ogromnu povrsinu i izlozenost velikoj koli¢ini antigena, imunski sistem
creva oznacen kao limfoidno tkivo povezano sa crevnim traktom (GALT, Gut-Associated
Lymphoid Tissue) predstavlja najvece limfoidno tkivo u organizmu (Shacklett i saradnici,
2003). Cine ga neorganizovana efektorska mesta koja ukljuéuju imunske ¢elije subepitelne
lamina propria i intraepitelne limfocite i organizovane strukture kao $to su mezenteri¢ni
limfni &vorovi (MLC), Pejerove ploge tankog creva (PP) i izolovani limfoidni folikuli (ILF)
koji su prisutni u tankom i debelom crevu (Werner, 2011). Pored MLC, smatra se da i PP i

ILF igraju ulogu sekundarnih limfoidnih organa sa ulogom indukcije mukoznog imunskog
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odgovora. MLC dreniraju limfu iz GI mukoze prihvataju¢i dendriti¢ne éelije koje nose
mukozne antigene i prezentuju ih naivnim T-limfocitima dovodeé¢i do njihove
diferencijacije (Hooper i Macpherson, 2010). PP i ILF takode imaju sposobnost indukcije
diferencijacije naivnih T-limfocita ali u manjoj meri u odnosu na MLC. Predominantna
uloga PP i ILF je diferencijacija IgA-sekretuju¢ih B-limfocita (Newberry i Lorenz, 2005).

Aktivnu ulogu u odgovoru na luminalne antigene stimulanse imaju epitelne i imune
éelije crevne mukoze. Intestinalne epitelne éelije (IEC), pored fizi¢ke barijere, imaju ulogu
u odrzavanju homeostaze i aktivaciji mehanizama urodenog imunskog odgovora. Nakon
prepoznavanja simbionata oslobadaju TNFa (Tumour Necrosis Factor a) 1 IL-6 koji mogu
doprineti boljoj ,.komunikaciji“ izmedu subepitelnih mijeloidnih ¢elija vodeéi pojacanoj
reparaciji epitela (Galdeano i saradnici, 2007; Rescigno, 2011).

TNFao se ubraja u glavne citokine ukljucene u akutnu fazu inflamacije (Feghali i
Wright, 1997). Pored epitelnih ¢elija, glavni izvor TNFa u crevnoj mukozi su makrofagi iz
lamina propria, i u manjoj meri Panetove i Thl-¢elije (T-Helper, T-pomo¢nicke). TNFa
receptori su prisutni na velikom broju kako stromalnih tako i hematopoetskih i epitelnih
¢elija (Harrison i Maloy, 2011). TNFa ucestvuje u regrutovanju neutrofila povecavanjem
ekspresije adhezina na povrsini ¢elija endotela i potpomaze biocidnu aktivnost makrofaga
(Feghali i Wright, 1997).

Klju¢nu ulogu u interakciji domacina sa mikroorganizmima imaju receptori slicni Toll
molekulu (TLR, Toll-Like Receptors), koji predstavljaju receptore za prepoznavanje
struktura (PRR, Pattern-Recognition Receptors) i molekulskih struktura povezanih sa
mikroorganizmima (MAMP, Microorganism-Associated Molecular Patterns) (Rakoff-
Nahoum i saradnici, 2004). TLR receptori ostvaruju vaznu ulogu u indukciji sinteze
antimikrobnih proteina. Simbiontski mikroorganizmi su zahvaljuju¢i debelom mukusnom
pokrivacu kao i prisustvu sIgA i AMP molekula uglavnom spreceni da prodru u unutrasnja
tkiva domacina. Nasuprot njima, patogene bakterije poseduju mehanizme kojima
prevazilaze hemijske i fizicke barijere Gl trakta. U skladu sa tim, PRR su lokalizovani tako
da omoguce razlikovanje simbionata i patogena. Intestinalne epitelne ¢elije su strukturno i
funkcionalno polarizovane, pri ¢emu je apikalna povrSina u kontaktu sa intestinalnim

lumenom a bazolateralna sa subepitelnom bazalnom membranom i sa lamina propria.
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Takva polarizovanost epitelnih ¢elija odrzava se pomocu pukotinastih meducelijskih
spojeva. Dodatno, ekspresija TLR receptora je regulisana u odnosu na lokalizaciju na

epitelnim celijama. TLR2 receptor, ¢iji je ligand peptidoglikan poreklom pretezno od
Gram-pozitivnih bakterija i TLR4 receptor, ¢iji je ligand lipopolisaharid (LPS) Gram-
negativnih bakterija eksprimiraju se na bazolateralnoj povrSini. Sli¢na je distribucija i
flagelinskog TLR5 receptora. S druge strane, TLR9 receptor, koji detektuje
oligonukleotide, eksprimiran je na povrsini epitelnih celija creva, dok je u celijama
imunskog sistema detektovan na endozomima (Abreu, 2010).

Uopste uzev, ekspresija TLR receptora na epitelnim celijama creva relativno je niska
(Abreu, 2010). Medutim, predlozen je model po kome ekspresija TLR receptora na
apikalnim delovima epitelnih celija, iako niska, ima znacaj u odrzavanju homeostaze,
reagujuc¢i na simbionte i aktiviraju¢i urodene mehanizme imunoloske zaStite ¢ime bi se
kontrolisao broj simbionata (Hooper, 2009). Alternativno objaSnjenje bilo bi da tokom
stalne obnove epitela, dolazi do kontakta simbionata sa bazolateralno pozicioniranim
receptorima omogucavajuci aktivaciju epitelnih ¢elija dovoljnu za odrzavanje integriteta Gl
barijere.

Subepitelno, u nivou rastresitog veziva strome crevnog tkiva pozicionirane su celije
imunskog sistema koje reaguju na eventualnu invaziju mikroorganizama sprecavajuci
njihov dalji prodor u sterilna visceralna tkiva. Subepitelne imunske celije creva ukljucuju
¢elije limfoidne i c¢elije mijeloidne loze (Rescigno, 2011). Urodene limfoidne celije
intestinalnog tkiva su proizvodaci IL-17 i IL-22, koji su ukljuceni u regrutovanje neutrofila
odnosno indukciju antimikrobne aktivnosti epitela (Ishigame i saradnici, 2009; Maynard i
saradnici, 2012).

Mijeloidne ¢elije crevnog tkiva ukljucuju intestinalne makrofage i dendriti¢ne celije,
koji imaju nisku reaktivost na TLR signalizaciju (Bain i saradnici, 2013). Dendriti¢ne Celije
imaju sposobnost ,,provlacenja® izmedu intestinalnih epitelnih c¢elija i uzorkovanja
luminalnih antigena (Harrison i Maloy, 2011). Mijeloidne imunske celije intestinalne
mukoze kontrolisane su signalima oslobodenim od strane epitela i uéestvuju u odrzavanju

ravnoteze izmedu nastanka regulatornih IL-10 produkujuc¢ih Treg i proinflamatornih Thl i
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Th17-limfocita, koji predominantno oslobadaju IFNy i IL-17 citokine (Abreu, 2010; Ueda i
saradnici, 2010; Laffont i saradnici, 2010; Harrison i Maloy, 2011).

IL-17 je proinflamatorni citokin koji se Cesto povezuje sa nastankom autoimunskih
bolesti. Do sada je opisano Sest ¢lanova IL-17 familije citokina pri ¢emu IL-17A i IL-17F
dele najveci stepen sli¢nosti na proteinskom nivou i u odnosu na biolosku aktivnost (Cua i
Tato, 2010). Istrazivanje Ishigame i saradnika (2009) pokazalo je da se u kolonu IL-17F
predominantno proizvodi od strane epitelnih ¢elija 1 ¢elija urodene imunosti dok IL-17A
proizvode uglavnom Thl7-¢elije. Receptor koji vezuje IL-17F, oznacen kao IL-17AC,
prisutan je predominantno na epitelnim celijama. Receptor IL-17RA Kkoji, iako prepoznaje
obe forme IL-17, vezuje IL-17A sa vec¢im afinitetom, eksprimiran je na povrSini T-
limfocita i makrofaga. Navedeno ukazuje da IL-17F u najvecoj meri stimuliSe epitelne
¢elije kolona na sintezu AMP molekula i hemoatraktanata dok IL-17A ima ulogu u
stimulaciji makrofaga i T-limfocita (Ishigame i saradnici, 2009).

Autori rada objavljenog 2012. godine (Malvin i saradnici) zna¢ajnu ulogu u saniranju
povreda mukoze pridaju mijeloidnim ¢elijama. lako su zivotinje sa nedostatkom TLR
signalizacije podloznije eksperimentalno indukovanom akutnom kolitisu, TLR signalizacija
ograniCena na mijeloidne celije, kod takvih zivotinja dovodi do ublazavanja simptoma.
Takvi podaci ukazuju na znacaj simbiontskih mikroorganizama u reparaciji epitela.

Stromalne ¢elije su, pored limfoidnih i mijeloidnih ¢elija, neophodne za adekvatan
odgovor tkiva creva na povredu epitela. Istrazivanje je pokazalo da najvazniju ulogu u
reparaciji crevnog epitela imaju stromalne Ccelije oznacene kao miofibroblasti koje
produkcijom prostaglandina E2 (PGE2) omogucavaju proliferaciju epitelnih ¢elija (Pull i
saradnici, 2005; Pai i saradnici, 2002). Pokazano je da je za aktivaciju stromalnih ¢elija
neophodna TLR-zavisna signalizacija u mijeloidnim c¢elijama i aktivacija makrofaga
(Malvin i saradnici, 2012).

Pored polarizovane ekspresije TLR receptora u okviru intestinalnog epitela, drugi
aspekt strateske lokalizacije PRR receptora ukljucuje citosolnu detekciju MAMP obrazaca,
zasnovano na ¢injenici da patogene bakterije poseduju mehanizme kojima svoje faktore
virulencije ubacuju unutar ¢elija domacina. Citosolni PRR receptori oznac¢eni kao NLR

(Nucleotide oligomerization domain - Like Receptor, receptor slican nukleotidnom
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oligomerizacionom domenu) prisutni su kako u celijama epitela tako i u mijeloidnim
¢elijama i imaju potencijal da detektuju patogene bakterije i tzv. signale opasnosti (Van den
Abbeele i saradnici, 2011). Invazija bakterija u subepitelni prostor ¢esto rezultira ¢elijskim
oste¢enjem 1 time obezbeduje signal za pokretanje odbrambenog imunskog odgovora.
Signali oslobodeni od strane stresiranih ili oSte¢enih ¢elija predstavljaju unutrasnje signale
opasnosti ili tzv. molekulske strukture povezane sa opasnosé¢u (DAMP, Danger-Associated
Molecular Patterns) (Van den Abbeele i saradnici, 2011). Veéina DAMP struktura biva
detektovana posredstvom unutarcelijskih receptora celija domacdina. S druge strane,
spoljasnji signali opasnosti kao Sto su LPS, peptidoglikan, nemetilovani CpG ponovci, itd.
signaliziraju uglavnom preko TLR receptora (Blum i Schiffrin, 2003).

Puni efekat NLR receptori ostvaruju tek u sprezi sa indukcijom TLR kompleksa. TLR
signalizacija je potrebna za sintezu neaktivnih formi a zatim se aktivacijom NLR receptora
unutarcéelijskim faktorima virulencije sintetiSu zrele forme potentnih inflamatornih citokina
(Van den Abbeele i saradnici, 2011). NLR receptori dovode do aktivacije kaspaza-1-
aktivirajuceg kompleksa oznacenog kao inflamazom. Aktivacija inflamazoma dovodi do
oslobadanja aktivnih formi IL-1 familije inflamatornih citokina: IL-1pB, IL-18 i IL-33
(Biswas i Kobayashi, 2013).

Za razliku od TNFa koji u odredenim situacijama moze delovati zastitno, IL-1p je
potentan citokin sa snaznim proinflamatornim delovanjem. IL-1B se pretezno oslobada od
strane aktiviranin makrofaga lamina propria i dovodi do aktivacije mijeloidnih ¢elija i
regrutovanja neutrofila. Dodatno potpomaze diferencijaciju Thl7-limfocita i aktivaciju
efektorskih T-limfocita (Harrison i Maloy, 2011). IL-1p se sintetiSe kao prekursor (pro-IL-
1P) veli¢ine 31 kDa. Nakon aktivacije kaspaze-1, pro-1L-1p se iseca u aktivnu formu od 17
kDa. Aktivacija kaspaze-1 zavisna je od formiranja inflamazoma do koje dolazi
aktivacijum unutarcelijskog NLR receptora delovanjem endogenih ili egzogenih
stresogenih faktora. Nakon sekrecije, IL-1B se vezuje za IL-1p receptore, koji su
eksprimirani na povrSini velikog broja ¢elija ukljucujuéi epitelne i endotelne celije, kao 1
¢elije mijeloidne i limfoidne linije (Franchi i saradnici, 2012).

Sumarno, epitelne i mijeloidne ¢elije crevne mukoze ,programirane® su tako da u

uslovima homeostaze minimalno reaguju na stimulaciju luminalnim mikroorganizmima, Sto
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se postize bazolateralnom lokalizacijom PRR receptora na epitelnim celijama i
minimalnom reaktivnos¢u mijeloidnih ¢elija na PRR ligande. Nakon povrede ili infekcije,
prve reaguju epitelne celije aktivacijom bazolateralnih receptora kao i intraepitelni limfociti
koji detektuju molekule oslobodene iz ostecenih ¢elija (Kunisawa 1 saradnici, 2007).
Aktivnost mijeloidnih ¢elija se povecava aktivacijom membranskih receptora S§to vodi
pojacanoj reparaciji epitela i eventualnom regrutovanju neutrofila. U slucaju intenzivnije
povrede ili teze infekcije, mijeloidne Celije reaguju na molekule oslobodene iz oSte¢enih
¢elija i na patogene i to putem unutaréelijskih receptora, dovodeéi do indukcije adaptivnog
imunskog odgovora. Opsti zakljuéak je da u bazalnim uslovima, detekcija spoljasnih
signala opasnosti dovodi do indukcije tolerancije i smanjenja patoloskog adaptivnog
inflamatornog odgovora. Istovremeno, prisustvo unutrasnjih signala opasnosti ima

potencijal da pokrene snazan inflamatorni odgovor (Blum i Schiffrin, 2003).

1. 6. Zapaljenske bolesti creva
“Bacteria keeps us from heaven and puts us there”- Martin H. Fischer

Intestinalni mikrobni ekosistem moze biti veoma dinamican u zavisnosti od faktora
sredine ili zdravstvenog statusa domacina. Tako ishrana bogata biljnim polisaharidima
pogoduje rastu predstavnika roda Bacteroides i Firmicutes, koji predstavljaju klasicne
sisarske simbionte, a snizava broj patobionata i enteropatogena (Candela i saradnici, 2011).
S druge strane, ishrana bogata proteinima pogoduje rastu koliformnih bakterija (kao Sto je
Escherichia coli) ¢iji se proizvodi metabolizma, izmedu ostalog, dovode u vezu i sa
nastankom raka debelog creva (Hentges, 1980; Rafter, 2002). Najznacajnija promena
sastava intestinalne mikroflore primeéena je u patoloskim stanjima kao §to su inflamatorne
bolesti creva (IBD, Inflammatory Bowel Diseases). Inflamacija naruSava homeostatsku
ravnotezu u okviru intestinalne mikroflore, pomeraju¢i je sa dobrocudnih i zaStitnih
simbionata ka patobiontima (Candela i saradnici, 2011). Patobionti kolonizuju GI trakt i u
uslovima homeostaze, ali oksidativni stres tokom inflamacije pogoduje njihovom rastu, kao
i obilje lako dostupnih hranljivih materija koje nastaju degradacijom tkivnih

makromolekula. Patobionti predstavljaju manje zastupljene, ali stalno prisutne ¢lanove
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intestinalne mikroflore zdravog domacina. S obzirom na visoku otpornost na antimikrobne
mehanizme domacina, postaju dominantni u upaljenom tkivu, i dodatno doprinose
pojacanju imunskog odgovora domacina (Morgan i saradnici, 2012). Inflamatorne bolesti
creva okarakterisane su redukcijom raznovrsnosti klostridija iz klastera 1V 1 XIVa i tipa
Firmicutes, a povecanja predstavnika tipa Bacteroidetes, barem u aktivnoj fazi bolesti
(Sokol i saradnici, 2009; Khor i saradnici, 2011). Takode je pokazano izraZzeno poveéanje
broja enterobakterija (Candela i saradnici, 2011).

Nepravilno funkcionisanje Gl barijere dovodi do inflamatornih procesa koje se u
odnosu na klinicko-patoloSka svojstva i lokalizaciju dele na Kronovu bolest i ulcerozni
kolitis. Kod Kronove bolesti je prisutna hipertrofija peharastih ¢elija i povecana je debljina
mukusnog sloja, Sto ukazuje da deficijencija u sekreciji mukusa nije u osnovi patogeneze
ove bolesti. Pored spomenutog, pokazano je i poveéanje intestinalne propustljivosti za koje
se pretpostavlja da je, kod aktivne bolesti, izazvano pove¢anim luc¢enjem TNFa i IFNy koji
dovode predominantno do smrti epitelnih ¢elija (McGuckin i saradnici, 2009). U zdravom
tkivu integritet epitela odrzavaju adhezivne meducelijske veze koje formiraju proteini
katenini i B-kadherini (Kucharzik i saradnici, 2001).

Istovremeno, pukotinaste meducelijske veze koje formiraju Klaudini i okludini, kojima
pripada i TIP1 (Tight Junction Protein 1) protein, oznacen i kao ZO1 (Zonula Occludens 1)
(Kiener i saradnici, 2007), imaju ulogu u odrZavanju polarizovanosti IEC i spre¢avanju
prodora luminalnih materija u dublje slojeve crevnog tkiva (Abreu, 2010). U uslovima
inflamacije proinflamatorni citokini TNFo i IFNy dovode do internalizacije proteina
pukotinastih veza, bez smanjenja nivoa njihove ekspresije (Bruewer i saradnici, 2003). Kod
pacijenata sa Kronovom boles¢u i ulceroznim kolitisom uoceno je smanjenje ekspresije
proteina pukotinastih veza, kako na nivou translacije tako i na nivou transkripcije
(Kucharzik 1 saradnici, 2001). Epitelna propustljivost je pokazana i kod srodnika obolelih
od Kronove bolesti Sto ovaj faktor dovodi u vezu sa ranom fazom oboljenja. Translokacija
bakterija je takode pokazana u ovoj bolesti Sto se moze povezati sa povecanom
propustljivosc¢u barijere, ali se moze pripisati i defektu u obradi i prezentaciji bakterijskih
antigena odnosno smanjenom funkcionalno$¢u mijeloidnih ¢elija koje ucestvuju u

njihovom uklanjanju (McGuckin i saradnici, 2009).
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Za razliku od Kronove bolesti, ulcerozni kolitis se karakteriSe redukcijom u broju
peharastih ¢elija i smanjenom produkcijom mucina 2 (MUC2) i posledi¢énim smanjenjem
debljine zastitnog mukusnog sloja. U ulceroznom kolitisu nije uoceno poveéanje
propustljivosti intestinalne barijere niti translokacija luminalnih mikroorganizama, Sto je
jedna od znacajnih razlika u odnosu na Kronovu bolest (McGuckin i saradnici, 2009).
Istovremeno, kod pacijenata obolelih od Kronove bolesti primena antibiotika pokazala se
delotvornom, dok takav rezultat nije primecen kod pacijenata sa ulceroznim kolitisom
(Sartor, 2006). Nasuprot Kronovoj bolesti, gde inflamacija zahvata sve zidove creva, od
mukoze do submukoznog misi¢nog sloja (tzv. transmuralna inflamacija), kod ulceroznog
kolitisa inflamacija ne prodire dublje od submukoze (McGuckin i saradnici, 2009).

Polimorfizmi identifikovani ispitivanjem genoma obolelih od Kronove bolesti ukazuju
na deficijenciju urodenog imunskog odgovora, Sto je u skladu sa funkcionalnim studijama
koje su potvrdile narusenu funkciju barijere i defekt u uklanjanju luminalnih bakterija kod
obolelih od Kronove bolesti. Cinjenica koja u najveéoj meri ide u prilog hipotezi
imunodeficijencije u nastanku Kronove bolesti jeste da pacijenti koji imaju druge vrste
naslednih deficijencija urodene imunosti i funkcionalnosti fagocita razvijaju neinfektivne

upale creva koje histoloski podsecaju na Kronovu bolest (Hayee i saradnici, 2010).

Inflamacija

. - 5 Preterana reakcija na luminalne
Povecana propustljivost epitela bakterije

Smanjeno uklanjanje bakterija Ostecenje epitelne barijere

Inflamacija

Slika 3. Predlozeni model razvoja Kronove bolesti kao posledice imunodeficijencije;
(Cobrin i Abreu, 2005)
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Slika 3 ilustruje zacarani krug u kome smanjena sposobnost uklanjanja luminalnih
mikroorganizama usled oslabljenog akutnog imunskog odgovora dovodi do inflamatorne
reakcije tkiva na nekontrolisano umnozene mikroorganizme. Nastala inflamacija dodatno
doprinosi oste¢enju barijere i sve vecem prodiranju mikroorganizama u dublje slojeve tkiva
(Cobrin i Abreu, 2005).

S obzirom na znafaj mehanizama urodene imunosti u patogenezi Kronove bolesti,
podsticanje imunskih funkcija epitelnih celija i subepitelnih fagocita kao i aktivnosti
neutrofila od strane luminalnih mikroorganizama bi u teoriji moglo preduprediti nastanak
lezija kao i eventualnu hroni¢nu fazu bolesti. Stoga su razvijeni brojni eksperimentalni in
vivo modeli kako bi se simulirali patoloski procesi u Kronovoj bolesti i ujedno ispratili
mehanizmi koji su aktivni pre razvoja bolesti. Medu tim modelima su geneticki i hemijski
indukovani modeli. Jedan od najjednostavnijih, ali dovoljno reproducibilnih i minimalno
invazivnih modela je TNBS (trinitrobenzensulfonat) model Kkolitisa koji nastaje nakon
unosa TNBS-a u lumen kolona. Ovaj model se karakteriSe pojavom ulceracija mukoze i
prisustvom ¢elijskih infiltrata (Llopis i saradnici, 2005). lako lokalizovan u nivou kolona
(otuda naziv kolitis), odgovara Kronovoj bolesti kod coveka (Dothel i saradnici, 2013).

Jedan od znacajnih pokazatelja stepena zastite celije i tkiva od osSteCenja je sinteza
proteina toplotnog stresa (HSP, Heat Shock Proteins) koji su ukljuceni u odrzavanje
konformacije 1 funkcije celijskih proteina. Njihova se sinteza indukuje u odgovoru na
stresne stimuluse ukljucujuéi toplotni stres, teSke metale, radijaciju, bakterije, viruse,
oksidanse ili citokine. Najinducibilniji HSP protein je forma oznafena kao HSP70i
(Barbatis i Tsopanomichalou, 2009). lako je funkcija HSP povezana sa povecanjem
mehanizama odbrane ¢elije od oStecenja, u eksperimentalno indukovanom akutnom kolitisu
kao i u inflamacijama GI trakta kod ljudi pokazano je smanjenje nivoa HSP70 proteina koje
je regulisano na nivou translacije (Hu i saradnici, 2009). Pored citoprotekcije, HSP70
deluje i kao signal opasnosti dovode¢i do aktivacije urodenog imunskog odgovora delujuéi
kao ligand za TLR receptore i dodatno, aktiviraju¢i citotoksicne NK ¢elije (Vabulas i
saradnici, 2002; Elsner i saradnici, 2010). Pokazano je da miSevi deficijentni u sintezi
HSP70 imaju manje intenzivnu akutnu inflamaciju nakon povrede misi¢a ali da je u

kasnijoj fazi inflamacija kod ovih miSeva izrazenija dok je oStecenje tkiva smanjeno.
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Navedeno govori u prilog ulozi mehanizama urodene imunosti indukovanih HSP70
proteinom u inicijaciji reparacije ostecenja (Senf i saradnici, 2013).

Imajuéi u vidu spomenutu teoriju o Kronovoj bolesti koja nastaje usled slabljenja
mehanizama akutnog imunskog odgovora usmerenog ka luminalnim mikroorganizmima,
od interesa je proveriti da li slican mehanizam ucestvuje u patogenezi kolitisa indukovanog
TNBS-om, trenutno najpribliznijeg in vivo modela Kronove bolesti kod ¢oveka. Paralelno
bi se mogao povezati efekat laktobacilusnog soja kod Zivotinja sa kolitisom sa efektom
istog soja kod zdravih Zzivotinja - takvim bi se pristupom stekao potpuniji uvid u
mehanizam delovanja laktobacila i, ujedno, olak3ala selekcija efikasnih probiotickih sojeva
za tretman inflamatornih oboljenja Gl trakta.

Kod pacijenata sa inflamatornim bolestima creva laktobacili su do sada testirani u
kontekstu produzavanja remisije i sprecavanja relapsa nakon hirurske intervencije. lako se
u ulceroznom kolitisu pokazao pozitivan ucinak VSL#3 probiotickog preparata, kod
Kronove bolesti ne postoje ubedljivi dokazi o pozitivnom delovanju probiotika (Sanders i
saradnici, 2013). U nekim sluc¢ajevima postojao je pozitivan efekat laktobacila u odnosu na
placebo kontrolu, ali mali broj pacijenata, odsustvo statisticke znacajnosti kao 1
istovremena primena drugih lekova otezava donoSenje zakljucka vezanog za delovanje
laktobacila (Prantera i saradnici, 2002). Dodatno, u nekim studijama je incidenca relapsa
bila veca kod pacijenata tretiranih laktobacilima (Shen i saradnici, 2009). Pojedini autori
predlazu da bi, alternativno, trebalo razmotriti primenu probiotika preventivno kod dece sa
genetskom predispozicijom za razvoj bolesti. Veruje se da bi, s obzirom na aktuelnu teoriju
0 nastanku Kronove bolesti usled translokacije luminalnih mikroorganizama, laktobacili
mogli ojacati Gl barijeru i/ili smanjiti broj patobionata koji bi dodatno doprineli inflamaciji

u ,,imunodeficijentnom* domacinu (Prantera, 2006).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Primeni laktobacila kao probiotika u klinickoj praksi prethode eksperimentalna
istrazivanja na modelima bolesti koja imaju za cilj da potvrde potencijalno pozitivho
delovanje kao i rizike povezane sa primenom soja od interesa. Dosadasnja istrazivanja u
ovoj oblasti dala su dvosmislene rezultate vezane kako za krajnji efekat u lecenju tako i za
mehanizam delovanja laktobacila. Imajuci u vidu da laktobacili mogu dovesti i do imunske
reakcije tkiva domacina na nepoznati antigen, ciljevi ovog istrazivanja bili su:

- pracenje vremenskog profila odgovora tkiva kolona na unos soja Lactobacillus
fermentum BGHI14 kod zdravih pacova;

- pracenje efekata BGHI14 soja u slucaju narusavanja funkcije Gl barijere TNBS-om
koji indukuje transmuralnu inflamaciju creva - model Kronove bolesti kod ¢oveka; u te
svrhe testiran je efekat razlic¢itih vremenskih rezima tretmana BGHI14 sojem u odnosu na
momenat indukcije bolesti.

Parametri kojima je planirano pracenje delovanja soja BGHI14 ukljucivali su: promene
telesnih masa pacova tokom tretmana, histoloske promene u tkivu kolona, indeks lipidne
peroksidacije kao pokazatelj oksidativnog ostecenja u tkivu kolona, sastav crevne
mikroflore pacova i nivoi iRNK za proteine uklju¢ene u aktivaciju imunskog sistema i
odrzavanje Gl barijere (TNFa, IL-1p, IL-17F, HSP70, TJP1).

S obzirom da efekat laktobacila nakon peroralnog unosa u domacina na prvom mestu
zavisi od ostvarivanja bliske interakcije sa c¢elijama crevne mukoze, u istrazivanju je
testiran uticaj razlicitih proteinskih molekula prisutnih na povrSini bakterija koji mogu
delovati na vezivanje za GI mukozu pacova Wistar soja. U te svrhe analiziran je efekat koji
u vezivanju ostvaruju dva potencijalna adhezivna proteina oznacena kao Aggl
(Aggregation factor from Lactococcus, agregacioni faktor iz roda Lactococcus) i MbpL
(Mucin Binding Protein from Lactococcus, mucin vezujuci protein iz roda Lactococcus) ¢iji
su geni locirani na plazmidu soja Lactococcus lactis subsp. lactis BGKP1. Navedeni
adhezivni faktori su ve¢ eksprimirani u homolognom domacinu a ciljevi ove studije bili su

analiza njihove funkcije u vezivanju za crevnu mukozu:
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- u homolognom domac¢inu BGKP1-20;

- u potencijalnom probiotickom soju Lb. salivarius BGHOL.

Za testiranje funkcije navedenih proteina u adheziji za crevnu mukozu bili su
predvideni testovi vezivanja za izolovani mucin i mucin-produkujuce ¢elije in vitro, zatim
ex vivo esej vezivanja za tkivo creva kao i testiranje doprinosa vezivanju u uslovima in

ViVvo.
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3. MATERIJALI | METODE

3. 1. Bakterijski sojevi, zivotinje i prajmeri koriséeni u istrazivanju

3.1. 1. Bakterijski sojevi

Bakterijski sojevi i derivati koriS¢eni u istrazivanju prikazani su u Tabeli 1.

Soj Lactobacillus fermentum BGHI14 izolovan je iz fecesa novorodenceta hranjenog
maj¢inim mlekom starim dve nedelje. Bakterije su kultivisane u De Man-Rogosa-Sharpe
(MRS) medijumu (Merck GmbH, Darmstadt, Nemacka) na 37°C anaerobno u posudama za
odrzavanje anaerobije (Merck) u koje je radi formiranja anaerobnih uslova dodat
Anaerocult A (Merck). U svrhu tretmana zivotinja sveza prekono¢na bakterijska kultura (10
ml) koja je prethodno rasla 16 h u MRS medijumu (priblizno 10'° CFU) centrifugirana je na
2 500 x g (5804, Eppendorf centrifuge, Hamburg, Nemacka), isprana u fizioloSkom
rastvoru i resuspendovana u 1 ml 11% sterilnog mleka (AD Mlekara Subotica, Subotica,
Srbija). Tako je napravljena bakterijska suspenzija kojom su tretirani pacovi. Kontrolni
pacovi su hranjeni mlekom.

Derivati L. lactis subsp. lactis BGKP1-20 su u eksperimentu kultivisani aerobno na
30°C u M17 medijumu (Oxoid Limited, Hampshire, Ujedinjeno Kraljevstvo) sa 0,5%
glukozom (GML17) i eritromicinom (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Nemacka) u
koncentraciji od 15 pg/ml. Za tretman zivotinja 10 ml sveze prekonoéne Kulture bakterija
(priblizno 10° CFU) gajene 16 h u selektivnom GM17 medijumu centrifugirano je na 2 500
x g (5804, Eppendorf centrifuge) oprano u fizioloSkom rastvoru i resuspendovano u 1 mi
11% obranog mleka (AD Mlekara Subotica). Pripremljenom bakterijskom suspenzijom su
hranjeni pacovi, uz kontrolne pacove koji su hranjeni mlekom.

Soj Lb. salivarius BGHOL predstavlja humani oralni izolat iz laboratorijske kolekcije.
Kultivisan je anaerobno na 37°C u MRS medijumu (Oxoid Limited) u posudama za
odrzavanje anerobije (Merck), a anaerobija je postizana ubacivanjem Anaerocult-a A
(Merck). Bakterijske celije za tretman Zzivotinja pripremljene su nakon prekonocne
kultivacije bakterija u selektivnom MRS medijumu (10 ml), isprane su u fizioloSkom

rastvoru centrifugiranjem na 2 500 x g (5804, Eppendorf centrifuge) i resuspendovane u 1
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ml 11% sterilnog obranog mleka (AD Mlekara Subotica). Dobijena bakterijska suspenzija
je koriS¢ena za hranjenje pacova. Kontrolni pacovi su dobijali mleko.

Celije soja Escherichia coli DH5a koridéene su za propagaciju pGEM-T Easy vektora i
u eksperimentu su gajene aerobno na 37°C uz meSanje u LB (Luria Broth, Luria bujon)
medijumu koji sadrzi: tripton (10 g/l), ekstrakt kvasca (5 g/l) i NaCl (5 g/l) (Kojic i
Ventura, 2001).

3. 1. 2. Eksperimentalne zivotinje

Zenke Wistar pacova iz istog legla, starosti 5-6 nedelja, preuzete su sa Farme Vojno-
medicinske Akademije u Beogradu i za potrebe eksperimenta smeStene u Vivarijumu
Farmaceutskog Fakulteta Univerziteta u Beogradu. Zivotinje su tokom eksperimenta
boravile u polipropilenskim kavezima (najvise Cetiri pacova po kavezu), u aklimatizovanim
prostorijama (t° = 22 + 2°C, vlaznost vazduha 50%) sa kontrolisanim ciklusima svetla (12
h) i mraka (12 h) uz neograni¢en pristup hrani za pacove u vidu standardnih briketa
(Vetprom, Beograd, Srbija) i vodi za pice. Higijena kaveza je odrzavana i Suska je menjana
svakog dana. Oralni tretman zivotinja vrSen je pomocu sonde od nerdajuceg celika otvora
veli¢ine 18 G za peroralni tretman eksperimentalnih Zivotinja (Instech Solomon, Plymouth
Meeting, Pensilvanija, SAD). Sve eksperimentalne procedure sa zivotinjama vrsene su u
skladu sa pravilnikom ustanove za brigu o eksperimentalnim Zivotinjama No 2/09 (Eticki
Komitet Farmaceutskog fakulteta, Univerzitet u Beogradu). Rad sa Zivotinjama u opisanom
istrazivanju odobren je od strane Etickog Komiteta Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u

Beogradu.

3. 1. 3. Prajmeri
Spisak prajmera koris¢enih u istrazivanju prikazan je u Tabeli 2.
Prajmeri (Invitrogen, Paisley, Ujedinjeno Kraljevstvo i Metabion International,

Martinsried, Nemacka) dizajnirani su pomocu softvera Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu) na

osnovu sekvenci uskladistenin u NCBI (National Center for Biotechnology Information)

bazi podataka ili su preuzeti iz drugih radova kao $to je naznaceno u tabeli.
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3. 1. 4. Statisticka obrada i predstavljanje rezultata

Rezultati su predstavljeni graficki pomoc¢u box-and-whisker grafikona, a razlike su
smatrane statisticki znacajnim ukoliko je verovatnoca (P) < 0,05. Vrednosti statisticke
verovatnoce dobijene za razlike izmedu grupa naznacene su iznad grafikona. Kruzi¢i na
grafikonima oznaCavaju ekstremne, a =zvezdice oznacavaju odstupaju¢e vrednosti.
Distribucija podataka je proverena Kolmogorno-Smirnov i Shapiro-Wilk testom i normalno
rasporedeni podaci analizirani su Studentovim t-testom podrazumevajué¢i nejednake
varijanse. Podaci koji nisu normalno rasporedeni logaritamski su transformisani i, ukoliko
su transformisani podaci postajali normalni, primenjivan je t-test. U suprotnom,
primenjivan je neparametarski Mann-Whitney U-test. Statisticka obrada i crtanje grafikona

vrseni su pomoc¢u SPSS 12,0 softvera prilagodenom Windows operativnom sistemu.

Tabela 1. Bakterijski sojevi koris¢eni u istrazivanju

Soj Relevantne karakteristike Literatura

Lactobacillus fermentum
BGHI14 Prirodni izolat Ovaj rad

Lactobacillus salivarius
BGHO1 Prirodni izolat Strahinic i saradnici, 2008

Lactococcus lactis subsp. lactis
Derivati soja BGKP1-20 koji nose konstrukte:

BGKP1-20/pAZIL pAZIL
BGKP1-20/pAZIL-mbpL pAZIL-KPEG
BGKP1-20/pAZIL-aggL pAZIL-KPPvScl Kojic i saradnici, 2011

Escherichia coli
DH5a Soj sa visokom sposobnoscu transformacije;
SUpE44, AlacU169 (J80lacZAM15),
hsdR17, recAl, andAl, gyrA96,
thi-1, relAl Woodcock i saradnici, 1989
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Tabela 2. Nazivi i sekvence prajmera korisc¢enih u istrazivanju

Nazivi
. Sekvence prajmera 5’-3’ Literatura

prajmera

Lab-0159f GGA AAC AG (A/JG) TGC TAATAC CG Heilig i saradnici, 2002

Uni-0515r ATC GTATTACCG CGG CTG CTG GCA Heilig i saradnici, 2002
ATC GTATTACCG CGG CTG CTG GCA

Uni-0515-GCr | CGC CGG GGG CGC GCC CCG GGC GGG Heilig i saradnici, 2002
GCG GGG GCACGG GGG G

B-actin_fw AGC CAT GTA CGT AGC CAT CC Mousavi i saradnici, 2009

B-actin_rev CTCTCAGCT GTGGTG GTG AA Mousavi i saradnici, 2009

IL-1B_fw GGA AGG CAGTGTCACTCATTIGTG Tilleux i saradnici, 2007

IL-1B _rev GGT CCT CAT CCT GGA AGC TCC Tilleux i saradnici, 2007

TNFa_fw AAATGG GCT CCCTCT CAT CAGTTC Peinnequin i saradnici, 2004

TNFa_rev TCTGCTTGG TGG TTT GCT ACG AC Peinnequin i saradnici, 2004

IL-17F_fw GGA AAAGCCTCCTTT GAT CC Ovaj rad

IL-17F rev ACG GAG CTT CAAGGATGT TG Ovaj rad

Hsp 70_fw CGC TCC AGG TGT GAT CTA GG Ovaj rad

Hsp 70_rev TAC TGG GAATGC AAA GCACA Ovaj rad

Tjpl_fw GCAGTGTGAACATGG ATT GAA Ovaj rad

Tjpl_rev AGC CAATGCCTGACAGTTCT Ovaj rad

Uni-16S_fw GAG AAG TTT GAT CCT GGC Jovcic i saradnici, 2009

Uni-16S_rev AGG AGG TGA TCC AGC CG Jovcic i saradnici, 2009

mbpLcod_fw | GGG CAA AAG ATG ACA GTG GT Ovaj rad

mbpLcod_rev | ACC AAG TGTTCC TTC GCT TG Ovaj rad

agglLcod_fw CAA ACG AGG GTG GAG ATGTT Ovaj rad

aggLcod rev | CTTATCGCCCGCATTGTAGT Ovaj rad

rpoBcod_fw GGT GGT AAG GCACAATTT GG Ovaj rad

rpoBcod_rev | TGG TTC GCC CTT AAC GAT AG Ovaj rad
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3. 2. Reakcija tkiva kolona pacova na unos soja Lactobacillus fermentum

BGHI14

3. 2. 1. Dizajn istrazivanja

Istrazivanje je osmisljeno u vidu dva eksperimenta pri ¢emu je prvi ukljucivao
testiranje odgovora zdravog tkiva kolona pacova na tretman bakterijskim sojem BGHI14 i
optimizaciju momenta indukcije bolesti u odnosu na pocetak tretmana bakterijama. Drugi
eksperiment ukljucivao je pracenje efekta razliCitih vremenskih rezima tretmana sojem
BGHI14 na razvoj oste¢enja u slucaju indukcije bolesti u momentu koji je definisan u
prvom delu istrazivanja.

Dizajn prvog dela istraZivanja ilustrovan je Slikom 4a. Zivotinje (ukupno 48) su
podeljene u Sest grupa (po osam zivotinja) (Tabela 3). Na pocetku eksperimenta zivotinje
su imale prose¢no 140 * 10 grama. Od prvog dana do kraja eksperimenta merene su telesne
mase zivotinja. Tokom prvih 14 dana pacovi iz prve tri grupe peroralno su hranjeni
suspenzijom bakterija (1 ml), pripremljenom kao Sto je opisano u 3. 1. 1., dok su pacovi iz
preostale tri grupe dobijali po 1 ml mleka. Petnaestog dana od pocetka peroralnog hranjenja
a nakon 36 h gladovanja, zivotinjama iz grupe tretirane bakterijskom suspenzijom (1) i iz
kontrolne grupe (II) izazvan je kolitis pomocu 34% rastvora 1 M TNBS-a
(trinitrobenzensulfonat) (Fluka, Buchs, Switzerland) resuspendovanog u 50% etanolu.
Zivotinje su dobile po 100 + 10 pl pripremljenog rastvora TNBS-a na 100 g telesne teZine
(Kiyoshi i saradnici, 2006). TNBS je unesen kroz rektum pomo¢u gumenog katetera (Ch6,
Romed Holland, Wilnis, Holandija) ubac¢enog 6 cm proksimalno u odnosu na anus (Zheng i
saradnici, 2000). Pacovima iz preostale Cetiri grupe oznacenim kao zdrave grupe tretirane
bakterijskom suspenzijom (111 1 V) i kao zdrave kontrolne grupe (IV i VI), u zavisnosti od
prethodnog nacina hranjenja, kroz rektum je na prethodno opisani na¢in uneta ista koli¢ina
fosfatnog pufera (PBS, Phosphate Buffered Saline). Kako bi se sprecilo curenje TNBS-a
odnosno PBS-a, nakon unosa rastvora, zivotinje su 30 s drzane u vertikalnom polozaju
glavama okrenutim ka dole. Narednog dana (dan 16) pacovi su peroralno hranjeni kao i
prethodnih dana. Sedamnaestog dana, dva dana nakon unosa TNBS-a/PBS-a, Zivotinje iz
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dve grupe sa kolitisom (I i 1) i iz dve zdrave grupe (III i IV), nakon prekonoénog
gladovanja su zrtvovane rastu¢om koncentracijom ugljen-dioksida.

Tkivo kolona svakog pacova 3 cm proksimalno u odnosu na anus gde se ocekuju
najintenzivnija oste¢enja je izdvojeno, uzduzno otvoreno sterilnim hirur§kim instrumentima
I isprano fizioloskim rastvorom. Za histolosku analizu, tkiva su fiksirana u 10% formalinu
puferisanom na pH 7 (Marjit, 2009). Za izolaciju RNK, tkiva su smrzavana na -70°C
neposredno po uklanjanju iz Zzivotinje. Sadrzaj lumena ileuma uzorkovan je iz Cetiri
kontrolna i Cetiri tretirana zdrava pacova i smrznut na -70°C radi detekcije prezivljavanja
soja BGHI14 u Gl traktu pacova. Pacovi iz preostale dve grupe zivotinja (V i1 V1) kod kojih
je peroralno hranjenje nastavljeno bez promena, zrtvovani su 29. dana od pocetka
eksperimenta nakon prekono¢nog gladovanja. Uzorkovanje tkiva kolona vrseno je kao kod

ranije zrtvovanih zivotinja.

1. dan
|
(uep 1)
ArNVAOALYZ
I
(uep '67)
ArNVAOALYZ

( MLEKO

22. dan

- —
[ BGHI14 U MLEKU >

TNBS

1. dan
|

(uep "o¢)
ArNVAOALYZ

| MLEKO

PBS -

b)

Slika 4. Dizajn a) prvog i b) drugog dela istrazivanja
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Tabela 3. Raspored zivotinja po grupama u prvom delu istrazivanja

Grupa Vrsta peroralnog hranjenja Indukcija kolitisa Trajanje peroralnog
hranjenja

I Bakterijska suspenzija (tretirani) Da (TNBS) 16 dana

Il Mleko (kontrola) Da (TNBS) 16 dana

i Bakterijska suspenzija (tretirani) Ne (PBS) 16 dana
v Mleko (kontrola) Ne (PBS) 16 dana

\ Bakterijska suspenzija (tretirani) Ne (PBS) 28 dana
VI Mleko (kontrola) Ne (PBS) 28 dana

Dizajn drugog dela istraZivanja prikazan je shematski na Slici 4b. Zivotinje (ukupno
45) su podeljene u pet grupa (po devet Zivotinja) (Tabela 4). Prose¢na masa zivotinja na
pocetku eksperimenta iznosila je 140 + 10 g. Telesne mase pacova tokom eksperimenta su
belezene kao i tokom prethodnog dela istrazivanja. Dve grupe zivotinja (I i I11) su u trajanju
od 21 dan tretirane suspenzijom bakterija, dok su preostale tri grupe dobijale mleko.
Dvadeset drugog dana od pocetka peroralnog hranjenja, pacovima iz dve grupe tretirane
bakterijskom suspenzijom (I i Ill) i iz dve grupe hranjene mlekom (11 i 1V) indukovan je
kolitis unosom TNBS-a dok je preostaloj grupi hranjenoj mlekom (V) unesen PBS (zdrave
kontrole). Dvema grupama zivotinja sa kolitisom, po jednoj tretiranoj bakterijama (I) i
jednoj hranjenoj mlekom (I1), na dan indukcije bolesti promenjena je vrsta peroralnog
hranjenja, tako da je kod tretiranih pacova prekinut tretman bakterijama i nastavljeno
hranjenje mlekom (preventivno tretirani pacovi sa kolitisom, 1) dok je kod pacova hranjenih
mlekom zapocet tretman bakterijama (terapijski tretirani pacovi sa kolitisom, I1). Pacovi iz
preostalin grupa peroralno su hranjeni na isti na¢in kao od pocetka eksperimenta
(kontinuirano tretirani sa kolitisom - 111, kontrole sa kolitisom - 1V, i zdrave kontrole - V).
Zivotinje su hranjene odgovaraju¢im suspenzijama tokom narednih sedam dana i Zrtvovane
su 30. dana od pocetka eksperimenta.

Tkivo kolona kao i sadrzaj kolona uzorkovani su kao Sto je prethodno objasnjeno.

Dodatno su tkiva uzorkovana i smrznuta na -20°C radi biohemijske analize. Kolon svakog
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pacova je fotografisan in situ pre uklanjanja iz zivotinja kao i nakon uzorkovanja, radi

procene efikasnosti indukcije bolesti.

Tabela 4. Raspored Zivotinja po grupama u drugom delu istrazivanja

Grupa Vrsta peroralnog tretmana Indukcija kolitisa
I Bakterijska suspenzija preventivni tretman Da (TNBS)
Il Bakterijska suspenzija terapijski tretman Da (TNBS)
i Bakterijska suspenzija kontinuirani tretman Da (TNBS)
v Mleko (kontrola) Da (TNBS)
\ Mleko (kontrola) Ne (PBS)

3. 2. 2. DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis, elektroforeza u gradijentu
denaturiSuceg agensa) analiza

Bakterijska DNK iz smrznutih uzoraka fecesa izolovana je pomo¢u QIlAamp DNA
Stool Mini sistema (Qiagen, Hilden, Nemacka) uz dodavanje lizozima u puferu za lizu (30
mg/ml) i inkubaciju na 37°C tokom 40 min pre koraka zagrevanja 5 min na 95°C (Castillo i
saradnici, 2006). Koncentracija izolovane DNK merena je spektrofotometrijski pomocu
aparata Nanovue Plus Spectrophotometer (GE Healthcare, Little Chalfont, Ujedinjeno
Kraljevstvo). Prinos DNK varirao je izmedu 10 i 30 ng/pl. Lancana reakcija polimeraze
(PCR, Polymerase Chain Reaction) sa izolovanom DNK kao matricom postavljena je u
skladu sa procedurom iz rada Heilig i saradnika (2002), sa izuzetkom broja ciklusa koji je
smanjen na 25 u slucaju sadrzaja ileuma i na 28 ciklusa u slu¢aju sadrzaja kolona kako bi se
sprecilo umnoZzavanje nespecificnih fragmenata DNK (Park i Crowley, 2010):

pocetna denaturacija DNK - 94°C, 5 min

denaturacija DNK - 94°C, 30 s

vezivanje prajmera - 56°C, 20 s | 25/28 ciklusa

sinteza produkata - 68°C, 40 s

sinteza nedovrSenih produkata - 68°C, 7 min

U eksperimentu je koris¢en par prajmera Lab-0159f i Uni-0515-GCr od kojih je Lab-
0159f specifican za 16S rDNK laktobacila: Umnozavanje je vrseno dodavanjem 10 pmola
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svakog od prajmera, 1 U (jedinica aktivnosti) Kapa Taq DNK Polimeraze (Kapa
Biosystems, Cape Town, Juzna Afrika), 1 x TagA pufera sa magnezijumom, 0,2 mM dNTP
(Thermo Scientific, Vilnius. Litvanija) i 1 pl izolovane DNK. U pozitivnu kontrolu PCR
reakcije stavljeno je 2 - 3 ng genomske DNK izolovane iz ¢iste kulture soja BGHI14. PCR
reakcija je postavljena u masini Gene AmpR PCR System 2700 (Applied Biosystems,
Foster City, Kalifornija, SAD). Neposredno nakon zavrSetka reakcije, PCR produkti su
pomesSani sa bojom za nanoSenje 6 x Loading Dye Solution (Thermo Scientific) u odnosu
3:11 10 pl smeSe naneto je na gel sa gradijentom denaturiSuc¢eg agensa koji je pripremljen
uz pomo¢ aparata DGGE-2001 (C.B.S. SCIENTIFIC, San Diego, Kalifornija, SAD). Gelovi
su sadrzali 16,25% rastvor akrilamid:bisakrilamid 19:1 (40%) i 30 - 60% gradijent uree i
formamida pri ¢emu se 80% odnosi na 5,6 M ureu i 32% formamid. Uzorci na gelu su
razdvajani tokom 16 h na 85 V u slucaju sadrzaja ileuma i tokom 6 h na 220 V u slucaju
sadrzaja kolona u 1 x TAE puferu (40 mM Tris, 1 mM EDTA pH 8, 20 mM siréetna
kiselina) (Novinscak i saradnici, 2008). Temperatura razdvajanja podeSena je na 60°C.
Obrada gela nakon elektroforeze vrSena je u skladu sa uputstvima Radojkovic i Kusic,
2000. Gelovi su fiksirani 20 min u 10% etanolu i 0,5% glacijalnoj sir¢etnoj kiselini. Zatim
su 10 min bojeni u 0,1% srebro-nitratu. Razvijanje je vrSeno sve do pojave vidljivih traka u
1,5% rastvoru natijum hidroksida (NaOH), 0,1% natrijum-borhidridu (NaBH4) i 0,048%
formaldehidu. Svi opisani koraci izvodeni su na sobnoj temperaturi u zamrac¢enoj posudi Uz

blago meSanje. Razvijeni gelovi su fotografisani.

3. 2. 3. Sekvenciranje DGGE traka

Trake od interesa su iseCene iz gela sterilnim hirurSkim skalpelom. Ise¢eno parce gela
postavljeno je u tubu od 1,5 ml gde je dodato 60 pl sterilne bidestilovane vode. Gel je
izdrobljen teflonskim tu¢kom nakon ¢ega je suspenzija inkubirana 10 min na 98°C (Choa i
saradnici, 2011). Nakon koraka inkubacije suspenzija je vorteksovana i centrifugirana 2
min na 15 500 x g (5415D, Eppendorf centrifuge). Supernatanti (30 pl) su koris¢eni za
dalju analizu. Sa 5 pl supernatanta uradena je PCR reakcija sa prajmerima Lab-0159f/Uni-

0515r (Heilig i saradnici, 2002) uz gore navedene uslove i poveéanje temperature za
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vezivanje prajmera na 68°C kako bi se spre¢ilo umnozavanje pozadinskih signala sa DGGE
gela. Ukupna zapremina PCR smeSe bila je 30 pl, a umnozavanje je vrseno uz 1 U Kapa
polimeraze, 1 x TagA pufer, 10 pmola svakog od prajmera i 0,2 mM koncentraciju dNTP
smese. Dobijeni PCR produkti precis¢eni su QIAquick sistemom za precis¢avanje PCR
produkata (Qiagen) i ligirani su u pGEM-T Easy vektor pomoéu pGEM-T Easy Vektor
sistema (Promega, Fitchburg, Viskonsin, SAD) po uputstvima proizvodaca. Ligirani
konstrukti su transformisani u Ca?* kompetentne Escherichia coli DH5a éelije (Hanahan,
1983). Ukratko, ukupna zapremina ligacione smeSe (10 ul) dodata je pripremljenim
kompetentnim DH5a ¢elijama (200 pl), nakon ¢ega su celije inkubirane na ledu 40 min uz
povremeno blago mesanje. U slede¢em koraku ¢elije su izloZene toplotnom Soku na 42°C u
trajanju od 90 s i neposredno posle smesStene na led. Posle 5 min inkubacije na ledu,
¢elijama je dodat LB medijum za regeneraciju nakon ¢ega su ¢elije regenerisane 1 h na
37°C uz kontinuirano meSanje. Bakterijska suspenzija je utrljana na ¢vrste selektivne LA
(Luria Agar) podloge sa 100 pg/ml ampicilina i 20 pg/ml X-Gal (5-bromo-4-hloro-3-
indolil-B-D-galaktozid). Transformanti sa insertom su selektovani nakon 24 h aerobne
inkubacije na 37°C kao bele kolonije u skladu sa uputstvima proizvodaca pGEM-T Easy
vektora (Promega). Bele kolonije su zasejane u tecni LB medijum sa 100 pg/ml ampicilina
i iz prekonoéne kulture su izolovani plazmidi pomoc¢u QIAprep Spin Miniprep sistema
(Qiagen). Sekvenciranje izolovanih pGEM-T Easy vektora sa ligiranim PCR produktima
uradeno je M13F/R parom prajmera u Macrogen Europe servisu u Amsterdamu, Holandija

(http://dna.macrogen.com/eng/support/seq/seq uniprimer.jsp).

3. 2. 4. HistoloSka obrada tkiva

Tkivo kolona fiksirano u formalinu obradeno je za histopatolosku analizu po protokolu
prilagodenom iz razli¢itih literaturnih izvora (Marjit, 2009; Dietrich i Kriger, 2009;
Roberts i saradnici, 2012). Nakon dehidratacije tkiva provla¢enjem kroz rastuce
koncentracije etanola (30%, 50%, 70%, 96%, 100%) i ksilena, tkivo je infiltrirano u
parafinu (tacka topljenja 56 - 58°C) otopljenom na 60°C. Ocvrsli blokovi parafina iseceni

su na rotiraju¢em mikrotomu (RM2125RT, Leica Microsystems, Wetzlar, Nemacka).
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Preseci debljine 5 pm zelepljeni su na mikroskopske plocice u vodenom kupatilu
podesenom na 50°C. Tkivo je fiksirano za plocice susenjem na 37°C preko no¢i. Tkiva su
obojena ruc¢no pripremljenim Majerovim hematoksilinom (Applichem GmbH, Darmstadt,
Nemacka) sa sir¢etnom kiselinom i 0,25% alkoholnim rastvorom eozina G (Carl Roth,
Karlsruhe, Nemacka). Preseci su deparafinizovani provla¢enjem kroz ksilen i opadajuce
koncentracije etanola (100%, 96%, 70%) do rehidratacije i bojeni u hematoksilinu tokom
15 min. Plocice su zatim ispirane pod mlazom vode iz ¢esme u trajanju od 5 min i bojene u
eozinu tokom 2 min. Nakon ponovnog ispiranja od nekoliko minuta preseci su dehidratisani
provla¢enjem kroz rastuc¢e koncentracije etanola (70%, 96%, 100%) do ksilena i pokrovna
stakalca su fiksirana pomo¢u DPX medijuma (BDH Prolabo, Lutterworth, Ujedinjeno
Kraljevstvo). Nakon suSenja u toku no¢i na sobnoj temperaturi, preseci su analizirani pod
mikroskopom (Nikon Instruments Inc., Tokyo, Japan).

Ostecenja tkiva procenjena su od strane patologa koji nije bio upoznat sa vrstama
tretmana u eksperimentalnim grupama. Stepen oStecenja kod pacova iz prvog dela
istrazivanja ocenjen je semikvantitativno na skali od 0 do 9 (Farooq i saradnici, 2009)
uzimajuci u obzir sledeCe promene: intenzitet inflamacije (0 - 5), promene arhitekture kripti
(0 - 3) i prisustvo edema (0 ili 1). S obzirom na vecu raznovrsnost uo¢enih promena u
kasnoj akutnoj fazi inflamacije kod pacova iz drugog dela istrazivanja, sistem za procenu
ukupnog stepena osteCenja ukljucivao je sledece kriterijume: zadebljanje kripti (1 - 3),
zadebljanje submukoznog misi¢nog tkiva (1 - 3), prisustvo imunskih ¢elija u masnom tkivu
(1 - 2), zastupljenost organizovanog limfoidnog tkiva (1 - 3), zastupljenost i vrsta infiltrata
imunskih celija (1 - 8), prisustvo infiltrata u submukoznom misi¢nom tkivu (1 - 10),
ostecenje kripti (1 - 3), prosirenje submukoze (1 - 2), smanjene apsorptivne povrsine (1 - 3)
i prisusvo nekroti¢nog tkiva (1 - 3). Histoloski preseci su vizuelizovani i fotografisani

pomocu softvera NIS-Elements Microscope Imaging Software 2,3 (Nikon Instruments Inc.).
3. 2. 5. Esej lipidne peroksidacije

Stepen oksidativnog stresa u tkivu kolona pacova odreden je kao nivo malondialdehida

(MDA) u homogenatima tkiva. MDA predstavlja krajnji proizvod lipidne peroksidacije do
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koje dolazi usled oksidativnog oStecenja lipida, a u reakciji sa tiobarbituratnom kiselinom
(TBA) dovodi do formiranja obojenog produkta (Garcia i saradnici, 2005). Test je uraden
po protokolu iz rada McCluskey i saradnika (2011), uz manje izmene. Tkivo kolona
izdrobljeno je u te¢nom azotu i zatim homogenizovano u rastvoru 1,15% KCI do 10%
homogenata u staklenim homogenizerima (Sigma-Aldrich, St. Louis, Misuri, SAD). Odmah
nakon homogenizacije, 200 ul suspenzije tkiva pomeSano je sa 600 ul rastvora koji sadrzi
0,375% TBA (Sigma-Aldrich), 0,25 M HC1 i 15% rastvor trihlorsiréetne kiseline (TCA). U
slepu probu je umesto uzorka dodat 0,05 M Tris-HCI pufer, pH 7,4. SmesSa je vorteksovana
i inkubirana na 95°C tokom 15 min. Nakon hladenja na ledu uzorci su centrifugirani 5 min
na 1 000 x g (5417R, Eppendorf centrifuge), +4°C. Apsorbanca supernatanta na 532 nm
merena je u polistirenskim semi-mikro kivetama (Sarstedt, Niimbrecht, Nemacka) na
spektrofotometru Ultrospec 3 300 pro (Amersham Bioscience, Piscataway, Novi Dzersi,
SAD). Kao standard za odredivanje koli¢ine MDA koriS¢en je 1,1,3,3 - tetrametoksipropan
(Sigma-Aldrich) u opsegu koncentracija 0,1 - 1 pM.

3. 2. 6. Izolacija RNK iz tkiva

Izolacija iRNK uradena je po izmenjenom protokolu koji su opisali Chomczynski i
Sacchi, 2006. Smrznuto tkivo (~100 mg) izdrobljeno je u te¢nom azotu i rastvoreno u 1 ml
denaturiSuceg rastvora (4 M guanidin tiocijanat, 25 mM natrijum-citrat, 0,1 M p-
merkaptoetanol, 0,5% natrijumova so N-lauroilsarkozina). Nakon topljenja, suspenzija je
blago dodatno homogenizovana nastavkom od 1 ml. Dodata je jedna zapremina kiselog
fenola, pH 4, 1/10 zapremine 2 M natrijum acetata, pH 4, i 1/5 zapremine hloroforma i
smesa je drzana na ledu tokom narednih 10 - 15 min uz povremeno blago meSanje. Smesa
je centrifugirana 20 min na 15 000 x g, +4°C (5417R, Eppendorf centrifuge) i gornja faza
je prebacena u drugu tubu. Korak fenolske ekstrakcije ponovljen je kako bi se dodatno
eliminisali proteini i genomska DNK. Zatim je dodata jedan zapremina izopropanola i tube
su drzane na -20°C tokom narednih 30 min. SmeSa je centrifugirana 20 min na 15 000 x g
(5417R, Eppendorf centrifuge) na +4°C i talog je rastvoren u 300 pl denaturiSuceg rastvora

I ponovo homogenizovan nastavkom. U narednom koraku je ponovljena fenolska

35



Materijali i metode

ekstrakcija 1 precipitacija izopropanolom na gore opisani nacin i talog je rastvoren u 75%
etanolu. SmeSa je inkubirana 5 min na sobnoj temperaturi uz meSanje rukom i potom
centrifugirana 20 min na 15 000 x g (5417R, Eppendorf centrifuge), +4°C. Ponovljena je
precipitacija etanolom i talog je susen 10 - 15 min na sobnoj temperaturi i rastvoren u 25 ul
sterilne bidestilovane vode. Koncentracija i ¢istoca RNK odredena je spektrofotometrijski
aparatom Nanovue Plus Spectrophotometer (GE Healthcare). Prinosi RNK dobijeni
opisanim protokolom bili su u opsegu 400 - 1 000 ng/ul. Svi koraci izolacije vrseni su uz
odgovaraju¢e predostroznosti kako bi se smanjila kontaminacija uzoraka spoljnim

ribonukleazama. Izolovana RNK je ¢uvana na -70°C do daljih analiza.

3. 2. 7. Kvantitativni PCR (qPCR)

Reverzna Transkripcija (RT) postavljena je u skladu sa uputstvima prozivodaca enzima
(Thermo Scientific). U izolovanu RNK (2 pg) dodato je 100 pmola nasumi¢nih heksamera
(Applied Biosystems i Thermo Scientific), sterilna bidestilovan voda do 12,5 pl, i smesa je
inkubirana 5 min na 65°C. Nakon toga smeSa je ohladena na ledu i dodate su sledece
komponente: 20 U RiboLock ribonukleaznog inhibitora (Thermo Scientific), 1 mM dNTP
smeSe (Thermo Scientific), 200 U reverzne transkriptaze i 1 x reakcioni pufer, do konac¢ne
zapremine od 20 pl. Reakcija je nastavljena po sledeCem programu: 10 min na 25°C, 60
min na 42°C i 10 min na 70°C. Kontrole bez reverzne transkriptaze ukljucene su radi
provere odsustva kontaminacije genomskom DNK. Svi koraci reakcije izvodeni su u masini
Gene AmpR System 2 700 (Applied Biosystems).

Sintetisana cDNK (Complementary, komplementarna DNK) umnozena je u gqPCR
(Quantitative PCR, koli¢inski PCR) reakciji masinom 7500 Real Time System (Applied
Biosystems) koriste¢i parove prajmera: B-actin_fw/B-actin_rev, IL-1p fw/IL-1f _rev,
TNFo_fw/TNFa rev, IL-17F_fw/IL-17F rev, Hsp70_fw/Hsp70_rev i Tpl_fw/Tpl_rev.
Prajmeri su specificni za kodirajuée regione sekvenci B-aktin, IL-1f, TNFa, IL-17F, Hsp70
I Tjpl gena vrste Rattus norvegicus. Program gPCR reakcije postavljen je u skladu sa
uputstvima proizvodaca polimeraze (Kapa Biosystems): aktivacija enzima 3 min na 95°C,

40 ciklusa od po 15 s na 95°C i od po 60 s na 60°C. Kona¢na zapremina iznosila je 20 pl i
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sadrzala je 4 pmola prajmera, 1 x KAPA SYBR FAST Universal Master Mix (Kapa
Biosystems), 0,4 ul ROX Reference boje i 2 pl cDNK matrice. Efikasnost prajmera i
optimalna koncentracija ¢cDNK matrice odredena je esejem apsolutne kvantifikacije
koriste¢i desetostruka razblazenja sintetisane cDNK od 1 do 1/100 000. U eseju relativne
kvantifikacije upotrebljeno je 1/10 razblazenje cDNK pri ¢emu je, u sluc¢aju prvog dela
istrazivanja, kao kalibrator postavljen uzorak iz grupe zdravih kontrolnih pacova sa
trajanjem tretmana od 16 dana, dok je u u drugom delu istrazivanja kao kalibrator
postavljen uzorak iz zdrave kontrolne grupe Zivotinja. Relativna ekspresija izracunata je po
formuli 22T gde se ACt odnosi na razliku izmedu prazne vrednosti ciklusa (Ct) dobijene
za ciljni gen i Cr dobijene za konstitutivno eksprimirani gen za B-aktin (unutrasnja
kontrola). Vrednost AACy za svaki uzorak meri razliku izmedu sopstvene ACt i ACt
vrednosti kalibratora (Livak i Schnittgen, 2001). Kontrole cDNK bez reverzne transkriptaze
umnoZzene su u qPCR reakciji kako bi se potvrdilo da je kontaminacija genomskom DNK u
uzorcima izolovanih iRNK u prihvatljivom opsegu (Cheeseman i saradnici, 2012).

3. 3. Uloga MbpL i AggL proteina u vezivanju laktobacila za GI mukozu pacova

3. 3. 1. Transfomacija bakterijskih ¢elija

Soj BGHO1 transformisan je plazmidima pAZIL, pAZIL-mbpL i pAZIL-aggL koje su
prethodno konstruisali i izolovali Kojic i saradnici (2011), po protokolu za transformaciju
Walker i saradnika (1996), uz optimizaciju protokola za transformaciju soja od interesa. 1z
prekono¢ne kulture BGHO1 zasejan je 2% inokulum u MRS medijum sa 2% glicinom koji
ima ulogu da omekSa zid bakterijske celije i olakSa ulazak plazmida. Bakterije su
kultivisane do opticke gustine ODggo = 0,6. Kultura je zatim centrifugirana 15 min na 1 600
x g (5804R, Eppendorf centrifuge), +4°C, i dva puta isprana u ohladenom HEB puferu (272
mM saharoza, 8 mM HEPES, puferisano pomoc¢u kalijum-hidroksida do pH 7,4) uz blago
mesanje na ledu izmedu koraka centrifugiranja. Talog je na kraju resuspendovan u hladnom
HEB puferu u 50 puta manjoj zapremini u odnosu na pocetnu zapreminu bakterijske
kulture, dodati su izolovani plazmidi (priblizno 1 pg) i smesa je inkubirana na ledu 10 min.

Uzorci (200 pl) su premesteni u ohladene kivete za elektroporaciju sa Sirinom otvora 2 mm
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(Eppendorf) i suspenzija je podvrgnuta elektricnom pulsu jac¢ine 12,5 kV/cm u
elektroporatoru tipa 2510 (Eppendorf). Neposredno nakon elektroporacije ¢elijama je
dodato 600 pl hladnog MRS medijuma i smesa je inkubirana 5 min na ledu kako bi se
sprecilo brzo zatvaranje pora i olaksao ulazak plazmida u ¢eliju. Bakterije su regenerisane 2
- 3 h aerobno na 37°C. Smesa je nakon regeneracije utrljana na ¢vrste MRS podloge kojima
je dodat eritromicin u koncentraciji 15 pg/ml. Transformanti su selektovani nakon 48 h
anaerobnog rasta na 37°C.

Radi provere dobijenih transformanata izolovana je ukupna plazmidna DNK po metodi
alkalne lize (Sambrook i Russell, 2006). Bakterije u logaritamskoj fazi rasta (5 - 10 ml
tecne kulture) centrifugirane su 5 min na 3 500 x g (5804, Eppendorf centrifuge), oprane u
TEN puferu (50 mM Tris pH 8, 10 mM EDTA pH 8, 50 mM NaCl, pH 8), i
resuspendovane u 200 pl pufera E1 (60 mM Tris, 10 mM EDTA, pH 8) u koji je dodato 8
mg/ml lizozima (Serva Electrophoresis). Celije su vorteksovane i nakon inkubacije od 30
min na 37°C, dodato je najpre 200 pl E2 pufera (200 mM NaOH, 1% SDS), blago
promesano, a zatim joS 200 ul pufera E3 (3,1 M kalijum acetat, puferisano glacijalnom
siréetnom kislinom do pH 5,5). Nakon blagog meSanja, lizirane ¢elije su centrifugirane 12
min na 15 500 x g (5415D, Eppendorf centrifuge). Supernatant je prebacen u drugu tubu
gde je dodato 200 pl fenol-hloroforma, pH 8. Faze su razdvojene centrifugiranjem 5 min na
15 500 x g (5415, Eppendorf centrifuge). 1z gornje faze, ocis¢ene od proteina, plazmidi su
precipitirani dodavanjem 1/10 zapremine 3 M natrijum-acetata, pH 4,8 i jedne zapremine
izopropanola i centrifugiranjem 20 min na 15 500 x g (5415, Eppendorf centrifuge). Talog
je opran u ohladenom 75% etanolu, osusen na 37°C i rastvoren u 30 - 50 pl bidestilovane
vode sa 0,2 mg/ml ribonukleaze A (Sigma-Aldrich).

Plazmidi su provereni na horizontalnom 1% agaroznom gelu (Lee i saradnici, 2012).
Ukratko, agaroza (Applichem) je otopljena u 1 x TAE puferu (40 mM Tris, 1 mM EDTA
pH 8, 20 mM glacijalna siréetna kiselina), ohladena do 60°C, i dodat je etidijum bromid
(Serva Electrophoresis) u koncentraciji od 0,5 pg/ml. Nakon razlivanja i hladenja gela
uzorci, pomeSani sa Arancio G bojom za nanoSenje uzoraka (Carlo Erba, Val de Reuil,

Francuska), naneti su na gel i trake su razdvajane pod voltazom od 80 V (PS9009, Gibco
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BRL, Grand Island, Njujork, SAD). Marker molekulskih masa (1 kb) kupljen je od Thermo
Scientific. Gel je vizuelizovan pod UV-lampom pomocu sistema BioDocAnalyze live
(Biometra, Goettingen, Nemacka), a vizuelizacija i fotografija gela uradene su pomocu
softvera BioDocAnalyze (Biometra). Kako bi se proverila veli¢ina konstrukata u
transformantima, plazmidi su iseCeni ECORI restrikcionim enzimom c¢ije mesto
prepoznavanja je prisutno u pAZIL, pAZIL-mbpL i pAZIL-aggL vektorima (Kojic i
saradnici, 2011). U 20 pl izolovanih plazmida dodato je 2 U EcoRI enzima i 3 pl EcoRI
Unique pufera (Thermo Scientific), i bidestilovane vode do 30 pl. Plazmidi su se¢eni u toku
no¢i na 37°C i sutradan su provereni na 1% agaroznom gelu kao §to je prethodno
objasnjeno.

Transformanti su dodatno provereni sekvenciranjem gena za 16S rRNK.
Hromozomalna DNK izolovana je po standardnom protokolu (De los Reyes-Gavilan i
saradnici, 1992) uz modifikacije. Bakterije u logaritamskoj fazi rasta (ODgy=0,6 - 0,8) iz 5
- 10 ml kulture istaloZene su na 3 500 g (5804, Eppendorf centrifuge), oprane u TEN puferu
I resuspendovane u 500 pl PP pufera (40 mM amonijum-acetat, 1,5 mM magnezijum-
acetat, 500 mM saharoza, pH 8) sa lizozimom (Serva Electrophoresis) u koncentraciji od 8
mg/ml. Posle inkubacije od 30 min na 37°C u smesu je dodato 250 pl 2% SDS-a, ¢elije su
vorteksovane i dodato je 200 pl fenol-hloroforma, pH 8. Posle vorteksovanja i
centrifugiranja 5 min na 15 500 x g (5415D, Eppendorf centrifuge) iz gornje faze je
precipitirana hromozomalna DNK dodavanjem iste zapremine izopropanola i1 1/10
zapremine 3 M natrijum-acetata i centrifugiranjem 20 min na 15 500 x g (5415D,
Eppendorf centrifuge). Talog je opran u 75% etanolu, osusen na 37°C i rastvoren u 50 pl
bidestilovane vode. Koncentracija dobijene DNK odredena je spektrofotometrijski
(Nanovue Plus Spectrophotometer, GE Healthcare). PCR reakcija sa izolovanom DNK kao
matricom (priblizno 1 pg) postavljena je sa po 10 pmola prajmera Uni-16S_fw/Uni-
16S_rev (Jovcic i saradnici, 2009), 1 U Kapa Tag DNK polimeraze (Kapa Biosystems), 1 x
TagA puferom sa magnezijumom (koji je u pakovanju sa polimerazom) i 0,2 mM

koncentracijom dNTP meSavine (Thermo Scientific). Sekvence koris¢enih prajmera date su
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u Tabeli 1. Reakcija je postavljena u masini Gene AmpR PCR System 2700 (Applied
Biosystems) po programu Jovcic i saradnika (2009):

pocetna denaturacija DNK - 94°C, 5 min

denaturacija DNK - 94°C, 30 s

vezivanje prajmera - 50°C, 30 s | 30 ciklusa

sinteza produkata - 72°C, 30 s

sinteza nedovrSenih produkata - 72°C, 7 min

PCR proizvodi su preciséeni QIAquick sistemom za precis¢avanje PCR proizvoda
(Qiagen), nakon cega su sekvencirani istim parom prajmera kojim su umnozeni, u
Macrogen Europe servisu u Amsterdamu, Holandija
(http://dna.macrogen.com/eng/support/seq/seq_uniprimer.jsp).

Kultivisanje dobijenih BGHO1/pAZIL, BGHO1/pAZIL-mbpL i BGHO1/pAZIL-aggL

derivata u daljim testovima wvrSeno je u medijJumima sa eritromicinom (Serva

Electrophoresis) u koncentraciji od 15 pg/ml.

3. 3. 2. Izolacija RNK iz bakterijskih ¢éelija i RT-PCR

Za izolaciju ukupne RNK (Chomczynski i Sacchi, 2006), 20 ml bakterijske kulture u
logaritamskoj fazi rasta centrifugirano je 10 min na 2 000 x g, +4°C (5804R, Eppendorf
centrifuge), nakon Cega je talog usitnjen u te¢nom azotu i resuspendovan u 500 pl
denaturiSuceg rastvora (4 M guanidin tiocijanat, 25 mM natrijum-citrat, 0,1 M p-
merkaptoetanol, 0,5% natrijumova so N-lauroilsarkozina). Suspenzija je blago
homogenizovana nastavkom od 1 ml i dodata je jedna zapremina fenola, pH 4, 1/10
zapremine 2 M natrijum acetata, pH 4, i 1/5 zapremine hloroforma. Suspenzija je
inkubirana na ledu 10 - 15 min uz blago meSanje, bez vorteksovanja, nakon cega je
centrifugirana 20 min na 15 000 x g (5417R, Eppendorf centrifuge), +4°C. Gornja faza je
precipitirana jednom zapreminom izopropanola 30 min na -20°C. Talog je resuspendovan u
300 pl denaturiSuceg rastvora i ponovljeni su koraci fenolske ekstrakcije 1 precipitacije
izopropanolom. Talog je opran u 75% etanolu, osusen na sobnoj temperaturi i rastvoren u

20 pl sterilne bidestilovane vode. Koncentracija RNK odredena je spektrofotometrijski
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(Nanovue Plus Spectrophotometer, GE Healthcare). Reverzna transkripcija (RT)
postavljena je po protokolu koji je gore opisan za iRNK izolovanu iz tkiva pacova.

Sintetisana ¢cDNK koris¢ena je kao matrica u PCR reakcijama sa parovima prajmera
prikazanim u Tabeli 2. Par prajmera mbpLcod_fw/mbpLcod rev specifican je za kodirajuci
region mbpL gena  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=mbpL) dok su
agglcod fw/agglcod rev prajmeri specificni za kodiraju¢i region aggL gena
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=aggL).  Prajmeri  rpoBcod_fw/rpoBcod_rev
dizajnirani su na osnovu kodiraju¢eg dela sekvence za konstitutivno eksprimiranu RpoB
subjedinicu RNK' polimeraze iz vrste Lb. salivarius. Ukupna zapremina PCR smeSe
iznosila je 30 pl, a u reakciju je stavljen 1 pl 1/10 puta razblazene cDNK, 10 pmola svakog
od prajmera, 1 U Kapa polimeraze (Kapa Biosystems), 1 x TagA pufer, i 0,2 mM
koncentracija dNTP smeSe (Thermo Scientific). PCR program postavljen je u masini Gene
AmpR PCR System 2700 (Applied Biosystems):

pocetna denaturacija DNK - 94°C, 5 min

denaturacija DNK - 94°C, 30 s

vezivanje prajmera - 58°C, 30 s | 30 ciklusa

sinteza produkata - 72°C, 30 s

sinteza nedovrSenih produkata - 72°C, 7 min

PCR produkti su provereni na 2% agaroznom gelu i fotografisani na gore opisani

nacin.

3. 3. 3. Odredivanje afiniteta bakterijskih ¢elija za organske rastvarace

Afinitet derivata BGKP1-20 i BGHOL1 za organske rastvarace ukljuc¢ujuci heksadekan,
etil-acetat i hloroform testiran je u skladu sa protokolom iz publikacije Jacquet i saradnika
(2012), uz manje izmene. Prekonoéne kulture bakterija istalozene su centrifugiranjem na 3
600 x g (5804, Eppendorf centrifuge), celije su oprane u 10 mM kalijum-fosfatnom puferu
(pH 7) i resuspendovane u istom puferu do ODggo vrednosti od 1 + 0,05 u slucaju derivata
BGHO1 10,5 + 0,05 u slucaju derivata BGKP1-20. Izrazena agregacija BGKP1-20/pAZIL-

aggL derivata otezavala je merenje apsorbance u slucaju povecane gustine bakterija.
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Opticka gustina kultura odredivana je u staklenim epruvetama pomocu spektrofotometra
Ultrospec 500 pro (Amersham Bioscience). U sledeCem koraku u 3 ml bakterijske
suspenzije dodato je po 150 pl odgovarajuceg rastvaraca. Smesa je vorteksovana dva puta
sa pauzama od po 30 s izmedu vorteksovanja. Kod BGKP1-20 derivata testiran je afinitet
za heksadekan, i vodena faza je uzorkovana brzo nakon vorteksovanja smese. U slucaju
BGHOL1 derivata, odreden je afinitet za sva tri organska rastvaraca, i vodena faza je
uzorkovana nakon 30 min. Opti¢ka gustina vodene faze kao i bakterijske suspenzije pre
mesSanja sa organskim rastvaracem na A = 600 nm odredena je u polipropilenskim semi-
mikro kivetama (Sarstedt) pomoc¢u spektrofotometra Ultrospec 3 300 pro (Amersham
Bioscience). Afinitet (A) derivata za heksadekan izracunat je prema sledecoj formuli:

A =[(ODa- ODb) / ODa]

ODa - opticka gustina na 600 nm suspenzije bakterija u puferu

ODb - opticka gustina na 600 nm puferske faze nakon meSanja bakterijske suspenzije
u puferu i organskog rastvaraca.

Vrednosti afiniteta za heksadekan u opsegu izmedu O - 35% predstavljaju niske,
izmedu 36 - 70% srednje i izmedu 71 - 100% visoke vrednosti hidrofobnosti (Ocafa i
saradnici, 1999).

Test afiniteta ponovljen je u triplikatu za svaki od testiranih derivata.

3. 3. 4. Test vezivanja bakterijskih ¢elija za svinjski zeluda¢ni mucin in vitro

Vezivanje derivata BGKP1-20 i BGHOI za mucin uradeno je po protokolu
primenjenom od strane Mufioz-Provencio i koautora (2009), uz odredene izmene. Bunarici
Maxisorb plo¢e (Nunc, Roskilde, Danska) oblozeni su dodavanjem 200 pl svinjskog
zeluda¢nog mucina tipa II (Sigma-Aldrich) rastvorenog u 50 mM karbonatnom puferu, pH
9,6, u koncentraciji od 30 mg/ml i inkubacijom na +4°C tokom 24 h. Ista zapremina
karbonatnog pufera dodata je u kontrolne bunari¢e. ObloZeni i neoblozeni bunariéi oprani
su tri puta u PBS-u nakon c¢ega je dodato 200 pl PBS pufera sa 1% Tween-20
deterdzentom u cilju vezivanja nepopunjenih mesta na povrsini plastike. Nakon inkubacije

u trajanju od 1 h na sobnoj temperaturi, bunarici su oprani PBS puferom i dodato je 200 pl
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bakterijske suspenzije resuspendovane u PBS puferu sa apsorbancom Asso podeSenom na 1
pomocu spektrofotometra Ultrospec 500 pro (Amersham Bioscience). Bakterijske
suspenzije su pripremljene direktnom inokulacijom prekonoéne kulture u PBS-u do Zeljene
opticke gustine, kako bi se izbeglo vorteksovanje iz gore navedenog razloga. Svaki derivat
je testiran u Cetvoroplikatu ukljucujuéi i oblozene i kontrolne, neobloZene bunari¢e. Nakon
prekono¢ne inkubacije na +4°C, bunari¢i su oprani tri puta PBS puferom u koji je dodat
0,05% Tween-20 kako bi se uklonile nevezane ¢elije. Fiksiranje vezanih bakterija vrSeno
je suSenjem ploc¢e 45 min na 65°C. U slede¢em koraku u bunari¢e je dodato po 200 pl
kristal violeta (Serva Electrophoresis) u koncentraciji od 1 mg/ml. Nevezana boja je posle
45 min uklonjena pranjima u PBS puferu, nakon ¢ega je dodat 50 mM citratni pufer, pH 4,
kako Dbi se rastvorila boja vezana za bakterije. Apsorbanca na 620 nm odredena je nakon 1
h inkubacije na sobnoj temperaturi koris¢enjem c¢itaca Labsystems Multiscan RC plate
reader (MTX Lab Systems, Vienna, Austrija). Nivo apsorbance u bunari¢ima uzet je kao
pokazatelj vezivanja derivata za povrSinu bunarica.

U slucaju BGHO1 derivata, uvedene su izmene u protokolu koje su se odnosile na
upotrebljenu plastiku (standardne ploce sa ravnim dnom za kulturu tkiva, Sarstedt, umesto
Maxisorb plo¢a) i eliminisanje koraka oblaganja povrSine bunarica 1% Tween-20-PBS
puferom, s obzirom da su uklju¢ene odgovaraju¢e kontrole vezivanja za neoblozenu

povrsinu plastike.

3. 3. 5. Test vezivanja bakterijskih ¢elija za HT29-MTX ¢elije in vitro

Test adhezije vr3en je u skladu sa metodologijom opisanom u radu Sanchez i koautora
(2010). Za esej je koris¢en konfluentan sloj intestinalnih HT29-MTX ¢elija zasejanih u
ploce sa ravnim dnom za kulturu tkiva od 24 bunaric¢a (Sarstedt). Pre dodavanja bakterija,
iz bunarica sa ¢elijama izvucen je medijum za propagaciju ¢elija koji je pripremljen kao
10% fetalni govedi serum, FBS (Foetal Bovine Serum) (PAA, Pasching, Austrija) u
DMEM medijumu (Dulbeco’s Modified Eagle Medium) (PAA) i ¢elije su oprane tri puta u
PBS puferu. Prekono¢ne kulture bakterija razblazene su na slede¢i na¢in: prva razblazenja

(1/10) pripremljena su u PBS-u dok su naredna dva razblazenja (1/10) bila u DMEM
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medijumu u koji je dodat 10% FBS. U sluc¢aju BGKP1-20/pAZIL-aggL derivata, bakterije
nisu vorteksovane kako bi se izbeglo formiranje agregata. Poslednje razblazenje bakterija
(500 pl) naneto je u bunarice sa HT29-MTX ¢elijama i u prazne bunari¢e (kontrole) i
dodatnih 100 pl istog razblazenja iskoris¢eno je za pripremu desetostrukih razblazenja u
fizioloSkom rastvoru radi brojanja bakterijskih celija. Time je odreden broj bakterija
nanetih na HT29-MTX ¢éelije. Nakon 1 h inkubacije bakterija sa HT29-MTX ¢elijama ili u
praznim bunari¢ima u atmosferi sa 5% CO; na 37°C u HERACell 150 inkubatoru (Thermo
Electron, Waltham, Masacusets, SAD), medijum sa nevezanim bakterijama je uklonjen i
bunarici su oprani tri puta u PBS-u. Nakon toga, dodato je 500 ul 0,25 % tripsina (PAA) u
PBS-u kako bi se bakterije odvojile od HT29-MTX c¢elija ili povrSine plastike i ploc¢a je
inkubirana 15 min na 37°C, 5% CO.. Iz tripsinizovanog sadrZaja bunari¢a pripremljena su
razblazenja u odnosu 1:10 u fizioloskom rastvoru za brojanje bakterijskih ¢elija koje su se
vezale za HT29-MTX c¢elije odnosno za povrSinu plastike. Alikvoti (10 pl) rablazenja
pripremljeni pre i nakon interakcije bakterija sa HT29-MTX ¢elijama inokulisani su na
¢vrste selektivne podloge sa eritromicinom. Adhezija derivata za HT29-MTX ¢elije
izraCunata je iz formule:

Adhezija = Broj bakterijskih c¢elija u tripsinizovim suspenzijama (HT29-MTX i
bakterijskih celija) / broj bakterijskih celija resuspendovanin u DMEM medijumu pre
nanosenja na HT29-MTX ¢elije

Broj bakterija je odreden kao broj kolonija na selektivnim ¢vrstim podlogama nakon
48 h rasta na optimalnoj temperaturi. Test adhezije uraden je u Cetvoroplikatu kod svih

testiranih derivata.

3. 3. 6. Test vezivanja bakterijskih ¢elija za isecke creva ex vivo

Test je uraden po protokolu Mufioz-Provencio i koautora (2009). Zenke pacova Wistar
soja telesnih masa oko 200 + 10 g zrtvovane su rastu¢im koncentracijama ugljen-dioksida.
Delovi ileuma 1 kolona su iseceni, uzduzno otvoreni i luminalni sadrzaj je pazljivo uklonjen
bez ostecivanja povrSine mukoze. Zatim su tkiva oprana u PBS puferu i isecci tezine oko

100 mg pozicionirani su luminalnom stranom ka gore na umetke sa mrezicama (veliine
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otvora 500 pm) smestene u bunarice precnika 15 mm ploce za kulturu tkiva (Corning Inc.,
Corning, Nju Jork, SAD). Prekono¢ne kulture bakterija razblazene su 1/100 u RPMI 1640
medijumu sa HEPES puferom i L-Glutaminom (PAA). Vorteksovanje bakterija je
izbegavano u slucaju BGKP1-20 derivata kao Sto je prethodno objasnjeno. U bunarice sa
iseccima tkiva dodato je 3 ml pripremljenih bakterijskih suspenzija u RPMI medijumu. Za
svaki derivat BGKP1-20 i BGHOI sojeva test vezivanja raden je u triplikatu. Nakon 4 h
inkubacije iseCaka sa bakterijama u uslovima sa 5% CO; na 37°C u HERACell 150
inkubatoru (Thermo Electron), tkiva su prebacena u Falkon-tubu (Sarstedt) sa 10 ml PBS-a
za korak ispiranja. Tuba je lagano meSana tokom 90 s i nakon toga su tkiva prebacena u
stakleni homogenizer u koji je dodat 1 ml fizioloSkog rastvora. 1z medijuma za inkubaciju
(RPMI), pufera za pranje i rastvora za homogenizaciju pripremljena su razblazenja u
fizioloSkom rastvoru radi odredivanja CFU. Alikvoti (10 ul) razblazenja inokulisani su na
¢vrste selektivne podloge sa eritromicinom koje su inkubirane u odgovaraju¢im uslovima
narednih 48 h. Broj izraslih kolonija uzet je kao merilo broja zivih Celija u testiranim
frakcijama: homogenatima tkiva, medijumu za inkubaciju (RPMI) i medijumu za ispiranje
(fizioloski rastvor). Stepen adhezije za isecke tkiva izracunat je po sledecoj formuli:
Adhezija = Broj bakterijskih ¢elija u homogenatu tkiva/ broj bakterijskih ¢elija u

(homogenatu tkiva + medijumu za inkubaciju + medijumu za ispiranje).

3. 3. 7. Test vezivanja bakterijskih ¢elija za crevnu mukozu in vivo

U istrazivanju su kori§¢ene zenke Wistar pacova, telesne mase od priblizno 190 + 20 g
na podetku tretmana. Zivotinje su bile podeljene u po &etiri eksperimentalne grupe za svaku
grupu derivata sa po tri zivotinje po grupi u slucaju derivata BGKP1-20 soja i po sedam
zivotinja po grupi u eksperimentu sa derivatima BGHO1 soja. U slu¢aju BGKP1-20
derivata tretman je trajao 14 dana, dok je tretman BGHO1 derivatima trajao nedelju dana
duze. U eksperimentu sa BGHO1 derivatima pra¢ena je 1 telesna masa pacova tokom
hranjenja. Tri grupe zivotinja hranjene su odgovaraju¢im derivatima BGKP1-20 odnosno
BGHOL1 soja i jedna kontrolna grupa hranjena je mlekom (kontrole). Zivotinje su na kraju

eksperimenta zrtvovane rastu¢im koncentracijama ugljen-dioksida. Isecci ileuma i kolona
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su izvadeni, ise¢eni uzduzno, sadrzaj lumena je pazljivo uklonjen i tkivo je isprano u
fizioloSkom rastvoru. Priblizno 100 mg luminalnog sadrzaja ileuma i kolona i tkivo ileuma
I kolona iste tezine uzorkovano je i resuspendovano u 1 ml fizioloskog rastvora. Sadrzaj je
homogenizovan snaznim vorteksovanjem, a tkivo je homogenizovano u staklenim ru¢no
napravljenim homogenizerima. Alikvoti homogenata sadrzaja i tkiva direktno su
inokulisani (10 pl) na ¢vrste podloge sa eritromicinom i dodatno su iskorisc¢eni (100 pl) za
pripremu desetostrukih razblazenja u fizioloSkom rastvoru. Razblazenja su zatim na isti
nacin inokulisana na selektivne podloge. Broj kolonija na ¢vrstim selektivnim podlogama
nakon 48 h rasta na optimalnoj temperaturi uzet je kao pokazatelj broja bakterija u
luminalnom sadrzaju i u tkivnim homogenatima. Na podlogama sa inokulisanim sadrzajem
i tkivom kontrolnih netretiranih pacova nisu uocene kolonije. Adhezija za mukozu ileuma i
kolona izracunata je po slede¢oj formuli:

Adhezija = Broj bakterija u tkivhom homogenatu / broj bakterija u (tkivhom

homogenatu + sadrzaju lumena)
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4. REZULTATI

4. 1. Reakcija tkiva kolona pacova na unos soja Lactobacillus fermentum BGHI114

4. 1. 1. Odgovor tkiva kolona zdravih pacova na tretman sojem BGHI14 i optimizacija
uslova za indukciju kolitisa

U prvom delu istrazivanja pra¢en je odgovor tkiva zdravih pacova i pacova sa
kolitisom nakon 16 dana tretmana pacova sojem BGHI14. U cilju razumevanja
mehanizama delovanja soja BGHI14 odgovor tkiva kolona zdravih pacova na unos soja
BGHI14 pracen je i nakon produzenog tretmana bakterijama u trajanju od 28 dana.
Dobijeni rezultati su u narednoj fazi istrazivanja koris¢eni za planiranje optimalnog

momenta indukcije kolitisa u odnosu na pocetak tretmana bakterijama.

4.1. 1. 1. Promena telesnih masa pacova tokom eksperimenta

Tokom tretmana sojem BGHI14, pracena je telesna masa pacova kao pokazatelj
zdravstvenog statusa eksperimentalnih Zivotinja. Zdravi kontrolni pacovi pokazali su
obrazac promene telesnin masa tokom prvih 16 dana peroralnog hranjenja koji se
razlikovao u odnosu na pacove tretirane sojem BGHI14 (Slika 5). U zdravim grupama
hranjenim 16 i 28 dana (Slike 5b, 5c¢) tretman sojem BGHI14 je doveo do statisticki
znacajnog pada u telesnim masama 11. i 13. dana od pocetka tretmana. Nisu uocene razlike
u telesnim masama izmedu pacova tretiranih sojem BGHI14 i kontrolnih pacova u ostatku
tretmana. Sli¢no, nije primecena ni statisticki znacajna razlika izmedu pacova tretiranih

sojem BGHI14 i kontrolnih pacova sa kolitisom (Slika 5a).

4.1. 1. 2. Detekcija soja BGHI14 u sadrzaju ileuma pacova

U cilju praéenja prezivljavanja BGHI14 soja u Gl traktu pacova iz sadrzaja ileuma
pacova tretiranih sojem BGHI14 izolovana je ukupna DNK, 16S rDNK gen laktobacila
umnozen je specifiénim prajmerima i PCR produkti su analizirani na DGGE gelu. DGGE
profil proizvoda umnozavanja gena za bakterijsku 16S rRNK dobijen iz ¢iste kulture soja
BGHI14 ukazao je na prisustvo veceg broja gena za 16S rRNK u genomu soja, pri ¢emu

jedna kopija dominira kao najja¢i signal na gelu. DGGE analiza prozvoda umnozavanja
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bakterijskog 16S rDNK gena iz sadrzaja ileuma dva od ukupno Cetiri analizirana zdrava
pacova tretirana sojem BGHI14 u trajanju od 16 dana pokazala je prisustvo signala koji po
poziciji na gelu odgovara najjacem signalu dobijenom iz Ciste kulture soja BGHI14 (Slika
6). Pretpostavljena traka poreklom iz sadrzaja ileuma zdravih pacova tretiranih sojem
BGHI14 kao i najzastupljenija traka dobijena iz Ciste BGHI14 kulture, su sekvencirane i
sekvence su uporedene sa NCBI bazom podataka. Rezultati su potvrdili da sve
pretpostavljene trake pripadaju vrsti Lb. fermentum. U sadrzaju ileuma kontrolnih pacova

nije uocena traka koja odgovara dominantnom signalu ¢iste kulture soja BGHI14.

4. 1. 1. 3. HistoloSka analiza tkiva kolona pacova

Morfoloske promene u tkivu kolona pacova pracene su histoloski H&E bojenjem i
mikroskopskom analizom pripremljenih preparata. HistoloSka procena koja je ukljucivala
procenu intenziteta inflamacije, ostec¢enja kripti i formiranja edema u tkivu kolona ukazala
je na statisti¢ki znacajno povecanje patohistoloskih promena kod zdravih pacova tretiranih
sojem BGHI14 u trajanju od 16 dana u odnosu na zdrave kontrolne Zivotinje bez obzira na
trajanje tretmana (Slika 7). Uocene promene nisu bile pracene formiranjem edema ni
promenom arhitekture kripti (Slika 8). Kod pacova sa kolitisom uocen je statisticki
znacajno veci stepen patohistoloskih promena u odnosu na zdrave kontrolne pacove, dok
takva razlika nije uocena izmedu pacova sa kolitisom i zdravih pacova tretiranih sojem
BGHI14. Takode, histoloski nije primecena razlika izmedu pacova tretiranih sojem
BGHI14 i kontrolnih pacova sa kolitisom. Na Slici 8 mogu se videti veliki submukozni
infiltrati sastavljeni od polimorfonukleara kod pacova sa kolitisom tretiranog sojem
BGHI14 (8A) i ostecenje kripti i masivna infiltracija neutrofila kod kontrolnog pacova sa
kolitisom (8B). Kod zdravog pacova tretiranog sojem BGHI14 u trajanju od 16 dana
prisutna je difuzna submukozna akumulacija mononukleara, eozinofila i sporadicno
neutrofila u sluéaju tretmana bakterijama (8C) nasuprot normalnoj morfologiji kod zdravog
kontrolnog pacova (8D). Prisustvo sporadi¢nih mukoznih i submukoznih agregata limfocita
uoceno je kod zdravog pacova tretiranog sojem BGHI14 tokom 28 dana (8E); iste promene
se ne uocavaju u kolonu zdravog kontrolnog pacova iz grupe sa produzenim tretmanom (28

dana) (8F).
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4. 1. 1. 4. Transkripcija gena u tkivu kolona pacova

Parametri imunskog odgovora i integriteta GI barijere praceni su qPCR analizom
ukupne RNK izolovane iz kolona zdravih i pacova sa kolitisom tretiranih sojem BGHI14 i
kontrolnih pacova. Analiza nivoa IL-14 transkripata ukazala je da unos TNBS-a indukuje
znacajno vecu ekspresiju IL-15 IRNK u odnosu na zdrave pacove. Nije uocena razlika u
indukciji IL-14 iRNK izmedu pacova sa kolitisom tretiranih sojem BGHI14 i kontrolnih
pacova sa kolitisom. Zdravi pacovi tretirani sojem BGHI14 pokazali su statisticki znac¢ajno
povecanje nivoa iRNK za IL-1p nakon 28 dana tretmana, nasuprot kra¢em tretmanu (16
dana) koji nije ostvario takav uticaj na transkripciju gena za IL-1f (Slika 9a).

Zdravi pacovi tretirani sojem BGHI14 16 i 28 dana pokazali su statisticki znacajno
povecanje ekspresije iIRNK za TNFa u odnosu na odgovaraju¢e kontrolne pacove.
Indukcija kolitisa dovela je do povecanja ekspresije TNFoa IRNK u odnosu na kontrolne
zdrave pacove. Tretman sojem BGHI14 nije delovao na transkripciju TNFa u akutnoj fazi
kolitisa (Slika 9b).

Unos TNBS-a statisticki je znacajno snizio ekspresiju iRNK za IL-17F u odnosu na
zdrave kontrole. Nije primecena razlika u nivou iRNK za IL-17F izmedu pacova tretiranih
sojem BGHI14 i kontrolnih pacova sa kolitisom. Sliéno, BGHI14 nije uticao na
transkripciju iIRNK za IL-17F kod zdravih pacova (Slika 9c).

Tretman sojem BGHI14 doveo je do statistiCki znacajnog povecanja transkripcije
Hsp70 gena 48 h nakon indukcije kolitisa u odnosu na kontrolne pacove sa kolitisom kao i
u odnosu na zdrave BGHI14 tretirane pacove u trajanju od 16 dana. Takva razlika nije
primec¢ena u odnosu na zdrave kontrolne pacove sa istim trajanjem tretmana. Takode,
zdravi pacovi tretirani sojem BGHI14 tokom 28 dana kao i odgovarajuéi kontrolni pacovi
pokazali su statisticki znacajno povecanje nivoa transkripata za HSP70 u odnosu na pacove
tretirane sojem BGHI14 i kontrolne pacove hranjene 16 dana. Tretman sojem BGHI14 nije
ostvario uticaj na ekspresiju Hsp70 gena kod zdravih pacova (Slika 9d).

Indukcija kolitisa kao ni tretman sojem BGHI14 nisu ostvarili uticaj na nivo Tjpl
transkripata. Kontrolni pacovi iz grupe hranjene 28 dana pokazali su statisticki znacajno
povecanje ekspresije iRNK za TJP1 u odnosu na zdrave pacove iz kontrolne grupe hranjene

16 dana (Slika 9e).
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Slika 5. Telesne mase pacova tretiranih bakterijskim sojem Lb. fermentum BGHI14 i odgovarajuéih kontrolnih pacova: a)
pacovi sa kolitisom; b) zdravi pacovi hranjeni 16 dana; c) zdravi pacovi hranjeni 28 dana
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Slika 6. DGGE profili umnoZzaka gena za 16S rRNK specifi¢nih za laktobacile
dobijenih u PCR reakcijama sa parom prajmera Lab-0159f/Uni-0515r. Strelice ukazuju na
trake koje su odabrane za sekvenciranje. Linija 1: BGHI14; linije 2-5: ilealni sadrzaj Cetiri

tretirana pacova; linije 6-9: ilealni sadrzaj Cetiri kontrolna pacova
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Slika 7. PatohistoloSka procena efekta tretmana sojem BGHI14 na morfologiju tkiva
kolona pacova nakon indukcije kolitisa (16 dana tretmana) i kod zdravih pacova nakon
dva perioda tretmana (16 i 28 dana tretmana)
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Slika 8. Histopatolo3ki prikaz preseka tkiva kolona pacova: (A) pacova sa kolitisom
tretiranog sojem BGHI14, (B) kontrolnog pacova sa kolitisom, (C) zdravog pacova
tretiranog sojem BGHI14 u trajanju od 16 i (E) 28 dana, (D) zdravog kontrolnog pacova
tretiranog mlekom 16 i (F) 28 dana; uveli¢anja mikroskopa: A) X600, B) x200, C) %100,
D) x200, E) x200, F) x100
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kolona pacova; na ordinati su prikazane logaritamske vrednosti relativne ekspresije
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4. 1. 2. Uticaj razliCitih vremenskih rezima tretmana sojem BGHI14 na intenzitet

ostecenja tkiva kolona pacova nakon indukcije kolitisa

U cilju ispitivanja nacina primene BGHI14 soja koji potencijalno moze ostvariti
pozitivan u¢inak kod pacova sa kolitisom, testirani su razli¢iti rezimi tretmana pacova
sojem BGHI14 u odnosu na momenat indukcije Kolitisa, 1 to preventivni, terapijski i
kontinuirani tretman. S obzirom na imunostimulisu¢e delovanje BGHI14 soja, Sto je
potvrdeno u prethodnom delu istrazivanja, momenat indukcije kolitisa pomeren je sa dve na

tri nedelje od pocetka tretmana BGHI14 sojem.

4. 1. 2. 1. Promena telesnih masa pacova tokom eksperimenta

Radi uskladivanja u telesnim masama, na grafikonima su prikazani procenti promena
telesnih masa pacova u odnosu na pocetak tretmana pre indukcije bolesti (Slika 10a) i u
odnosu na momenat indukcije kolitisa nakon indukcije bolesti (Slika 10b). Pre indukcije
bolesti uocen je statisticki znacajno nizi procenat promene telesnih masa pacova tretiranih
sojem BGHI14 u odnosu na kontrolne pacove i to drugog, cetvrtog, petog, Sestog, sedmog,
0osmog i devetog dana od pocetka tretmana (Slika 10a). Nakon indukcije bolesti uoceno je
statisticki znacajno snizenje procenata promena telesnih masa pacova sa kolitisom u odnosu
na zdrave pacove i to preventivno tretiranih tre¢eg i Cetvrtog, terapijski tretiranih drugog,
treceg, Cetvrtog i Sestog, kao i kontinuirano tretiranih i kontrolnih Zivotinja sve vreme od
momenta indukcije bolesti (Slika 10b). Dodatno, kontinuirano tretirani pacovi su pokazali
statisticki znaCajno nizi procenat promene telesnih masa i u odnosu na preventivno tretirane

pacove i to sedmog dana od unosa TNBS-a.

4. 1. 2. 2. DGGE profili mikroflore sadrzaja kolona pacova

Kako bi se odredile promene mikroflore kolona pacova nakon indukcije kolitisa,
sadrzaj kolona analiziran je DGGE metodom. DGGE analiza PCR fragmenata dobijenih
umnozavanjem gena za bakterijsku 16S rRNK iz ukupne DNK izolovane iz sadrzaja kolona
ukazala je na Cetiri trake koje su sa pojacanim intenzitetom prisutne kod pacova sa
kolitisom u odnosu na zdrave kontrole. Tretman sojem BGHI14 nije ostvario uticaj na

sadrzaj mikroflore kolona kod pacova sa kolitisom ni u jednom od primenjenih rezima
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tretmana (Slika 11). Navedene trake su iseene, sekvencirane i utvrdena je njihova
pripadnost vrstama: Ethanoligenens harbinense, Bacteroides capilosus i Clostridium
jejuense. Ni u jednom od tretiranih pacova nije uocena traka koja odgovara soju BGHI14

(Slika 11).

4. 1. 2. 3. Makroskopska analiza kolona pacova

Nakon zrtvovanja zivotinja kvalitativno je procenjeno ostecenje kolona. Kod pacova sa
kolitisom, nezavisno da li su tretirani bakterijama ili pripadaju kontrolnim grupama uoc¢ena
je dilatacija kolona, zadebljanje i proSirenje zida kolona sa gubitkom nabora, uz prisustvo
pseudomembrana praceno povecanim zapadanjem luminalnog sadrzaja (Slika 12a). Zdravi
pacovi su pokazali normalnu morfologiju i elasti¢nost zida creva (Slika 12b). Slika 12¢

prikazuje dilataciju creva (meteorizam kod pacova sa kolitisom).

4. 1. 2. 4. HistoloSka analiza tkiva kolona pacova

Morfoloske promene izazvane indukcijom kolitisa pracene su mikroskopskom
analizom histoloskih preseka tkiva kolona. Indukcija kolitisa je u kasnoj akutnoj fazi dovela
do statisticki znacajnog povecanja patohistoloskih promena u odnosu na zdrave pacove, bez
uticaja tretmana sojem BGHI14 na intenzitet oStecenja (Slika 13). Kod pacova sa kolitisom
uoceni su ostaci nekroticnog tkiva, smanjenje apsorptivne povrsSine, hipertrofija kripti i
submukoznih miSi¢nih slojeva, kao 1 transmuralni infiltrati polimorfonukleara,
mononukleara i eozinofila (Slike 14 i 15). Slika 14 prikazuje preseke tkiva kolona na
malom uveli¢anju mikroskopa (40x). Kod pacova sa kolitisom preventivno i terapijski
tretiranih sojem BGHI14 (14A i B) kao i kod kontrolnih pacova sa kolitisom (14D) vidljivo
je uvecanje kripti i miSiénih slojeva kao i gubitak arhitekture slojeva kod pojedinih pacova.
Hipertrofija kripti i miSi¢nih slojeva praceni Smanjenjem apsorptivne povrsine narocito su
naglaseni kod kontinuirano tretiranih pacova sa kolitisom (14C). Slika 14E prikazuje
morfologiju tkiva kontrolnih zdravih pacova. Tkivo kolona preventivno tretiranog pacova
sa kolitisom odlikuje prisustvo ¢éelijskih infiltrata, u miSi¢cnom sloju mukoze, sastavljenih
od mononuklearnih ¢elija i neutrofila (15A). Kod terapijski tretiranog pacova sa kolitisom,

u submukozi kolona, prisutni su ¢elijski infiltrati sastavljeni od neutrofila, mononuklearnih
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¢elija i eozinofila (15B). U ovoj grupi zivotinja se dodatno uoc¢avaju makrofagi kod kojih je
prisutan hemosiderin §to je pokazatelj obilnog krvarenja u zahvacenoj oblasti. Histoloski
nalaz kod kontinuirano tretiranih pacova sa kolitisom karakterise inflamacija, koja zahvata i
submukozni mi$i¢ni sloj, sa brojnim mononuklearnim ¢elijama i ponekim neutrofilom 1
eozinofilom (15C i D). U tkivu kontrolnog pacova sa kolitisom uoc¢avaju se mononukleari,
neutrofili i eozinofili u infiltratu koji zahvata mukozni misi¢ni sloj i submukozu (15E).

Slika 15F prikazuje tkivo zdravog kontrolnog pacova.

4. 1. 2. 5. Stepen lipidne peroksidacije u tkivu kolona pacova

Kao pokazatelj oksidativnog ostecenja tkiva kolona odreden je stepen lipidne
peroksidacije u homogenatima tkiva kolona. Nivo lipidne peroksidacije predstavljen je kao
koli¢ina malondialdehida (MDA) u molovima po gramu tkiva kolona (Slika 16). Indukcija
kolitisa nije dovela do povecanja nivoa MDA u tkivu kolona u kasnoj akutnoj fazi bolesti u
odnosu na zdrave pacove. BGHI14 je ostvario uticaj na nivo lipidne peroksidacije u tkivu
kolona samo u rezimu kontinuiranog tretmana pacova sa kolitisom gde je doSlo do

statisticki znaCajnog snizenja nivoa MDA u odnosu na kontrolne pacove sa kolitisom.

4. 1. 2. 6. Transkripcija gena u tkivu kolona pacova

Transkripcija gena uklju¢enih u imunoloski odgovor i odrzavanje GI barijere pracena
je qPCR analizom. Indukcija kolitisa dovela je do statisticki znacajnog povecanja nivoa
IRNK za IL-1B u odnosu na zdrave zivotinje. Medu pacovima tretiranim sojem BGHI14,
terapijski tretirana grupa je pokazala statisticki znacajno nizu ekspresiju iRNK za IL-1B u
odnosu na kontinuirano tretirane Zzivotinje. Slicna razlika nije uocena u odnosu na
preventivno tretirane pacove sa kolitisom (Slika 17a).

Transkripcija TNFo gena nije bila statisticki znac¢ajno promenjena u kasnoj akutnoj
fazi kolitisa u odnosu na zdrave kontrole, bez obzira na rezim tretmana (Slika 17b).

Unos TNBS-a izazvao je snizenje transkripcije gena za IL-17F sa izuzetkom
kontinuirano tretiranih zivotinja gde nije uocen takav smer promena. Medutim, nije uocena
razlika u nivou iIRNK za IL-17F izmedu razli¢itih rezima tretmana kod pacova sa kolitisom

(Slika 17c).
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Transkripcija gena za HSP70 nije bila promenjena kod pacova sa kolitisom u odnosu
na zdrave pacove, izuzev kod kontinuiranog tretmana sojem BGHI14 gde je bilo prisutno
statistiCcki znaCajno povecanje nivoa iIRNK za HSP70 u odnosu na zdrave kontrolne
zZivotinje, ali ne i u odnosu na ostale grupe pacova sa kolitisom (Slika 17d).

Statisticki znacajno snizenje nivoa iIRNK za TJP1 primeéeno je kod pacova sa
kolitisom u odnosu na zdrave kontrolne pacove, osim u grupi terapijski tretiranih zivotinja
sa kolitisom. Medutim, terapijski tretman sojem BGHI14 doveo je do statisticki znacajnog
povecanja nivoa transkripata za TIP1 u odnosu na kontinuirano tretirane i kontrolne pacove
sa kolitisom (Slika 17e).
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Slika 10. Procenti promena telesnih masa pacova tretiranih sojem BGHI14 i kontrolnih

pacova a) pre indukcije bolesti u odnosu na pocetak tretmana; b) nakon indukcije bolesti u

odnosu na momenat unoSenja TNBS-a
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Preventivno tretirani erapljski tretirani Kontinuirano tretirani
sa kolitisom sa Kolitisom sa kolitisom

Kontrolni sa kolitisom Kontrolni zdravi

Slika 11. DGGE profili mikroflore pacova sa kolitisom dobijeni umnoZavanjem gena za bakterijsku 16S rRNK prajmerima
Lab-0159f/Uni-0515r. Na fotografiji su obeleZene grupe koris¢ene u eksperimentu. Strelicama su oznaceni fragmenti koji su
sekvencirani. Rezultati sekvenciranja utvrdili su pripadnost slede¢im vrstama: 1) i 2) Ethanoligenens harbinense, 3) Bacteroides

capilosus, 4) Clostridium jejuense
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Slika 12. Fotografije kolona a) pacova sa kolitisom i b) zdravog pacova;
c) dilatirani kolon kod pacova sa kolitisom
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Slika 13. Patohistolo3ka procena efekta tretmana sojem BGHI14 na morfologiju tkiva

kolona pacova sa kolitisom
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Slika 14. Preseci tkiva kolona na malom uveli¢anju mikroskopa (40%) kod pacova sa
kolitisom (A) preventivno, (B) terapijski i (C) kontinuirano tretiranih sojem BGHI14; (D)
morfologija tkiva kolona kontrolnih pacova sa kolitisom i (E) zdravih pacova
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Slika 15. Histoloski preseci tkiva kolona bojeni H & E metodom: pacova sa kolitisom (A)
preventivno, (B) terapijski, (C i D) kontinuirano tretiranih sojem BGHI14, i (E) kontrolnog
pacova sa kolitisom; (F) presek tkiva kolona zdravog kontrolnog pacova; uveli¢anja
mikroskopa: (A) x400, (B) x400, (C) x600, (D) x200; (E) %400, (F) x100
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Slika 16. Nivoi MDA u tkivu kolona nakon razli¢itih rezima tretmana pacova sa

kolitisom sojem BGHI114
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Slika 17. Uticaj razli¢itih rezima tretmana pacova sojem BGHI14 na ekspresiju iRNK u tkivu kolona pacova za: a) IL-1p; b)

TNFa; ¢) IL-17F; d) HSP70; e) TIP1; vrednosti ekspresije na ordinati prikazane su na logaritamskoj skali u slu¢aju TNFa i Tjpl

gena
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4. 2. Uloga MbpL i AggL proteina u vezivanju laktobacila za GI mukozu pacova

4. 2. 1. Funkcionalna analiza u soju Lactococcus lactis subsp. lactis BGKP1-20

Derivati soja BGKP1-20 koji eksprimiraju laktokokalni mucin-vezuju¢i protein
(MbpL) i agregacioni faktor (AggL) testirani su u in vitro, ex vivo i in vivo esejima
vezivanja za mukozu Gl trakta. Derivat sa pAZIL vektorom sluzio je kao kontrola.

4.2.1. 1. Afinitet BGKP1-20 derivata za heksadekan

Kao pokazatelj hidrofobnosti povrsSine derivata KP1-20 koriséen je test afiniteta za
hidrofobni organski rastvara¢ heksadekan. Afinitet bakterijskih derivata za heksadekan
prikazan je u procentima na Slici 18. Derivat BGKP1-20/pAZIL pokazao je statisticki
znacajno nize vrednosti afiniteta za heksadekan u odnosu na BGKP1-20/pAZIL-mbpL i
pAZIL-aggLl derivate. Pri tom, agregiraju¢i fenotip je statisticki znac¢ajno povecao afinitet
derivata za heksadekan (srednja hidrofobnost) u odnosu na preostala dva derivata (niska
hidrofobnost). Jedini ponovljivi rezultati kod spomenutih derivata dobijeni su u eseju sa

heksadekanom, nasuprot afinitetima za etil-acetat i hloroform koji nisu mogli biti odredeni.

4.2.1. 2. Vezivanje BGKP1-20 derivata za svinjski zeluda¢ni mucin in vitro

Vezivanje derivata za preCiS¢eni mucin predstavlja merilo afiniteta derivata za
komponente mukusnog pokrivaca GI mukoze. Rezultati vezivanja za svinjski zeludacni
mucin predstavljeni su kao apsorbanca na talasnoj duzini 620 nm (Slika 19). lako je derivat
sa agregirajuéim fenotipom pokazao najveéi stepen vezivanja za povrsSinu plastike
Maxisorb ploce, njegov afinitet za povrsinu bunarica oblozenih mucinom bio je slican kao i
kod BGKP1-20/pAZIL derivata. BGKP1-20/pAZIL-mbpL derivat je pokazao statisticki
znacajno veéi afinitet za mucin u odnosu na BGKP1-20/pAZIL i BGKP1-20/pAZIL-aggL
derivate, Sto je suprotno situaciji u kontrolnim neobloZenim bunari¢ima gde isti derivat nije

pokazao razliku u vezivanju u odnosu na kontrolni BGKP1-20/pAZIL derivat.

4. 2. 1. 3. Vezivanje BGKP1-20 derivata za HT29-MTX ¢elije in vitro
U eseju adhezije derivata za mucin-sekretujuée humane HT29-MTX ¢elije u kulturi

simulirano je vezivanje derivata za peharaste celije GI epitela. Rezultati vezivanja za
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HT29-MTX celije predstavljeni su kao procenti vezanih u odnosu na ukupan broj nanetih
bakterija (Slika 20). Medu testiranim derivatima, BGKP1-20/pAZIL-aggL derivat je
pokazao statisticki znafajno nizi stepen vezivanja za HT29-MTX ¢celije u odnosu na
preostale derivate. Istovremeno, derivat BGKP1-20/pAZIL-mbpL je pokazao statisticki
znacajno vedi afinitet za HT29-MTX celije u odnosu na kontrolni derivat sa pAZIL
vektorom. S druge strane, BGKP1-20/pAZIL-mbpL i BGKP1-20/pAZIL-aggL derivati su
pokazali statisticki znacajno veci stepen adhezije za povrSinu praznih bunari¢a ploce za

¢elijsku kulturu u odnosu na BGKP1-20/pAZIL derivat.

4. 2. 1. 4. Vezivanje BGKP1-20 derivata za isecke tkiva ileuma i kolona pacova ex vivo

Kako bi se simulirala sredina prisutna u GI traktu praceno je vezivanje derivata
BGKP1-20 za segmente ileuma i kolona pacova u uslovima ex vivo. Rezultati su
predstavljeni procentualno na Slici 21. Uocene Su statisticki znacajno nize vrednosti
adhezije agregiraju¢eg derivata za iseCke tkiva ileuma u odnosu na preostala dva derivata.
Isti derivat je pokazao statisticki znacajno viSe vrednosti vezivanja za isecke tkiva kolona u
odnosu na BGKP1-20/pAZIL i pAZIL/mbpL derivate. Prisustvo gena za MbpL protein
dovelo je do statisti¢ki znacajno nizeg vezivanja derivata za isecke tkiva ileuma i kolona u

odnosu na kontrolni BGKP1-20/pAZIL derivat.

4. 2. 1. 5. Vezivanje BGKP1-20 derivata za tkivo ileuma i kolona pacova in vivo

Procena stepena vezivanja derivata u uslovima in vivo vrsena je odredivanjem brojnosti
bakterijskih celija u sadrzaju creva i na zidu creva nakon hranjenja pacova derivatima
BGKP1-20. Rezultati vezivanja derivata za tkivo ileuma i kolona pacova in vivo prikazani
su procentualno na Slici 22. Agregirajuci fenotip statisticki je znacajno doprineo vezivanju
derivata za mukozu kolona u odnosu na BGKP1-20/pAZIL i BGKP1-20/pAZIL-mbpL
derivate. Suprotno je uoceno u ileumu gde su se derivati BGKP1-20/pAZIL i BGKP1-
20/pAZIL-mbpL statisticki znacajno bolje vezali u odnosu na agregirajuc¢i derivat. Nisu
uocene statisticki znacajne razlike u vezivanju za mukozu ileuma i kolona izmedu BGKP1-
20/pAZIL i BGKP1-20/pAZIL-mbpL derivata.
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Slika 18. Afinitet derivata BGKP1-20/pAZIL,BGKP1-20/pAZIL-mbpL i BGKP1-
20/pAZIL-aggL za heksadekan
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Slika 19. Vezivanje derivata BGKP1-20/pAZIL, BGKP1-20/pAZIL-mbpL i BGKP1-

20/pAZIL-aggL za svinjski Zeluda¢ni mucin (sivi grafikoni) i neoblozenu povrSinu plastike

(beli grafikoni)

66



12.0

10.0

8.0

6.0

Procenat vezanih bakterija (%)

40

2.0

0.0

p<0,05

p<0,05

p<0,05

p<0,05

o

p<0,05

|
BGKP1-20/pAZIL

T

BGKP1-20/pAZIL

-ml

bpL

T
BGKP1-20/pAZIL
-aggl

Rezultati

W HT29-MTX celije
[ Kontrolni bunariéi

Slika 20. Vezivanje derivata BGKP1-20/pAZIL, BGKP1-20/pAZIL-mbpL i BGKP1-
20/pAZIL-aggL za HT29-MTX c¢elije u kulturi (sivi grafikoni) i za povrSinu praznih

bunariéa ploce za ¢elijsku kulturu (beli grafikoni)

2.0+

Procenat vezanih bakterija (%)

0.5

0.0

p<0.05

p<0,05

p<0.05

p<0.05

p<0,05

=R

p<0.05

[l Iseéci ileuma

[ Ise&ci kolona

T
BGKP1-20/pAZIL

T
BGKP1-2!

0/pAZIL

-mbpL

T
BGKP1-20/pAZIL
-agglL

Slika 21. Vezivanje BGKP1-20/pAZIL, BGKP1-20/pAZIL-mbpL i BGKP1-

20/pAZIL-aggL derivata za isecke tkiva ileuma i kolona ex vivo; rezultati vezivanja za

ileum na ordinati prikazani su kao deset puta manje vrednosti
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Slika 22. Vezivanje derivata BGKP1-20/pAZIL, BGKP1-20/pAZIL-mbpL i BGKP1-

20/pAZIL-aggL za mukozu ileuma i kolona in vivo
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4. 2. 2. Funkcionalna analiza u soju Lactobacillus salivarius BGHO1
Kako bi se testirala uloga MbpL i AggL proteina u laktobacilima, konstrukti sa mbpL i
aggL genima, kao i pAZIL vektor (kontrola), prebaceni su u BGHOI1 soj. Eseji vezivanja za

GI mukozu ponovljeni su kao i u slu¢aju BGKP1-20 derivata.

4. 2. 2. 1. Transformacija soja BGHO1

Nakon transformacije soja BGHO1 plazmidima pAZIL, pAZIL-mbpL i pAZIL-aggL
transformanti su provereni restrikcionom analizom izolovanih plazmida i sekvenciranjem
gena za 16S rRNK. Proverom plazmida izolovanih iz potencijalnih transformanata
BGHO1/pAZIL, BGHO1/pAZIL-mbpL i BGHOL/pAZIL-aggl. potvrdeno je prisustvo
razli¢itih plazmida. Dodatno, se¢enjem izolovanih plazmida restrikcionim enzimom EcoRI,
elektroforezom je potvrdeno da veliina konstrukata odgovara veli¢ini istih izolovanih iz E.
coli soja DHS5a (Slika 23). Sekvenciranjem PCR produkata iz gena za 16S rRNK potvrdena
je slicnost sa sekvencama gena za 16S rRNK iz vrste Lb. salivarius iz NCBI baze podataka.

4. 2. 2. 2. RT-PCR analiza ekspresije iRNK za MbpL i AggL proteine u derivatima

BGHO1

Kako bi se potvrdila aktivnost laktokokalnih promotora mbpL i aggL gena u
heterolognom domacinu, izolovana je ukupna RNK iz BGHO1 transformanata i cDNK je
proverena u PCR reakcijama sa mbpL i aggL-specificnim prajmerima. U cilju potvrdivanja
prisustva mbpL transkripata uraden je RT-PCR sa prajmerima mbpLcod_fw i mbpLcod_rev
i utvrdeno je da je dobijen pozitivan signal u derivatu BGHO1/pAZIL-mbpL. Koris¢enjem
para prajmera aggLcod fw i agglLcod _rev dobijeni su pozitivni signali u derivatima
BGHO1/pAZIL-mbpL i BGHOL/pAZIL-aggL. Ovakav rezultat je bio ocekivan s obzirom
da pAZIL-mbpL konstrukt sadrzi prvih 1823 bp sekvence iz aggL gena (Kojic i saradnici).
Sva tri derivata dala su pozitivne signale sa prajmerima rpoBcod_fw i rpoBcod_rev za
konstitutivno eksprimiranu RpoB subjedinicu RNK polimeraze (Slika 24).
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4. 2. 2. 3. Afinitet BGHOI1 derivata za organske rastvarace

U cilju potvrde fenotipskih efekata ekspresije MbpL i AggL proteina u BGHO1 soju,
odredivan je afinitet BGHO1 soja za organske rastvarace i to heksadekan, etil-acetat i
hloroform. Kao Sto su objasnili Ocafa i saradnici, 1999, afinitet za heksadekan odrazava
hidrofobna, dok etil-acetat i hloroform odrazavaju elektron-akceptorska odnosno elektron-
donorska svojstva bakterijske povrSine. Procentualni prikaz afiniteta derivata za organske
rastvarate dat je na Slici 25. Derivati BGHO1/pAZIL-mbpL i BGHO1/pAZIL-aggL
pokazali su statisticki znaCajno povecan afinitet za heksadekan u odnosu na
BGHO1/pAZIL derivat, bez medusobne razlike u afinitetu (Slika 25a). U poredenju sa
BGKP1-20 derivatima (poglavlje 4. 2. 1. 1.) uocavaju se vece ukupne hidrofobnosti
BGHOL1 derivata. Afinitet za etil-acetat najvisi je kod derivata BGHOL1/pAZIL-mbpL sa
statisticki znacajnom razlikom u odnosu na preostala dva derivata ¢iji se afinitet za etil-
acetat medusobno ne razlikuje (Slika 25b). Derivati nisu pokazali medusobnu razliku u

afinitetu za hloroform (Slika 25c).

4. 2. 2. 4. Vezivanje BGHOI1 derivata za svinjski zeluda¢ni mucin in vitro

Ispitivanje uloge MbpL i AggL proteina u soju BGHOL u vezivanju za mucin pra¢eno
je u testu afiniteta za pre¢iSc¢eni zeluda¢ni mucin in vitro. Rezultati vezivanja BGHO1
derivata predstavljeni su kao apsorbanca na talasnoj duzini 620 nm (Slika 26).
BGHO1/pAZIL-aggl derivat je pokazao statisticki znacajno nize vrednosti vezivanja za
svinjski Zeluda¢ni mucin u odnosu na kontrolni derivat BGHO1/pAZIL. Statisticka
znacajnost nije uoCena u odnosu na derivat BGHO1/pAZIL-mbpL, kao ni izmedu
BGHO1/pAZIL i BGHO1/pAZIL-mbpL derivata. Derivati nisu pokazali medusobnu

razliku u vezivanju za povrSinu neoblozene plasti¢ne ploce.

4.2.2.5. Vezivanje BGHOL1 derivata za HT29-MTX celije in vitro

U ovom eksperimentu je testirana interakcija BGHOL derivata sa epitelnim mucin-
sekretuju¢im Celijama u kulturi. Rezultati vezivanja za HT29-MTX ¢elije predstavljeni su
kao procenat vezanih u odnosu na ukupan broj nanetih bakterija (Slika 27). Prisustvo

agregacionog faktora doprinelo je statisticki znacajnom smanjenju vezivanja
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BGHO1/pAZIL-aggL derivata za HT29-MTX ¢elije u odnosu na derivate sa pAZIL i
PAZIL-mbpL konstruktima, koji nisu pokazali medusobnu razliku u vezivanju.
Istovremeno, BGHO1/pAZIL-aggl derivat je pokazao statisticki znacajno veci afinitet za
povrsinu plastike ploce za kulturu tkiva u odnosu na BGHO1/pAZIL i BGHO1/pAZIL-
mbpL derivate.

4.2.2.6. Vezivanje BGHOI1 derivata za isecke tkiva ileuma i kolona pacova ex vivo

Izolovani eksplanti tkiva creva koriséeni su u eseju vezivanja BGHO1 derivata za GI
mukozu ex vivo. Rezultati vezivanja za isecke tkiva ileuma i kolona predstavljeni su
procentualno na Slici 28. Stepen vezivanja za isecke ileuma i za tkivo kolona nije se

razlikovao izmedu razli¢itih BGHOI1 derivata.

4. 2. 2. 7. Promena telesnih masa pacova tokom tretmana derivatima BGHO1

S obzirom na potencijalnu primenu laktobacila kao probiotika tretman BGHO1
derivatima trajao je nedelju dana duze u odnosu na eksperiment sa BGKP1-20 derivatima,
kako bi se ispratila reakcija pacova na unos bakterija. Radi uskladivanja razlika u tezini
zivotinja na pocetku eksperimenta, promene telesnih masa pacova prikazane su kao
procenat promene u odnosu na telesne mase pacova na pocetku tretmana (Slika 29). Pacovi
tretirani BGHO1/pAZIL i BGHOL/pAZIL-mbpL derivatima pokazali su brzi porast
telesnih masa u odnosu na kontrolne zivotinje koje su dobijale mleko. Taj porast je dostigao
statisticku znacajnost osmog dana od pocetka tretmana. Uocen je statisticki znacajno manji
porast tezine pacova tretiranih BGHO1/pAZIL-aggL derivatom u odnosu na pacove
tretirane kontrolnim BGHOZ1/pAZIL derivatom 17. i 18. dana od pocetka tretmana.

4. 2. 2. 8. Vezivanje BGHOL1 derivata za tkivo ileuma i kolona pacova in vivo

Hranjenje pacova BGHO1 derivatima i odredivanje broja vezanih bakterijskih celija
sluzilo je za procenu adhezije derivata za mukozu ileuma i kolona u dinami¢nim uslovima
Gl trakta. Rezultati vezivanja predstavljeni su kao procenat bakterija vezanih za tkivo u
odnosu na ukupan broj bakterija u sadrzaju lumena i u tkivu (Slika 30). Na podlogama sa

inokulisanim sadrzajem i homogenatima tkiva kontrolnih pacova nisu uocene kolonije.
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Derivat BGHO1/pAZIL-aggl pokazao je statisticki znaCajno nizi procenat vezivanja za
mukozu Kolona u odnosu na BGHO1/pAZIL derivat, dok je u ileumu to snizenje statisticki
znacajno u odnosu na BGHOI1/pAZIL i BGHOI1/pAZIL-mbpL derivate. Derivati
BGHO1/pAZIL i BGHOL1/pAZIL-mbpL nisu pokazali medusobnu razliku u vezivanju za

mukozu ileuma i kolona.
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Slika 23. Horizontalna gel-elektroforeza: a) plazmida iz BGHOL1 transformanata (linije

pAZILiaggl .

pAZIL/agg

1, 2, 3 - plazmidi pAZIL, pAZIL-mbpL i pAZIL-aggL izolovani iz transformisanih E. coli
DH5a; linije 4, 5, 6 - plazmidi pAZIL, pAZIL-mbpL i pAZIL-aggL izolovani iz
potencijalnih BGHOL1 transformanata; linija 7 — Mw, marker molekulskih tezina, 1 kb); b)

EcoRlI isecenih plazmida (redosled u linijama isti kao pod a)
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Slika 24. Horizontalna gel-elektroforeza fragmenata dobijenih nakon RT-PCR-a sa
ukupnom RNK izolovanom iz BGHOL derivata BGHO1/pAZIL, BGHO1/pAZIL-mbpL,
BGHO1/pAZIL-aggL (linije 1, 2, 3 — produkti dobijeni parom prajmera rpoBcod_fw/rev;
linije 4, 5, 6 - produkti dobijeni parom prajmera mbpLcod_fwi/rev; linije 7, 8, 9 - produkti

dobijen parom prajmera aggLcod_fw/rev; linija 10 — Mw, marker molekulskih tezina, 1 kb)
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Slika 25. Afinitet derivata BGHO1/pAZIL, BGHO1/pAZIL-mbpL i BGHO1/pAZIL-aggl za organske rastvarace: a)
heksadekan; b) etil-acetat; c) hloroform
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Slika 26. Vezivanje derivata BGHO1/pAZIL, BGHO1/pAZIL-mbpL i BGHO1/pAZIL-aggL za svinjski zeluda¢ni mucin

(sivi grafikoni) i neoblozenu povrsinu plastike (beli grafikoni)
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Slika 27. Vezivanje derivata BGHO1/pAZIL, BGHO1/pAZIL-mbpL i
BGHO1/pAZIL-aggL za HT29-MTX ¢elije u kulturi (sivi grafikoni) i za povrSinu praznih

bunariéa ploce za ¢elijsku kulturu (beli grafikoni)
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Slika 28. Vezivanje BGHO1/pAZIL, BGHO1/pAZIL-mbpL i BGHO1/pAZIL-aggL

derivata za isecke tkiva ileuma i kolona ex vivo
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Slika 29. Procenti promena telesnih masa pacova tretiranih derivatima BGHO1/pAZIL,
BGHO1/pAZIL-mbpL i BGHO1/pAZIL-aggl u odnosu na telesne mase na pocetku

tretmana; kontrolni pacovi su oznaceni belim grafikonima
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Slika 30. Vezivanje derivata BGHO1/pAZIL, BGHO1/pAZIL-mbpL i
BGHO1/pAZIL-aggL za mukozu ileuma i kolona in vivo
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5. DISKUSIJA

5. 1. Reakcija tkiva pacova na unosenje soja BGHI114
,» That which does not kill us makes us stronger* - Friedrich Nietzsche

Lactobacillus fermentum je heterofermentativni laktobacil prisutan u hrani, mleku
sisara, na vaginalnoj sluzokozi ili GI traktu novorodenceta i dece (Fazeli i saradnici, 2009;
Jiménez i saradnici, 2010; Kaewnopparat i saradnici, 2013; Park i saradnici, 2005;
Mikelsaar i Zilmer, 2009). Lb. fermentum je asociran sa humanim Gl traktom s obzirom da
se unosi putem fermentisane hrane (Walter, 2008). S obzirom na visoku otpornost na
simulirane uslove GI trakta, interakcija Lb. fermentum sa tkivom sisara ispitivana je u
velikom broju studija (Lin i saradnici, 2007). Kod miSeva je pokazano povecanje sinteze
sIgA u tkivu tankog creva kao i broja CD4+ T-limfocita u perifernoj cirkulaciji nakon
oralnog unosa Lb. fermentum (Park i saradnici, 2005). Kod sportista je primena Lb.
fermentum izazvala povecanje nivoa IFNy u perifernoj cirkulaciji Sto se povezuje sa
smanjenim rizikom od nastanka respiratornih oboljenja u navedenom istrazivanju (Cox i
saradnici, 2010). U prilog tome, klini¢ka studija uradena kod novorodenc¢adi pokazala je da
primena Lb. fermentum dovodi do smanjenja ucestalosti respiratornih i GI infekcija
(Maldonado i saradnici, 2012). Takode je potvrdeno da Lb. fermentum deluje na mikrofloru
domacina, dovodeci do povecanja broja intestinalnih laktobacila (Omar i saradnici, 2013).

Sve veca primena laktobacila u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji, sporadi¢ni
slucajevi infekcije primeceni nakon konzumiranja laktobacila kao i dvosmisleni rezultati
0 delovanju laktobacila kod inflamatornih oboljenja namecéu potrebu za detaljnijim
razjasSnjenjem mehanizama koji su u osnovi odgovora domacina na unos laktobacila
(Borriello i saradnici, 2003; Prantera i saradnici, 2002). Iz tog razloga je neophodno
uporediti odgovor zdravog sa odgovorom povredenog tkiva na prisustvo istog soja
laktobacila. Na taj nac¢in Se moze ste¢i uvid u mehanizme delovanja i predvideti ishod
konzumiranja laktobacila bilo kao dodatka ishrani ili u odredenim patoloskim stanjima. U
izlozenom istrazivanju testirana je reakcija tkiva kolona pacova na peroralni unos soja Lb.

fermentum BGHI14. Ispracen je efekat peroralne primene soja na zdrave pacove i pacove
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kod kojih je indukovano hemijsko oStec¢enje tkiva kolona TNBS-om ¢ime nastaje
inflamacija slicna Kronovoj bolesti kod ¢oveka.

Usled brojnih antimikrobnih mehanizama u proksimalnom delu Gl trakta sisara, prvo
mesto znacajne kolonizacije bakterija u smislu ostvarivanja efekata na domacina je ileum,
gde laktobacili predstavljaju najdominantniju populaciju mikroorganizama. Pretpostavlja se
da je molekularna detekcija bakterijske DNK u ovom delu Gl trakta indikator dobrog
prezivljavanja bakterija, s obzirom da bi bakterijska DNK bila razgradena delovanjem
nukleaza u duodenumu (Bertazzoni-Minelli i saradnici, 2004). Rezultati DGGE analize
sadrzaja ileuma zdravih pacova tretiranih sojem BGHI14 u trajanju od 16 dana pokazali su
sposobnost ovih bakterija da prezive u GI traktu pacova. Dodatno, profil mikroflore kod
pacova tretiranih sojem BGHI14 slican je profilu kontrolnih pacova. Na ovaj nacin je
potvrdeno da peroralni unos BGHI14 u trajanju od 16 dana nije doveo do poremecaja
sastava mikroflore u ileumu pacova. Svaki disbalans u sastavu mikroflore mogao bi da
bude indikator invazivnosti unetih bakterija (Schultz i Haas, 2011).

U naSem istrazivanju, tretman pacova laktobacilusnim sojem BGHI14 doveo je do
inflamacije u tkivu kolona prac¢ene infiltracijom neutrofila i mononukleara kod zdravih
pacova nakon svakodnevne peroralne primene od priblizno 10'° bakterijskih ¢elija po
zivotinji u trajanju od 16 dana. Produzeni tretman zivotinja sojem BGHI14 (28 dana)
doveo je do smanjenja imunske reakcije u tkivu kolona bez hroni¢ne inflamacije. U
saglasnosti sa histoloskim rezultatima, tretman laktobacilima je kod zdravih zivotinja
doveo do pada telesnih masa izmedu 11. i 13. dana od pocetka primene, iako ovaj trend
nije nastavljen sa produzetkom tretmana sojem BGHI14 do 28. dana. Moguée je
pretpostaviti da se trenutak pada telesnih masa poklopio sa najvec¢im intenzitetom
inflamatornog odgovora u tkivu kolona pacova. Navedeni podaci ukazuju na
imunostimuliSu¢e delovanje soja BGHI14 na tkivo kolona pacova. U prilog dobijenim
rezultatima govore istrazivanja u kojima je tretman miSeva sojem Lb. reuteri 100-23 doveo
do indukcije prolaznog imunskog odgovora tkiva tankog creva kako histoloski, tako i na
molekularnom nivou nekoliko dana nakon inokulacije bakterijama, pri ¢emu se imunska

reakcija povukla nakon tri nedelje od momenta administracije (Hoffmann i saradnici, 2008).
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Veliki broj primenjenih bakterija soja BGHI14 (~10" bakterija po Zivotinji dnevno)
koje su alohtone za Gl trakt pacova mogao bi indukovati odgovor komponenata urodene
imunosti u tkivu kolona koji podizu odbrambene mehanizme i time reguliSu broj unetih
laktobacila u GI traktu. Ovakva reakcija moze se smatrati normalnim odgovorom tkiva
imunokompetentnog domacina, uz ogradu da indukcija imunskog odgovora moze
predstavljati potencijalni rizik kod imunodeficijentnih pacijenata. Kako se inflamatorna
reakcija u zdravom tkivu kolona povukla bez obzira na produzenje tretmana sojem
BGHI14, moguce je pretpostaviti da su unete bakterije dosle u kontakt sa subepitelnim
imunskim ¢elijama u tkivu kolona.

Imunska reakcija u tkivu kolona zdravih pacova uocena histoloski bila je pracena
povecéanom transkripcijom gena za proinflamatorne citokine TNFo i IL-1B. Indukcija
sinteze TNFa u ¢elijama imunskog sistema od strane laktobacila potvrdena je u ranijim
istrazivanjima (Kim i saradnici, 2006). Sli¢no, naSe istrazivanje je pokazalo povecanje
transkripcije TNFa gena u tkivu kolona pacova nakon 16 dana i nakon 28 dana tretmana
sojem BGHI14. U eksperimentalnim in vivo modelima je pokazan kako pozitivan tako i
negativan efekat TNFa, zavisno od primenjene doze (Bekker i saradnici, 2000). Istrazivaci
su pokazali da kad se unosi niska doza TNFa dolazi do suprimiranja infekcije pluca, dok je
visoka doza TNFa, iako dovodi do ublazavanja infekcije, praéena snaznom imunskom
reakcijom u tkivu pluc¢a. Bez obzira na zastitno delovanje niskih doza TNFa, hroni¢na
primena TNFa moze delovati kancerogeno (Onizawa i saradnici, 2009). Verovatno je da je
povecéanje nivoa TNFa izazvano primenom soja BGHI14 u naSem istrazivanju mehanizam
kojim domaéin omogucava kontrolisanje rasta unetih mikroorganizama kako bi bila
spreCena dalja translokacija bakterija i1 indukcija sistemskog imunskog odgovora
(Macpherson, 2006). Time domacin odrzava aktivnom intestinalnu barijeru i spreman je da
u svakom momentu pokrene proinflamatornu kaskadu dogadaja ukoliko to uslovi sredine
budu zahtevali. Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da, nakon peroralne
primene, soj BGHI14 ostvaruje imunostimuliSuce delovanje na nivou tkiva kolona.

Peroralna primena soja BGHI14 u trajanju od 28 dana dovela je do indukcije
transkripcije IL-1f gena u tkivu kolona pacova. Poveéanje nivoa iRNK za IL-1B ne mora

obavezno odraZavati nivo aktivne forme citokina. Sta vise, u ranijim istraZivanjima je
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potvrdeno da prisustvo simbiontskih mikroorganizama povecava nivo neaktivne pro-1L-1f
forme u mononuklearnim fagocitima lamina propria, i to pretezno u makrofagima (Franchi
i saradnici, 2012). Medutim, postojanje rezervi pro-IL-13 predstavlja potencijalnu opasnost
u slucaju povrede tkiva i moze dovesti do indukcije patoloskog Th-¢elijama posredovanog
imunskog odgovora (Sahoo i saradnici, 2011). Iz tog razloga su potrebne mere opreza pri
dugotrajnoj primeni imunostimuli$ucih laktobacila.

Nakon Sto je pokazano imunostimuliSu¢e delovanje soja BGHI14 na nivou tkiva
kolona zdravih pacova, naredni cilj u istrazivanju bio je testiranje uticaja delovanja
BGHI14 u eksperimentalnom modelu kolitisa kod pacova. Bez obzira na Siroku upotrebu
TNBS-a za izazivanje kolitisa u laboratorijskim uslovima, mehanizam koji je u osnovi
kolitisa izazvanog TNBS-om nije razjasnjen. TNBS deluje kao hapten, vezujuéi se za
tkivne i luminalne antigene i dovodi do indukcije Thl posredovanog ¢elijskog odgovora.
Kako bi doSlo do indukcije reakcije preosetljivosti na haptenizovane antigene, potrebna je
viSestruka aplikacija TNBS-a. Model kolitisa izazvanog TNBS-om kod pacova koji se
najCe$¢e primenjuje u laboratorijskoj praksi podrazumeva jednokratnu administraciju
TNBS-a u lumen kolona ¢ime nastaje inflamacija posredovana Thl-¢elijama u trajanju od
nekoliko nedelja (Dothel i saradnici, 2013). U prisustvu etanola koji ima funkciju
»,omeksavanja“ hidrofobnog sloja mukusa, TNBS deluje citotoksi¢no na epitelne celije
dovodec¢i do produkcije slobodnih radikala i do nekroze u zidu creva (Wirtz i saradnici,
2007; Wang i saradnici, 2002). Tako nastaju ,,dZepovi“ u tkivu creva u koje zapadaju
luminalni mikroorganizmi. Stimulise se akutni imunski odgovor, koji, ukoliko je
nedovoljno efikasan, ne dovodi do uklanjanja zaostalih bakterija ¢ime se inflamacija i
ostecenje crevnog tkiva progresivno uvecavaju. U prilog navedenom je podatak da je za
razvoj hroni¢ne faze bolesti potrebno prisustvo crevne mikroflore (Llopis i saradnici, 2005;
Guarner i Malagelada, 2003). Citokini koji su predominantni u ranim fazama kolitisa
indukovanog TNBS-om (prvih 48 h) kod pacova su TNFa, IL-1p i IL-6, dok se u kasnoj
akutnoj fazi i hroni¢noj fazi (1 - 3 nedelje), pored nivoa IL-1B ¢ija se visoka ekspresija
zadrzava, povecavaju nivoi Thl citokina IFNy i IL-12 (Sun i saradnici, 2001).

Najcesce koris¢en momenat indukcije kolitisa izazvanog TNBS-om po literaturi je dve

nedelje od pocetka tretmana laktobacilima. Stoga je u prvoj fazi eksperimenta bio cilj da se,
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pored testiranja vremenskog profila reakcije zdravog tkiva kolona pacova, testira i efekat
koji ¢e primena soja BGHI14 dati u slucaju indukcije bolesti dve nedelje od pocetka
tretmana BGHI14 sojem. Kako bi se dobio neposredan uvid u jacinu tkivne barijere i
urodenog imunskog odgovora pacova na ostecenje tkiva kolona, Zivotinje su zrtvovane 48 h
nakon indukcije bolesti. Time je testirano u kojoj meri unos BGHI14 soja uti¢e na imunski
sistem i integritet epitela kolona. Rezultati su pokazali da unos soja BGHI14 ne dovodi do
pogorSanja u akutnoj fazi bolesti, iako je o$te¢enje indukovano u momentu postojanja
imunske reakcije u tkivu kolona na BGHI14.

Stepen ostecenja kao i transkripcija gena za proinflamatorne citokine TNFa i IL-B u
tkivu kolona bili su povecéani u istoj meri kod svih pacova sa kolitisom ukljucujuéi pacove
tretirane BGHI14 sojem i kontrolne pacove. Intenzitet imunoloske reakcije uocen histoloski
I na osnovu nivoa iIRNK za IL-1 bio je veéi u tkivu kolona pacova sa kolitisom u odnosu
na zdrave zivotinje tretirane sojem BGHI14 pri istoj duzini tretmana, Sto ukazuje na
postojanje razli¢itih mehanizama Kkoji su u osnovi reakcije tkiva kolona na BGHI14 i na
ostecujuci hemijski stimulus.

lako je stepen inflamacije u akutnoj fazi dobar pokazatelj stanja urodenih imunoloSkih
barijera u momentu indukcije oSteCenja, ne predstavlja indikator zastitnog delovanja
odredenog agensa. Stoga su u narednoj fazi eksperimenta zivotinje zrtvovane u kasnoj
akutnoj fazi kolitisa, odnosno sedam dana od momenta indukcije bolesti. S obzirom na
uocenu imunsku reakciju u zdravom tkivu kolona dve nedelje nakon pocetka tretmana, u
drugoj fazi eksperimenta indukcija bolesti je pomerena na tri nedelje od pocetka tretmana.
U daljem tekstu ¢e biti diskutovani rezultati koji se odnose na grupe pacova kod kojih je
kolitis indukovan tri nedelje od pocetka tretmana sojem BGHI14 (odnosno mlekom u
slu¢aju kontrola) i koji su zrtvovani u kasnoj akutnoj fazi (7 dana) inflamacije.

U naSem eksperimentu, unos TNBS-a doveo je u kasnoj akutnoj fazi bolesti do
transmuralne inflamacije u tkivu kolona sa nekrotiénim poljima, hipertrofijom kripti i
misi¢nog tkiva i infiltracijom polimorfonukleara i mononukleara. Delovanje laktobacila na
modelu kolitisa izazvanog TNBS-om testirano je u nekoliko nezavisnih studija, bilo
preventivno ili terapijski. Pokazalo se da je pozitivan efekat zavisan od primenjenog soja
laktobacila i objasnjen je antiinflamatornim delovanjem laktobacila (Peran i saradnici,
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2007). Primena Lb. fermentum kod eksperimentalnih Zivotinja ostvarivala je pozitivno
delovanje na modelima kolitisa indukovanih DSS-om (Dextrane Sodium Sulfate, dekstran
natrijum sulfat) i TNBS-om (Geier i saradnici, 2007; Peran i saradnici, 2006). Sudeéi po
histoloskoj analizi tkiva kolona, tretman sojem BGHI14 nije delovao pozitivno ni u jednom
rezimu tretmana. S druge strane, na osnovu promene telesnih masa pacova tokom
eksperimenta, uoceno je da su pacovi sa kolitisom izlozeni preventivhom i terapijskom
tretmanu sojem BGHI14 imali manje izrazen pad telesnih masa nakon indukcije kolitisa u
odnosu na pacove kontinuirano tretirane sojem BGHI14 i u odnosu na kontrolne zivotinje
sa kolitisom. Dodatno, kod terapijski tretiranin pacova, transkripcija gena za
proinflamatorni IL-1B u tkivu kolona bila je snizena u odnosu na kontinuirano tretirane
pacove. Rezultati pokazuju da je terapijski tretman pacova sojem BGHI14 bio najefikasniji
u snizavanju inflamacije u tkivu kolona pacova sa kolitisom. Opisano neslaganje rezultata
histologije sa promenama telesnih masa i molekulskim pokazateljima inflamacije moze biti
posledica prevelike doze TNBS-a primenjene pri indukciji bolesti, Sto donekle usporava
oporavak zivotinja, naro¢ito u ranijoj fazi kolitisa. Dothel i saradnici (2013) su zakljucili da
bi, u laboratorijskoj praksi, nivo oste¢ujuceg agensa trebalo podesiti tako da Sanse za
oporavak farmakoloskim intervencijama budu realne. Pored toga, ne moze se iskljuditi
mogucénost da bi se eventualni pozitivni uc¢inak mogao uociti tek u kasnijoj fazi bolesti
(Mafié i saradnici, 2009).

Nivo iIRNK za TNFa u kasnoj akutnoj fazi kolitisa indukovanog TNBS-om nije
pokazao razlike u odnosu na zdrave Zivotinje, nevezano za rezim tretmana sojem
BGHI14. Jedno od mogucéih objasnjenja je posttranslaciona regulacija sinteze TNFa koja
je regulisana 3’- netransliraju¢im regionima (Clark, 2000). Alternativno, pored direktnog
delovanja na celije crevnog tkiva, TNFa dodatno stimulise sintezu IL-6 preko koga
ostvaruje niz sekundarnih efekata na imunski sistem (Feghali i Wright, 1997). IL-6 se
predominantno produkuje od strane mijeloidnih ¢elija lamina propria i deluje na niz ciljnih
¢elija, kao $to su epitelne ¢elije u kojima indukuje aktivaciju citoprotektivnih faktora. U
isto vreme, IL-6 je bitan za diferencijaciju Thl- i Th17-limfocita, §to ¢ini osnovu njegovog
proinflamatornog delovanja (Harrison i Maloy, 2011). Poznato je da IL-6 moze delovati

regulatorno u smeru snizavanja ekspresije TNFa ¢ime obezbeduje negativnu povratnu
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spregu kojom kontroliSe intenzitet akutnog inflamatornog odgovora (Feghali i Wright,
1997). U nasSim uslovima nije bilo moguce testiranje nivoa iIRNK za IL-6 s obzirom na
nizak nivo ekspresije ovog citokina u homogenatima tkiva kolona pacova. U buduc¢im
istraZivanjima, izolacija imunskih éelija iz MLC bi eventualno mogla pomo¢i u detekciji
citokina ¢ije su vrednosti u homogenatima celog tkiva ispod granica detekcije koriS¢enog
metoda izolacije RNK.

Rezultati dobijeni u nasoj studiji podrzavaju sve veci broj podataka iz literature koji
ukazuju na cinjenicu da laktobacili stimuli§u urodeni imunski odgovor (Gill, 2003). To
ukazuje da bi se pozitivno delovanje u kolitisu indukovanom TNBS-om moglo posti¢i
jacanjem nespecificnog imunskog odgovora, barem kod odredenih sojeva laktobacila. U
prilog navedenom stoji nekoliko ¢injenica. Kao $to je gore spomenuto, razvoj kolitisa
indukovanog TNBS-om omogucavaju luminalni mikroorganizmi a tretman antibioticima
ublaZzava simptome bolesti. IstraZzivanje Mafié i saradnika iz 2009. godine pokazalo je da
terapijski tretman laktobacilima u prvih nekoliko dana od indukcije bolesti dovodi do
pogorSanja inflamacije, iako u kasnijoj fazi bolesti, sa nastavkom tretmana, laktobacili
ostvaruju zastitni efekat. Novije istrazivanje na modelu spontanog ileitisa kod miSeva
pokazalo je da preventivna administracija probiotika dovodi do ublazavanja simptoma dok
se terapijski tretman pokazao neefikasnim. Potvdeno je da su opisani efekti rezultat
stimulacije produkcije TNFa i posledi¢nog smanjenja propustljivosti epitelne barijere tkiva
ileuma (Corridoni i saradnici, 2012). Spomenuto istrazivanje je znacajno i utoliko $to je
medu prvima koji opisuju TNFa kao citokin ¢ije delovanje dovodi do modulacije
meducelijskih veza u smeru jacanja integriteta epitela, nasuprot viSe puta potvrdenim
efektima o destruktivnom delovanju TNFa u ovom procesu. Nacin na koji TNFa deluje u
cilju zastite epitelne barijere nije razjasnjen, ali verovatno da u uslovima homeostaze ili u
ranim fazama inflamacije moze dovoditi do obnavljanja epitela antiapoptotskim ili
proliferativnim delovanjem ili direktnim delovanjem na proteine meducelijskih veza
epitelnih ¢elija. Dodatno, TNFa bi mogao povecati komunikaciju medu mijeloidnim i
stromalnim c¢elijama lamina propria, indukujuéi restituciju epitela u sluc¢aju ostecenja

(Galdeano i saradnici, 2007).
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Pokazano je da prisustvo simbionata indukuje transkripciju Hsp70 gena u Gl traktu
(Hu i saradnici, 2010). Sli¢no, u in vitro sistemu je pokazana indukcija HSP proteina pod
uticajem laktobacila, kako u intaktnim c¢elijama tako i u in vitro modelu infekcije i
oksidativne povrede epitela (Tao i saradnici, 2006; Paszti-Gere i saradnici, 2012; Nemeth i
saradnici, 2006). lako podaci iz literature ukazuju na indukciju IRNK za HSP70 nakon
indukcije kolitisa TNBS-om (Guzman i saradnici, 2006), naSe istrazivanje nije pokazalo
promenu transkripcije Hsp70 gena u tkivu kolona kod pacova sa kolitisom. Grupa zivotinja
kontinuirano tretirana BGHI14 sojem je u kasnoj akutnoj fazi inflamacije pokazala
povecanje nivoa iIRNK za HSP70 u tkivu kolona u odnosu na zdrave pacove. Takvo
povecéanje nhije bilo pra¢eno pozitivnim delovanjem soja sudeéi po drugim pokazateljima
ispracenim u eksperimentu. S obzirom da deluje kao signal opasnosti, HSP70 bi mogao
doprineti pojacanju intenziteta inflamacije tkiva. Kako nivo Hsp70 iRNK u tkivu kolona
nije bio povecan kod zdravih pacova tretiranih sojem BGHI14, malo je verovatno da
bakterije deluju kao stresogeni stimulus koji indukuje transkripciju Hsp70 gena. S druge
strane, sinteza HSP70 bi mogla biti poja¢ana usled pojacanog stresa u tkivu kolona u
uslovima inflamacije. Medutim, kako kod kontrolnih Zivotinja sa kolitisom isti nivo
ostecenja tkiva i IRNK za proinflamatorni IL-1p citokin nisu bili praceni porastom nivoa
Hsp70 iRNK u tkivu kolona, verovatno je da postoje drugi faktori koji su indukovani kod
kontinuirano tretiranih pacova sa kolitisom. Poznato je da IFNy moze dovesti do
transkripcije Hsp70 gena preko STATL signalnog puta (Stephanou i Letchman, 2011).
Memorijski T-limfociti koji su potencijalno mogli biti aktivirani kod pacova sa kolitisom
kontinuirano tretiranim sojem BGHI14 bi mogli doprineti lucenju IFNy i eventualnoj
indukciji transkripcije Hsp70 gena u tkivu kolona. Interesantno je da je ekspresija Hsp70
gena pod delovanjem BGHI14 bila uvecana ve¢ nakon 48 h od indukcije bolesti kod grupa
gde je kolitis indukovan dve nedelje od pocetka BGHI14 tretmana. S obzirom da je u tom
momentu, kao Sto je prethodno objasSnjeno, postojala imunska reakcija tkiva na BGHI14,
rana sinteza Hsp70 iIRNK bi se eventualno mogla objasniti prisustvom Th-limfocita u tkivu
kolona u trenutku kada je naneta povreda. lako nasi rezultati ne sadrze podatke o stepenu
translacije Hsp70 iIRNK, koja bi mogla biti inibirana u uslovima inflamacije, moglo bi se
zakljuciti da indukcija transkripcije Hsp70 gena nije povezana sa pozitivnim delovanjem
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soja BGHI14. Nasuprot, indukcija Hsp70 IRNK mogla bi biti posredovana aktivacijom

komponenti adaptivne imunosti.
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Slika 31. PredloZeni model koji objasnjava reakciju tkiva kolona pacova preventivno

tretiranih odredenim sojem laktobacila na oStecenje barijere u prisustvu istog soja.
Modifikovano iz publikacije Belkaid i saradnika (2013)

Slika 31 shematski predstavlja koncept izloZzen u naSem istraZzivanju o mehanizmima

koji bi mogli delovati nakon oStecenja epitelne barijere crevnog tkiva u sluc¢aju prethodnog

unosa imunostimuliSuc¢ih laktobacila. Prvobitna imunska reakcija crevnog tkiva na unete

bakterije mogla je rezultirati nastankom memorijskih Th1- i Th17-limfocita u MLC. Epitel

creva je nakon takve reakcije mogao biti obnovljen sprec¢avaju¢i indukciju memorijskih T-
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¢elija u uslovima homeostaze. U slucaju oStecenja crevnog epitela usled unutrasnjih ili
spoljnih faktora, prisustvo istog soja laktobacila moglo bi dovesti do aktivacije
memorijskih T-limfocita i eventualnog pojacanja inflamacije tkiva creva.

Aktivacija TLR receptora dovodi do smanjenja paracelijske propustljivosti, §to se
objasnjava povecanjem fosforilacije proteinskih kinaza Co i C (PKCa i 9) i posledi¢nom
reorganizacijom okludina ZO1 u smeru njihovog odrzavanja u apikalnom regionu
pukotinastih veza. lako je signalizacija preko TLR receptora potrebna za jacanje integriteta
epitelne barijere tkiva creva tokom povrede, nije neophodna za odrzavanje barijere u
bazalnim uslovima (Abreu, 2010). Pokazano je da probiotici povecavaju transkripciju
IRNK za proteine pukotinastih veza na eksperimentalnom modelu inflamacije creva kod
miSeva (Corridoni i saradnici, 2012). NaSe istrazivanje je pokazalo smanjenje transkripcije
gena za okludin 1 (TJP1) u tkivu kolona, nakon indukcije kolitisa, u kasnoj akutnoj fazi
bolesti, u odnosu na zdrave kontrole, Sto je u skladu sa podacima iz literature (Xia i
saradnici, 2011). Medutim, pacovi terapijski tretirani sojem BGHI14 nisu pokazali
smanjenje nivoa Tjpl iRNK u tkivu kolona u odnosu na zdrave pacove. Sta viSe, u istoj
grupi je primeéeno poveéanje nivoa Tjpl IRNK u odnosu na kontrolne i kontinuirano
BGHI14 tretirane zivotinje sa kolitisom. Mada bi se moglo zakljuéiti da postoji razlicit
stepen indukcije transkripcije Tjpl gena kod terapijski BGHI14 tretiranih pacova koji bi
jaCanjem barijere mogao doprineti sveukupnom ublazavanju inflamacije, dodatni
eksperimenti su neophodni za donosenje takvog zakljucka. Pre svega trebalo bi ispitati nivo
vilina koji je specificno eksprimiran u epitelnim ¢elijama, a koji bi omogucio kalibraciju u
odnosu na stepen Zzivih epitelnih ¢elija u uzorku tkiva. Sli¢nu pretpostavku o analizi
ekspresije gena u oste¢enom tkivu izneli su McGuckin i saradnici (2009). Na osnovu
podataka kojima raspolazemo, moze se pretpostaviti da dobijeni rezultat odrazava stepen
ostecenja tkiva kolona i posledi¢no smanjenje broja epitelnih ¢elija koji su u najmanjoj
meri izrazeni kod pacova koji su dobijali BGHI14 nakon indukcije kolitisa. Takvom
tumacenju ide u prilog i ¢injenica da kod zdravih Zivotinja BGHI14 nije doveo do povecane
transkripcije Tjpl gena u tkivu kolona.

Interesantno, kod zdravih pacova je primecen porast nivoa iRNK za HSP70 i TJP1

proteine sa produzenjem peroralnog hranjenja mlekom i tretmana sojem BGHI14. S

86



Diskusija

obzirom da simbionti indukuju transkripciju proteina toplotnog stresa, prebioti¢ko
delovanje mleka na rast ukupne populacije simbionata bi moglo biti odgovorno za
povecanu transkripciju Hsp70 gena (Bertazzoni-Minelli i saradnici, 2004). Dodatno, s
obzirom na starost pacova na pocetku tretmana, promene u tkivu creva povezane sa
sazrevanjem organizma mogle bi dovesti do promene nivoa ekspresije faktora uklju¢enih u
citoprotektivno dejstvo i fizicko odrzavanje integriteta Gl epitela.

Za razliku od IL17A, citokina koji ima znacajnu ulogu u patogenezi artritisa i
encefalomijelitisa, IL17F ne igra znacajnu ulogu u razvoju opisanih autoimunskih bolesti.
IL-17F bi mogao delovati zastitno u ranim fazama infekcije ili povrede crevnog epitela
sprecavajuéi invaziju luminalnin mikroorganizama (Ishigame i saradnici, 2009). NaSe
istrazivanje je pokazalo da se nivo iIRNK za IL-17F u tkivu kolona pacova snizio nakon
indukcije kolitisa. Takav rezultat nije u skladu sa podacima iz literature koji ukazuju na
povecanje nivoa IL-17 u tkivu kolona nakon indukcije kolitisa TNBS-om (Zhang i
saradnici, 2006). Medutim, istrazivanje koje su sproveli von Vietinghoff i Ley (2009)
pokazalo je da IL-17A suprimira sintezu iIRNK za IL-17F. U prilog tome, Wedebye Schmidt
I saradnici (2013) su pokazali da nivo IL-17F obrnuto korelira sa stepenom osteéenja u
modelu hroni¢nog kolitisa kod misa. Stoga je moguce da je snizenje nivoa iRNK za IL-17F
u tkivu kolona nakon indukcije kolitisa u naSem eksperimentu eventualna posledica
povecanja nivoa IL-17A.

Pored oksidativnog stresa koji je direktno indukovan TNBS-om, tokom inflamacije
fagociti produkuju reaktivne wvrste delovanjem NADPH (Nicotinamide Adenine
Dinucleotide PHosphate, nikotinamid adenin dinukleotid fosfat) - oksidaze, NO (Nitric
Oxide, azotov oksid) - sintaze i mijeloperoksidaze. Prevelika koli¢ina oslobodenih
kiseoni¢nih i azotovih reaktivnih vrsta vodi oksidativnom oStecenju epitela (Rochat i
saradnici, 2007). Antioksidativna svojstva Lb. fermentum testirana su u in vitro esejima gde
je testirani soj pokazao sposobnost prezivljavanja u prisustvu reaktivnih kiseoni¢nih vrsta
Sto se pripisuje postojanju kompletnog enzimskog puta za sintezu glutationa (Mikelsaar i
Zilmer, 2009; Kullisaar i saradnici, 2010). Od posebnog je znacaja istrazivanje Peran i
saradnika (2006) gde je pretpostavljeno da bi produkcija y-glutamil-cistein dipeptida od

strane Lb. fermentum mogla doprineti zastithom delovanju testiranog soja na modelu
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kolitisa indukovanog TNBS-om. Primarni mehanizam odbrane eukariotskih sistema od
oksidativnog stresa je redukovani glutation koji deluje direktno na hidroperoksidne grupe
fosfolipida i drugih lipidnih peroksida (Mari i saradnici, 2009). lako je prisustvo glutationa
u nekim BMK kao Sto su Lb. fermentum i Lb. salivarius potvrdeno eksperimentalno,
sinteza glutationa od strane BMK je otvoreno polje istrazivanja (Pophaly i saradnici, 2012).
Generalno se smatra da BMK nemaju sposobnost sinteze glutationa, ali se pretpostavlja da
sintetiSu y-glutamil-cistein, prekursor glutationa, za koga je pokazano da se lakSe apsorbuje
u crevnoj mukozi domaéina u odnosu na glutation (Serrano i saradnici, 2007; Peran i
saradnici, 2006). U eukariotskim c¢elijama y-glutamil-cistein se prevodi u glutation, Sto
bakterije koje ga proizvode ¢ini vrlo pozeljnim u svrhe regulisanja poremecéene oksidativne
ravnoteze domacina (Peran i saradnici, 2006).

Najcesce koris¢eni biomarkeri oksidativnog stresa su lipidni peroksidi koji nastaju
oksidacijom membranskih lipida celije (Niki, 2008). Kontinuirani tretman pacova sojem
BGHI14 doveo je do snizavanja stepena lipidne peroksidacije u tkivu kolona pacova sa
kolitisom u odnosu na kontrolne pacove sa kolitisom. Interesantno, kod bolesnih pacova u
svim rezimima tretmana sojem BGHI14 nije uoceno povecanje stepena lipidne
peroksidacije u tkivu kolona u odnosu na zdrave Zzivotinje. Jedan od razloga zbog koga
tkivno ostecenje nije praceno stepenom oksidativnog ostecenja je da su drugi mehanizmi u
osnovi o$tecenja, kao Sto je aktivacija matriksnih metaloproteinaza (Schepens i saradnici,
2011). Matriksne metaloproteinaze se oslobadaju iz c¢elija prisutnih u vezivnom tkivu
ukljucuju¢i mezenhimske celije, makrofage i neutrofile. Ovi proteini vrSe remodelovanje
tkiva ali njihova nekontrolisana aktivacija pod delovanjem IL-1 i TNFa citokina dovodi do
oste¢enja tkiva (Medina i Radomski, 2006). U prilog aktivaciji drugih patoloskih
mehanizama ide i rezultat dobijen kod kontinuirano BGHI14 tretiranih pacova sa kolitisom
gde, sude¢i po drugim pokazateljima, intenzitet inflamacije ne korelira sa nivoom
oksidativnog stresa u tkivu kolona. Soj BGHI14 verovatno poseduje antioksidativna
svojstva koja nakon duzeg tretmana snizavaju nivo reaktivnih vrsta u tkivu ali drugi
mehanizmi, pre svega pretpostavljena aktivacija memorijskih Th-limfocita dovode do
napredovanja bolesti.
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Promena crevne mikroflore moze biti pokazatelj stepena ostecenja, naroCito u akutnoj
fazi inflamacije tkiva creva. Na modelu kolitisa indukovanog TNBS-om uoceno je ukupno
smanjenje predstavnika tipa Firmicutes i ukupno povecanje predstavnika tipa Bacteroidetes
u sadrzaju cekuma miSeva i1 pacova (Ettreiki i saradnici, 2012). U naSem istrazivanju,
DGGE analiza profila mikroflore sadrzaja kolona pacova sa kolitisom indukovanim TNBS-
om pokazala je povecanje predstavnika reda Clostridiales i to pripadnika klastera IV
(Ethanoligenens harbinense) i klastera X1Va (Clostridium jejuense). Dodatno, uoceno je i
povecanje populacije Bacteroides capillosus. Na osnovu karakteristika na nivou genoma i
po fizioloSkim svojstvima, vrsta Bacteroides capillosus pripada redu Clostridiales
(preimenovana u vrstu Pseudoflavonifractor capillosus) 1 to klasteru 1V (Carlier i
saradnici, 2010). Predstavnici vrste Clostridium jejuense izolovani su iz zemljista (Jeong i
saradnici, 2004) dok Bacteroides capillosus i Ethanoligenens harbinense predstavljaju
normalne stanovnike Gl trakta sisara (Carlier i saradnici, 2010; Hakansson i Molin, 2011;
Wang i saradnici, 2013). DGGE analiza sadrzaja kolona pacova nije pokazala prisustvo
laktobacilusne mikroflore ni kod zdravih ni kod bolesnih pacova. S obzirom da laktobacili
ne ¢ine dominantnu grupu mikroorganizama u ovom delu GI trakta, broj laktobacila je
mogao biti ispod granica detekcije DGGE metode (Hayashi i saradnici, 2005). Trebalo bi
napomenuti da su prajmeri koris¢eni u nasem eksperimentu dizajnirani tako da budu
specificni za 16S rDNK gene laktobacila i nisu dovoljno reprezentativni za sve
predstavnike crevne mikroflore. Efikasnost koris¢enih prajmera u umnoZzavanju sekvenci

16S rDNK gena iz bakterija reda Clodtridiales nije odredena (Heilig i saradnici, 2002).

5. 1. 1. Implikacija dobijenih rezultata u primeni laktobacila kao probiotika

““Science never solves a problem without creating ten more” - George Bernard Shaw

Rezultati o delovanju laktobacila dobijeni u predstavljenom istrazivanju kao i
dvosmisleni rezultati klinickih studija i pojedinih istrazivanja na eksperimentalnim
modelima bolesti mogu se bolje razumeti ako se u razmatranje uzme publikacija Eckmann i
saradnika (2008). U publikaciji je sumirana uloga klju¢nog regulatora inflamatornog
odgovora - NF-kB (Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, jedarni
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faktor pojacavac kapa lakog lanca aktiviranih B-¢elija), koji je i centralni molekul u
interakciji intestinalnih ¢elija sa simbiontima i patogenima. NF-kB signalni put se nalazi
nizvodno od aktivacije TLR receptora. NF-xB ima sveukupno zastitno delovanje u
akutnom oStecenju epitelne barijere Sto odgovara eksperimentalnim modelima akutnog
kolitisa. Pozitivno delovanje se ostvaruje direktnim delovanjem na prezivljavanje u samim
epitelnim c¢elijama, najverovatnije aktivacijom antiapoptotskog bcl-xI gena. Dodatno,
poveéana ekspresija hemokina izazvana stimulacijom IEC dovodi do regrutovanja
makrofaga i T-¢elija koji dalje produkuju IL-22 i IL-11 sa antiapoptotskim dejstvom i
indukuju ekspresiju citoprotektivnih faktora kao sto je HSP70 (Eckmann i saradnici, 2008).
Aktivacija mijeloidnih ¢elija u takvim uslovima u sprezi sa miofibroblastima ima ulogu u
reparaciji epitela (Malvin i saradnici, 2012; Pai i saradnici, 2002; Pull i saradnici, 2005). S
druge strane, kod hroni¢nog kolitisa uzrokovanog poremeéenom regulacijom adaptivnog
imunskog odgovora, aktivacija NF-kB signalnog puta pojacava inflamaciju. Nasuprot
akutnom, hroni¢ni kolitis nastaje usled neravnoteze izmedu regulatornih T-limfocita i
proinflamatornih limfocita. Epitelne celije sada igraju sekundarnu ulogu u patogenezi.
Aktivacija NF-xB signalnog puta u takvim uslovima ne deluje zastitno veé, nasuprot,
dovodi do agravacije ostecenja, zbog prekomerne aktivacije mijeloidnih i limfoidnih ¢elija i
povecavanja nivoa proinflamatornih citokina.

U zavisnosti od ¢elija ¢ija je uloga vazna za progresiju oboljenja zavisi i set gena koji
¢e delovati zastitno. Geni koji kodiraju za antiapoptotske proteine i hemokine su od znacaja
u akutnom hemijskom ostecenju epitela, dok su geni ukljuceni u proizvodnju citokina
klju¢ni u patogenezi hroni¢nih imunski posredovanih bolesti (Eckmann i saradnici, 2008).
U skladu sa opisanim, stimulacija intestinalnog tkiva antigenima mikroorganizama moze
proizvesti razliite efekte u zavisnosti od celija koje ostvaruju kljuc¢nu ulogu u nastanku
ostecenja.

U svetlu gore navedenih rezultata i pretpostavki mogu se tumaciti i rezultati dobijeni u
nasem istrazivanju. Bakterije soja BGHI14 ¢ija je primena pocela tek od momenta
indukcije lezije TNBS-om doveli su do ublazavanja patologije jer su intenzivno stimulisali
epitelne i mijeloidne ¢elije ukljucene u reparaciju tkiva kolona. Opisani model omogucava i

razjaSnjavanje rezultata dobijenih kod pacova kontinuirano tretiranih sojem BGHI14. Kao
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Sto je prethodno spomenuto, imunska reakcija zdravog tkiva kolona na alohtoni
laktobacilusni soj BGHI14 mogla je dovesti do nastanka memorijskih T-limfocita u MLC.
Odbrambeni sistemi nakon te prve reakcije mogli bi biti podignuti na nivo koji sprecava
dalji prodor alohtonih mikroorganizama i njihov kontakt sa imunskim ¢éelijama. Prisustvo
istog soja u momentu osteenja sluznice bi moglo regrutovati memorijske T-limfocite
(Belkaid i saradnici, 2013). Time bi pozitivni efekti prvobitne NF-xB signalizacije u
epitelnim i mijeloidnim ¢elijama bili ponisteni aktivacijom NF-«B u limfoidnim ¢elijama.
Elegantan nacin da se ispita da 1li je kod kontinuirano tretiranin pacova prisutno
regrutovanje i aktivacija T-limfocita bilo bi odredivanje glavnog markera aktivacije Thl-
limfocita IFNy (Whitmire i saradnici, 2008). Medutim, slicno IL-6, u naSim uslovima nije

detektovana dovoljna koli¢ina iRNK za [FNy koja je potrebna za ekspresionu analizu.
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Slika 32. Model kojim se objasnjava uloga simbionata pri akutnoj povredi epitela.
Modifikovano iz publikacije Abreu (2010)

Opisani koncept je shematizovan Slikom 32. Aktivacija bazolateralnih receptora na

epitelnim ¢elijama kao i receptora na stromalnim ¢elijama crevnog tkiva dovodi do sinteze
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faktora koji ucestvuju u proliferaciji epitela (PGE;) kao i receptora faktora rasta epitela
(EGFR, Epithelial Growth Factor Receptor) i pozicioniranja stromalnih ¢elija u blizini
ostecenja epitela ¢ime se indukuje proliferacija epitelnih mati¢nih ¢elija (Abreu, 2010).

S obzirom da je preventivna primena soja BGHI14 dovela do ublazavanja inflamacije
kolona kod pacova sa kolitisom, verovatno je da uoceno povecanje nivoa TNFa kod
zdravin pacova tretiraninh bakterijama nije bilo pra¢eno hroni¢nom inflamacijom
posredovanom leukocitima, bez obzira na imunsku reakciju u zdravom tkivu kolona na
BGHI14 nakon dve nedelje tretmana pacova. U suprotnom bi intenzivna aktivacija NF-«xB
signalne kaskade do koje dolazi u razorenom tkivu, zbog velike izlozenosti PRR receptora
u tkivu kolona pacova luminalnim antigenima, dovela do stimulacije ve¢ aktiviranih
leukocita i pogorsanja bolesti.

Cak i ukoliko se prvobitna reakcija u tkivu kolona na BGHI14 povukla u momentu
nastanka lezije nakon prestanka tretmana, odredeni broj unetih laktobacila teoretski moze
zaostati u GI traktu i do¢i u kontakt sa memorijskim T-limfocitima vode¢i aktivaciji NF-xB
signalnog puta. To dovodi u pitanje primenu imunostimuliSu¢ih laktobacila u rezimu
preventivnog tretmana, bez obzira na rezultat dobijen u naSem istrazivanju. Predlozene
hipoteze kojima se objaSnjavaju naSi rezultati govore u prilog kratkotrajnoj terapijskoj
primeni imunostimuliSu¢ih laktobacila u klini¢koj praksi. Pracenje osoba sa genetskom
predispozicijom kako bi se na vreme uocili prvi simptomi bolesti i reagovalo kratkotrajnom
terapijskom primenom laktobacila predstavlja najbezbedniju strategiju u tretiranju
inflamatornih oboljenja GI trakta.

Kona¢no, vazan moment u primeni laktobacila, bilo preventivno ili terapijski,
ukljucuje bezbednost kod imunokompromitovanih pacijenata. S obzirom da nasi rezultati
pokazuju da primena BGHI14 dovodi do imunske reakcije u tkivu kolona kod potpuno
zdravih Zivotinja i imajuc¢i u vidu da Kronova bolest predstavlja bolest imunodeficijencije,
namece se pitanje da li ¢e kod takvih osoba do¢i do inflamacije tkiva i eventualne sepse.
Medutim, in vivo eksperimenti kao ni istrazivanja na imunokompromitovanim pacijentima
ne potvrduju takvu pretpostavku. Tako je oralni tretman imunosuprimiranih miseva doveo
do jacanja oslabljenog imunskog odgovora Zzivotinja, bez negativnih posledica izazvanih

eventualnom invazijom unetih laktobacila (De Arellano i saradnici, 2012). Imajuéi u vidu
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rezultate nasSeg istrazivanja, predlazemo primenu testa rezistencije na mehanizme urodene
imunosti domacina kakav su primenili Asahara i saradnici (2003), koji su izveli
koinkubaciju testiranih laktobacila sa misjim makrofagima. Ovakav test je relevantan za
potvrdu bezbednosti probiotika pre daljih in vivo analiza ili klini¢ke primene, naro¢ito kod

imunodeficijentnih osoba.

5. 2. Uloga MbpL i AggL proteina u vezivanju laktobacila za Gl mukozu pacova
“If the facts don’t fit the theory, change the facts™ - Albert Einstein

Kako bi delovali na domacina, mikroorganizmi u Gl traktu bi trebalo da imaju
sposobnost prolaska kroz mukus i pozicioniranja u neposrednoj blizini crevnog epitela (Van
den Abbeele i saradnici, 2011). lako predstavlja strategiju patogenih mikroorganizama, ovo
je svojstvo pozeljno u selekciji sojeva sa probiotickim potencijalom. Stoga su adhezivni
molekuli na povrSini mikrorganizama koji ucestvuju u vezivanju za mukus predmet brojnih
istrazivanja kako kod patogena tako i kod potencijalnih probiotika.

U naSem istrazivanju je koris¢en protein sa MucBP domenom kao i agregacioni faktor,
koji su izolovani iz plazmida pKP1 soja Lactococcus lactis subsp. lactis BGKP1. Geni (sa
promotorskim sekvencama) koji kodiraju za oba proteina Kklonirani su u vektor za
kloniranje pAZIL, ¢ime su dobijeni konstrukti pAZIL-mbpL i pAZIL-aggL (Kojic i
saradnici, 2011). Dobijeni konstrukti, kao 1 kontrolni pAZIL vektor su radi daljih analiza
prebaceni u derivat soja BGKP1 koji je o¢is¢en od plazmida a oznacen je kao BGKP1-20,
¢ime su dobijeni sledeci derivati: BGKP1-20/pAZIL, BGKP1-20/pAZIL-mbpL i BGKP1-
20/pAZIL-aggL (Kojic i saradnici, 2011).

Laktokoke predstavljaju homofermentativne Gram-pozitivne mikroorganizme (Teuber,
2000). Predstavnici ovog roda nisu trajni kolonizatori Gl trakta s obzirom na nemoguénost
umnozavanja in vivo i samim tim kratko vreme zadrzavanja u crevnom traktu sisara (Xin i
saradnici, 2003). Adhezivne sposobnosti laktokoka za mucin i ¢elije u kulturi do sada su
ispitivane od strane nekolicine istrazivackih timova (Dharmawan i saradnici, 2006; Kimoto
i saradnici, 1999). lako se nisu pokazale inferiornijim u odnosu na laktobacile, eventualni

adhezivni molekuli na povrSini laktokoka nisu detaljnije proucavani. Znacajno je
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istrazivanje Kojic i saradnika, koje je pokazalo prisustvo MucBP domena u povrSinskom
proteinu kod laktokoka. Medutim, funkcionalna karakterizacija ovog proteina u navedenoj
studiji nije radena (Kojic i saradnici, 2011). L. lactis je mikroaerofilna BMK koja
predstavlja ¢esto koris¢enog domacina za proizvodnju rekombinantnih proteina s obzirom
da, izmedu ostalog, sekretuje mali broj proteina i sintetiSe neznatan broj povrSinskih
proteaza i proteaza koje se luce u spoljas$nju sredinu (Brooijmans i saradnici, 2007; Loir i
saradnici, 2005; Miyoshu i saradnici, 2002; Sriraman i Jayaraman, 2008).

Rezultati naSeg istrazivanja na derivatima BGKP1-20 ukazuju na pozitivnu korelaciju
izmedu autoagregacije bakterija i vezivanja za mukozu kolona u uslovima in vivo i ex vivo.
Debljina mukusnog sloja u kolonu veéa je u odnosu na tanko crevo. Sta vise, na resama
tankog creva usled intenzivne peristaltike mukus koji se sintetiSe u kriptama od strane
peharastih ¢elija biva sljusten, ¢ime je olak$ana apsorpcija materija u ovom delu Gl trakta
(Johansson i saradnici, 2011). Interesantno, pokazano je da je hidrofobnost povrSine kolona
veca u odnosu na tanko crevo, usled prisustva fosfolipidnog surfaktantnog sloja koji
pokriva luminalnu povrSinu mukusa (Lugea i saradnici, 2000; Branu i saradnici, 2009).
lako bi se na osnovu navedenog moglo pretpostaviti da je agregirajuci fenotip odgovoran za
adheziju za mucinske glikoproteine koji ¢ine mukus, rezultati vezivanja in vitro sa HT20-
MTX ¢elijama i komercijalnim svinjskim zeluda¢nim mucinom ne govore u prilog takvoj
pretpostavci.

S obzirom da agregirajuc¢i derivat ima pojacan afinitet za heksadekan, i da se odlikuje
srednjim vrednostima hidrofobnosti povrSine u odnosu na niske vrednosti pokazane kod
kontrolnog BGKP1-20/pAZIL derivata moze se zakljuciti da je pojacan stepen adhezije
BGKP1-20/pAZIL-aggL derivata za mukozu kolona rezultat nespecifi¢nih interakcija sa
povrsinskim surfaktantnim slojem fosfolipida. To ukazuje da je agregacioni protein
indirektno, kroz povecanje hidrofobnosti povrSine doprineo nespecificnom vezivanju
BGKP1-20 soja za mukozu kolona pacova. PovrSinska hidrofobnost je i ranije testirana u
kontekstu vezivanja za crevnu mukozu. S obzirom na prirodu nespecifi¢nih hidrofobnih
interakcija, njthovim bi se uspostavljanjem omogucio blizak kontakt ¢elija i/ili vancelijskih
elemenata i time olakSalo uspostavljanje specifi¢nih interakcija (Sethman, 2003). Medutim,

pozitivna Korelacija nije potvrdena u svim studijama S$to ukazuje na ukljucenost dodatnih
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adhezivnih faktora ili na specifi¢nost eukariotskog ciljnog sistema (Fel Re i saradnici,
2000; Tuo i saradnici, 2013).

Medutim, navedenim Ccinjenicama ne moze se objasniti manji stepen adhezije
agregirajuceg BGKP1-20/pAZIL-aggL derivata u ileumu u odnosu na ostale derivate u
uslovima in vivo. Moze se pretpostaviti da, s obzirom na odsustvo kontinuiranog mukusnog
sloja i nize hidrofobnosti povrSine ileuma, BGKP1-20/pAZIL-aggL derivat nije u prednosti
u odnosu na preostale derivate. Dodatno, moguce da peristaltika creva, koja je intenzivnija
u ileumu u odnosu na kolon (Van den Abbeele i saradnici, 2011), dovodi do efikasnijeg i
brzeg uklanjanja formiranih agregata u odnosu na neagregirajuce bakterijske derivate. U
prilog tome idu i rezultati u kojima je pokazan nizi stepen vezivanja BGKP1-20/pAZIL-
aggL derivata u in vitro testovima sa HT29-MTX ¢elijama u odnosu na kontrolni BGKP1-
20/pAZIL derivat. U standardnim adhezionim esejima nakon stati¢kih uslova inkubacije
slede koraci usisavanja medijuma i ispiranja. Ovim koracima uklanjaju se ne samo
nevezane, nego i slabo vezane bakterije (John i saradnici, 1994; Haier i Nicolson, 2001).
Intenzivna ispiranja nakon inkubacije mogla bi imitirati protok kakav postoji u Gl traktu -
dovode¢i do mehani¢kog uklanjanja agregata bakterija. Nasuprot, ex vivo test koji je
koriséen u naSem istrazivanju nije zasnovan na primeni snaznih sila kakvo je usisavanje
medijuma nakon perioda inkubacije bakterija sa tkivom creva. Slabije vezivanje BGKP1-
20/pAZIL-aggL derivata se u eseju adhezije za mucin delimi¢no potire poja¢anim
afinitetom istog derivata za zaostala neobloZena mesta plastike koja je koriS¢ena u testu.
Izrazenija sposobnost vezivanja agregirajuceg derivata za hidrofobnu povrsinu plastike u
kontrolnim bunari¢ima u in vitro esejima mogla bi se objasniti afinitetom za hidrofobne
povrSine koji moze nadjacati sile usisavanja, sli¢no situaciji primecenoj u testovima
vezivanja za mukozu kolona pacova.

Derivat BGKP1-20/pAZIL-mbpL pokazao je pojaano vezivanje za komercijalno
dostupni mucin iz svinje i za HT29-MTX c¢elije u kulturi. Pokazano je da komercijalni
svinjski zeluda¢ni mucin poseduje homologiju na nivou cDNK sa humanim Muc5AC koji
je predominantno eksprimiran u respiratornim traktu i u mukozi zeluca (Holmen-Larsson i
saradnici, 2013; Van Tassell i Miller, 2011). HT29-MTX c¢elije predstavljaju besmrtne
¢elijske linije raka debelog creva koje predominantno sekretuju MUC5AC i 5AB, umesto
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MUC?2 koji dominira u tankom i debelom crevu (Van Tassell i Miller, 2011). Razlike
izmedu tipova mucina u Gl traktu poticu uglavnom od drugacijih tipova glikozilacije - tako
MUC?2 nosi vece naelektrisanje u odnosu na Zeludacne mucine (Holmen-Larsson i
saradnici, 2013). Istrazivanja koja bi odgovorila na pitanje da li, i u kojoj meri razlike u
glikozilaciji doprinose razli¢itom vezivanju bakterija nisu radena. Eksperimenti koji su
poredili sposobnost mukus-vezujuéih proteina Lb. fermentum pokazala su podjednak stepen
vezivanja istih proteina kako za intestinalni mukus tako i za Zzeluda¢ni mucin (Rojas i
saradnici, 2002; Macias-Rodriguez i saradnici, 2009). Na osnovu toga moze se zakljuciti da
MbpL doprinosi vezivanju bakterija za mucine, i to za tipove mucina koji su prisutni u
zelucu 1 respiratornom traktu. S druge strane, ne moze se isklju¢iti mogucnost da je
adhezija agregiraju¢eg BGKP1-20/pAZIL-aggL derivata za mukozu kolona posledica vece
sposobnosti adhezije za mucin tipa dva.

Na osnovu dobijenih rezultata teSko je objasniti povecanu adheziju derivata sa
kontrolnim pAZIL vektorom u uslovima ex vivo u odnosu na derivate sa pAZIL-mbpL
konstruktom. Primeceno je da BGKP1-20/pAZIL derivat ima bolji rast u uslovima in vitro
u odnosu na derivate koji eksprimiraju MbpL i AggL proteine (neobjavljeni rezultati).
Ukoliko se to ima u vidu, logi¢no je pretpostaviti da u uslovima kada je otezano ispiranje
nevezanih bakterija sa testirane povrsine kao $to je slucaj u ex vivo eseju adhezije, takav soj
stice prividnu prednost u adheziji ukoliko nisu prisutni drugi faktori ukljuceni u vezivanje.
Sli¢no, i derivat BGKP1-20/pAZIL-mbpL je pokazivao bolji rast in vitro u odnosu na
agregiraju¢i derivat, ¢ime bi se mogla objasniti blaga prednost ovog derivata u odnosu na
agregirajuci derivat u staticnom sistemu kakav je esej ex vivo.

Koris¢enjem ocis¢enog soja L. lactis subsp. lactis BGKP1-20 kao domacina za
ekspresiju MbpL i AggL proteina pokazano je da agregiraju¢i fenotip doprinosi
nespecificnom vezivanju za hidrofobnu mukozu kolona. Isti taj fenotip otezava vezivanje
za mukozu ileuma gde je peristaltika intenzivnija u odnosu na kolon i gde, s druge strane ne
postoji izrazena hidrofobnost koja bi ovom derivatu dala prednost u odnosu na derivate sa
manjom povrSinskom hidrofobnosc¢u. U isto vreme, naSe istrazivanje je pokazalo da MbpL
protein eksprimiran u soju L. lactis subsp. lactis BGKP1-20 pozitivho korelira sa

vezivanjem za zeluda¢ne mucine. Takode, rezultati ukazuju da bi zeluda¢na mukoza mogla
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predstavljati ciljno tkivo u eventualnoj medicinskoj primeni sojeva koji eksprimiraju
mucin-vezujué¢e domene.

U svrhe testiranja uloge MbpL i AggL proteina u sistemu koji je relevantniji za
humanu upotrebu, konstrukti pAZIL-mbpL i pAZIL-aggL ubaceni su U neagregirajuci
humani oralni izolat Lb. salivarius BGHO1. Ovaj soj se na osnovu in vitro testova pokazao
kao dobar kandidat za dalju primenu u in vivo istrazivanjima (Strahinic i saradnici, 2007).
Lb. salivarius je homofermentativni laktobacil koji pripada oralnoj autohtonoj mikroflori
sisara (Jiménez i saradnici, 2010). S obzirom na veliku svakodnevnu produkciju pljuvacke
(1-1.5 1 dnevno kod odraslog ¢oveka), Cesto se detektuje u nizim delovima GI trakta §to
moze izazvati konfuziju u vezi sa stvarnim poreklom ove vrste (Walter, 2008). Testiran je
na modelima kolitisa i artritisa kod eksperimentalnih zivotinja gde je pokazao bilo zastitno
delovanje ili odsustvo efekta (Neville i O’Toole, 2010). Sli¢na situacija je i sa klinickim
ispitivanjima kod sindroma iritabilnog kolona. U in vitro istrazivanjima Lb. salivarius se
pokazao efikasnim u indukciji proinflamatornih citokina od strane mononukleara i IL-10 od
strane dendriti¢nih ¢elija poreklom iz MLC. S druge strane, isti soj doveo je do sniZenja
nivoa IL-8 u enterocitima u uslovima in vitro (Neville i O’Toole, 2010). Analizom
potencijalnih adhezivnih faktora pokazano je prisustvo sortaza-zavisnih proteina na
povrsini medu kojima su homolozi mukus- i kolagen-vezujuéih proteina (Van Pijkeren i
saradnici, 2006). Navedeni faktori su analizirani funkcionalno u interakciji sa epitelnim
¢elijama in vitro i potvrdena je njihova uloga u adheziji (Neville i O’Toole, 2010). Dodatno,
prisustvo sekvenci koje kodiraju za MucBP domen je takode potvrdeno u genomu Lb.
salivarius (Van Pijkeren i saradnici, 2006). Jedno od svojstava koje ovaj soj ¢ini naro¢ito
pogodnim za eksperimentalnu upotrebu je sposobnost zadrzavanja u Gl traktu nakon
oralnog unosenja u zivotinje (Neville i O’Toole, 2010). Time se, s obzirom na brojnost,
olaksava pracenje ponasanja unesenog soja u GI traktu. Kako ne predstavlja deo autohtone
mikroflore distalnog dela GI trakta sisara, olakSano je mikrobiolosko i molekularno-
biolosko razlikovanje u odnosu na ve¢ prisutne stalne kolonizatore crevnog trakta
eksperimentalnih zivotinja.

Ekspresija mbpL i aggL gena u derivatima BGHO1/pAZIL, BGHO1/pAZIL-mbpL i
BGHO1/pAZIL-aggl potvrdena je na nivou iRNK koris¢enjem RT-PCR-a. lako derivat
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BGHO-1/pAZIL-aggL ne pokazuje izrazena agregaciona svojstva u te¢cnom medijumu za
rast, nakon ispiranja derivata u PBS-u uoc¢ava se nepotpuna agregacija. Pored toga, kolonije
BGHO1/pAZIL-aggL derivata su manje i kompaktnije u odnosu na ostale derivate, iako ta
razlika nije izrazena kao u sluCaju analognog laktokokalnog BGKP1-20/pAZIL-aggL
derivata (Kojic i saradnici, 2011). Ujedno, fenotipski efekat ekspresije MppL i AggL
proteina potvrden je testiranjem afiniteta derivata za organske rastvarace, gde je uocen veci
afinitet BGHO1/pAZIL-mbpL i pAZIL-aggL derivata za heksadekan, S$to odrazava
hidrofobnost bakterijske povrsine. Pokazan je i veci afinitet BGHO1/pAZIL-mbpL derivata
za etil-acetat Sto je merilo porasta elektron-akceptorskih svojstva bakterijske povrSine.

Ekspresija AggL proteina u slu¢aju BGKP1-20/pAZIL-aggL derivata rezultirala je
snaznim auto-agregacionim fenotipom. S obzirom na razli¢ita svojstva koja pokazuju
razli¢iti sojevi koji eksprimiraju isti AggL protein, pretpostavljeno je da je ostvarivanje
agregacionog fenotipa, pored faktora agregacije, zavisno i od fizicko-hemijskih svojstava
povrsine ciljne ¢elije koja deluje kao akceptor za agregacioni faktor. Sli¢nu su pretpostavku
izneli Ventura i saradnici (2002) i podrzano je istrazivanjima u kojima je agregacioni faktor
dodat u bakterijsku suspenziju dovodio do agregacije neagregiraju¢ih sojeva
mikroorganizama (Reniero i saradnici, 1992). Ekspresija agregacionog faktora bi takode
mogla biti odgovorna za izmenjena svojstva povrSine ¢elije koja pojacavaju agregaciju, S
obzirom da je pokazano da je AggL protein dodat u bakterijsku suspenziju doveo do
agregacije samo prethodno agregiraju¢ih bakterija koje su izgubile sposobnost agregacije
nakon ponavljaju¢ih ispiranja u vodi, ali ne i do agregacije bakterija koje ne eksprimiraju
agregacioni faktor (Kojic 1 saradnici 2011). Razlic¢ita fizicko-hemijska svojstva
laktokokalnog soja BGKP1-20 mogla su uticati na razli¢itu sposobnost agregacije. Tako su
se afiniteti kontrolnog BGKP1-20/pAZIL derivata za etil-acetat i hloroform razlikovali u
odnosu na vrednosti dobijene sa sojem BGHOL (rezultati nisu prikazani). Sli¢na je situacija
sa afinitetom za heksadekan.

Test in vivo pokazao je nizi stepen adhezije BGHO1/pAZIL-aggL derivata za mukozu
ileuma u odnosu na preostala dva derivata, dok je u kolonu takav trend uocCen samo u
odnosu na derivat sa kontrolnim pAZIL vektorom. Promena telesnih masa pacova tokom

eksperimenta ukazuje na blago povecanje telesnih masa pacova tretiranih derivatima
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BGHO1/pAZIL i BGHOL/pAZIL-mbpL u odnosu na kontrolne zivotinje hranjene mlekom.
Takode, isti smer promena vazi i za pacove tretirane kontrolnim derivatom BGHO1/pAZIL
u odnosu na pacove tretirane BGHOL/pAZIL-aggL derivatom. Takav rezultat
nedvosmisleno ukazuje na AggL protein kao otezavajuéi faktor u vezivanju bakterija za Gl
mukozu. Nasuprot, u laktokokalnom domacinu je Aggl protein pomogao u vezivanju za
mukozu kolona. S obzirom da derivat BGHO1 sa kontrolnim pAZIL vektorom poseduje
znatno vecu hidrofobnost (u proseku 50%) u odnosu na analogni derivat BGKP1-20 (manje
od 5%), doprinos agregacionog faktora nespecifi¢énim interakcijama ovog derivata daleko je
manji u odnosu na BGKP1-20/pAZIL derivat. U skladu sa tim, kontrolni BGHO1/pAZIL
derivat je imao relativno visok stepen adhezije za hidrofobnu povrSinu kolona (prema
testovima in vivo otprilike 40% u odnosu na manje od 2% u soju BGKP1-20).

S druge strane, peristaltika koja je prisutna duz Gl trakta i viSe izrazena u ileumu u
odnosu na kolon mogla je da olakSa uklanjanje derivata sa agregacionim faktorom iz Gl
trakta (Van den Abbeele i saradnici, 2011). Nepravilnosti u pokretljivosti creva povezuju se
sa nekontrolisanim porastom broja crevnih mikroorganizama (Dukowicz i saradnici, 2007).
U skladu sa tim, u ex vivo testu u kome nije simulirana peristaltika creva derivati BGHO1
nisu pokazali medusobne razlike u vezivanju za mukozu ileuma i kolona. Razvijeni su in
vitro sistemi sa simulacijom peristaltickih pokreta na izolovanom intestinalnom tkivu.
Takav dinamiCan sistem predstavlja fizioloski relevantniji pristup ispitivanju adhezije
bakterija za crevnu mukozu (Pozzoli i Poli, 2012). Moze se pretpostaviti da kod
bakterijskih sojeva koji eksprimiraju faktor agregacije postoji ravnoteza izmedu
peristaltickog uklanjanja i vezivanja za hidrofobne substrate, Sto zavisi od svojstava soja i
hidrofobnosti vezuju¢e povrsSine, iako se ne moze iskljuciti uloga drugih specificnih 1
nespecificnih interakcija. Predlozena petpostavka bi takode mogla objasniti rezultat sa
sojem BGKP1-20 koji je pokazao negativnu korelaciju izmedu vezivanja za mukozu ileuma
I ekspresije agregacionog faktora.

Interesantno u nasem istrazivanju je povecanje telesnih masa pacova u toku tretmana
BGHOL sojem u odnosu na kontrolne pacove hranjene mlekom. Vrsta Lb. salivarius cesto
se susrece u nizim delovima GI trakta coveka (Walter, 2008). Filogenetski bliska vrsta Lb.

murinus, koja je ranije bila identifikovana kao fenotipska varijanta vrste Lb. salivarius, iako
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predominantno zastupljena u gornjim delovima Gl trakta, cesto je detektovana i u distalnim
delovima Gl trakta glodara (Dewhirst i saradnici, 1999; Sarma-Rupavtarm i saradnici,
2004). S obzirom na navedeno, moguce je da unos BGHO1 soja nije bio prac¢en imunskom
reakcijom kakva je uocena u istrazivanju sa sojem Lb. fermentum BGHI14 koji je
,hepoznat® za GI trakt pacova. U tom smislu otvara se moguénost za bezbednu upotrebu
soja BGHO1 kao probiotika.

BGHO1/pAZIL-aggL derivat pokazao je nize sposobnosti vezivanja za HT29-MTX
¢elije 1 zeluda¢ni mucin u odnosu na kontrolni BGHOL1/pAZIL derivat. Kao Sto je
prethodno obrazlozeno, intenzivna ispiranja nakon perioda inkubacije mogla bi olaksati
uklanjanje bakterija koje eksprimiraju AggL protein. Agregacioni faktor je doprineo
vezivanju za hidrofobne povrSine praznih bunari¢a ploce za ¢elijsku kulturu Sto podrzava
spomenutu pretpostavku o postojanju balansa izmedu sila ispiranja i vezivanju za visoko
hidrofobne substrate.

Istrazivanje Jankovic i saradnika (2003) ima vazne implikacije vezane za ulogu
agregacionog faktora u bakterijskim ¢elijama. Autori su pokazali da agregacioni faktor nije
obavezno povezan sa ¢elijskom agregacijom i da povecana ili snizena ekspresija ovog
faktora ne utiCe na autoagregacione sposobnosti bakterija koje ga sintetisu. Medutim, visi
nivo ekspresije faktora agregacije bio je povezan sa nepravilno savijenim oblikom éelije
nasuprot izduzenom filamentoznom fenotipu celija koje snizeno eksprimiraju agregacioni
faktor. Moze se pretpostaviti da bi zbog specificnog pozicioniranja u prostoru eventualni
uvijeni oblik BGHO1/pAZIL-aggL derivata mogao biti podlozniji delovanju fizi¢kih sila u
odnosu na ostale derivate. Takav fenotip ne mora biti inferiorniji u vezivanju u stati¢nim
uslovima, kao §to je uoceno u ex vivo testu.

Sumarno, rezultati naSeg istrazivanja pokazali su negativnu korelaciju izmedu
ekspresije laktokokalnog agregacionog faktora, AggL, i adhezije bakterija za povrSine
izloZene dinami¢nim peristaltickim kontakcijama kao §to je GI trakt, narocito tanko crevo.
Navedeno bi moglo ukazivati na peristaltiku kao klju¢ni antimikrobni mehanizam koji
otezava adheziju mikroorganizama koji eksprimiraju agregacioni faktor, najverovatnije
usled fizickih karakteristika nastalih izmenjenim oblikom c¢elije. lako se inhibitorna

aktivnost ne moze pripisati agregacionom fenotipu, moze se pretpostaviti da je isti
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mehanizam prisutan i1 kod agregirajucih bakterija, jer bi formiranje ¢elijskih agregata moglo
dodatno pojacati mehanicko uklanjanje bakterija sa mukoznih povrSina. Medutim,
agregacioni faktor bi mogao omoguditi formiranje agregata sa drugim bakterijama u Gl
traktu koje poseduju odgovarajuéa povsinska svojstva. Time bi, iako bez mogucénosti da
uti¢u na imunski sistem domacina, sojevi koji eksprimiraju agregacioni faktor mogli, putem
koagregacije, olaksati uklanjanje patogena iz Gl trakta.

S druge strane, naSa studija je pokazala da MbpL, laktokokalni protein sa MucBP
domenom, heterologo eksprimiran u laktobacilusnom soju BGHO1 ne doprinosi adheziji za
Gl mucine. S obzirom da je kod laktokokalnog domac¢ina BGKP1-20 isti protein doprineo
vezivanju za mucine, moze se zakljuciti da je njegov efekat u vezivanju zanemarljiv u
prisustvu drugih mukus-vezujucih proteina ili ostalih adhezivnih molekula koji su Siroko
rasprostranjeni kod predstavnika laktobacila, ukljucujuci i vrstu Lb. salivarius koris¢enu u

nasem istrazivanju.
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6. ZAKLJUCCI

6. 1. Reakcija tkiva kolona pacova na peroralni unos soja Lactobacillus fermentum

BGHI14

1. Peroralni unos soja Lactobacillus fermentum BGHI14 alohtonog za crevni trakt
pacova doveo je do imunske reakcije pracene infiltracijom neutrofila i mononuklearnih
¢elija u tkivu kolona pacova nekoliko dana nakon pocetka tretmana; imunska reakcija se
povukla uprkos produzetku tretmana. Nivoi IRNK za citokine IL-1B i TNFa bili su
povecani nakon duzeg tretmana pacova sojem BGHI4, sto ukazuje na imunostimulisuce
delovanje soja BGHI14, bez naruSavanja sastava mikroflore u sadrzaju crevnog trakta
pacova.

2. Indukcija kolitisa TNBS-om u momentu nakon imunske reakcije u tkivu kolona na
BGHI14 uz nastavak tretmana bakterijama nije dovela do smanjenja oSteCenja u kasnoj
akutnoj fazi bolesti u odnosu na kontrolne pacove sa kolitisom. Profili promena telesnih
masa pacova iz iste grupe znacajno su se razlikovali od kontrolnih zdravih pacova i bili su
sli¢ni profilima promena telesnih masa kontrolnih pacova sa kolitisom. Hroni¢ni tretman
pacova sojem BGHI14 doveo je do povecanja nivoa IRNK za protein toplotnog stresa
HSP70 kod pacova sa kolitisom Sto ukazuje na dodatne patoloSke mehanizme izazvane
prisustvom bakterija u periodima pre i nakon indukcije kolitisa.

3. Profili promena telesnih masa pacova sa kolitisom indukovanim TNBS-om nakon
imunske reakcije u tkivu kolona na BGHI14 ali bez nastavka tretmana bakterijama pokazali
su manje izrazene razlike u odnosu na zdrave kontrole od kontinuirano tretiranih i
kontrolnih pacova sa kolitisom kao i znacajno veéi porast masa u odnosu na kontinuirano
tretirane pacove. OStecenje tkiva nije se razlikovalo u odnosu na kontrolne pacove sa
kolitisom.

4. Tretman pacova sojem BGHI14 nakon indukcije kolitisa TNBS-om doveo je do
manje izrazenih razlika u promenama telesnih masa pacova u odnosu na zdrave kontrole u
poredenju sa kontinuirano tretiranim i kontrolnim pacovima sa kolitisom. Nivoi IRNK za

okludin 1 (TJP1) nisu pokazali snizenje u odnosu na kontrolne pacove i dodatno, bili su
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znacajno povecani kod pacova sa terapijskim tretmanom u odnosu na kontinuirano tretirane
i kontrolne pacove sa kolitisom. S druge strane, transkripcija gena za proinflamatorni IL1
citokin u kasnoj akutnoj fazi kolitisa u ovoj grupi bila je znafajno snizena u odnosu na
kontinuirano tretirane pacove, §to govori u prilog inflamatornom ostecenju barijere koje je
najmanje izrazeno nakon terapijskog tretmana sojem BGHI14.

5. Primena imunostimuliSué¢ih sojeva laktobacila predstavlja potencijalni rizik u sluc¢aju
imunokompromitovanog domacina kao 1 slufaju naruSavanja integriteta barijere kod
zdravog domacina. Terapijsko unoSenje imunostimuliSu¢ih laktobacila neposredno nakon
uocavanja prvih simptoma moglo bi predstavljati deo tretmana pacijenata sa sa genetickim

predispozicijama za nastanak Kronove bolesti.

6. 2. Uloga MbpL i AggL proteina u vezivanju bakterija za crevnu mukozu

pacova

1. Laktokokalni agregacioni faktor (Aggl) eksprimiran na povrSini Celija soja
Lactococcus lactis subsp. lactis BGKP1-20 doveo je do povecanja hidrofobnosti povrsine
bakterijskih ¢elija i doprineo vezivanju soja BGKP1-20 za hidrofobnu mukoznu povrsinu
kolona.

2. AggL eksprimiran na ve¢ hidrofobnoj povrSini bakterija soja Lactobacillus
salivarius BGHOL nije doprineo vezivanju bakterija za mukozu kolona, sto pokazuje da su
nespecifi¢ne interakcije glavni mehanizam kojim protein odgovoran za agregaciju pomaze
vezivanju za crevnu mukozu. Sta viSe, uogeno je otezano vezivanje soja BGHOI koji
sintetiSe agregacioni protein za mukozu kolona.

3. Vezivanje za manje hidrofobnu mukoznu povrsinu ileuma bilo je otezano i kod
BGKP1-20 i kod BGHOL1 soja u slucaju ekspresije agregacionog faktora. Proizilazi da bi
izrazena peristaltika mogla biti kljuéni antimikrobni mehanizam kojim bi se uklanjale
bakterije koje sintetiSu faktor agregacije. U tom smislu bi isti faktor mogao putem
koagregacije doprineti efikasnijem uklanjanju patogenih mikroorganizama.

4. Laktokokalni protein sa mucin-vezujuéim domenom (MbpL) eksprimiran na

povrsini ¢elija sojeva BGKP1-20 i BGHO1 nije doprineo vezivanju bakterijskih ¢elija za
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mukozne povrsSine ileuma i kolona. lako je MbpL protein doprineo vezivanju celija
BGKP1-20 soja za zeluda¢ne mucine i mucine sekretovane od strane HT20-MTX c¢elija,
MbpL prisutan na povrsini ¢elija soja BGHO1, koje poseduju niz drugih mukus-vezujuéih
proteina, nije doprineo vezivanju bakterija za iste supstrate. Proizilazi da je doprinos MbpL
proteina u vezivanju za mukozne povrsSine zanemarljiv i od znacaja samo u odsustvu drugih

proteina sa ve¢im afinitetom vezivanja za mucinske glikoproteine.
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8. PRILOZI

Mpwnor 1.

U3jaBa o ayTopcTBY

Mornucanwn-a _ JosaHKka M. Jlyknh

6poj ynuca M3008/2009

U3jaBbyjem
[a je LOKTOpCKa AucepTaymja nog Hac10BOM:

LAHanM3a MHTepakumMja nakrobauuna ca UpeBHOM MYKO30M navLoBa”

®  pesy/TaT CONCTBEHOr MCTPAaXKMBAYKOr paaa,

® 13 NpeanoXeHa AMCEPTauMja Yy UENUHW HW Y [eNoBuma Huje Buna npegnorkeHa 3a
fobujarbe 6BuNo Koje gunaome npema CTYAMCKUM NPOrpammma Apyrux BUCOKOLIKOACKUX
yCTaHOBa,

® /3 Cy pe3y/aTaTh KOPEKTHO HaBeAEeHU K

® /13 HWCaAM KpLUWO/Na ayTopcKa Npasa U KOPUCTUO UHTENEKTYaNHY CBOjUHY APYTMX N1La.

MoTtnuc goKTopaHpa

Y Beorpapy,

\
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Mpunor 2.

U3jaBa 0 ICTOBETHOCTMU LUTaMNaHe U
efieKTPOHCKe Bep3uje AOKTOPCKOr

pana

Mme v npesume aytopa JosaHka flyknh

Bpoj ynuca M3008/2009

Crygujcku nporpam MonexkynapHa bMonornja npoxKapuoTa

Hacnoe papa _ ,,AHanu3a MHTEpakuuja naktobaumna ca upeBHOM MYKO30M nauosa”

MeHTOp Ap JeneHa berosuh

MoTnucanu JoBaHka Jlykuh

n3jas/byjem 4a je WwraMmnaHa Bep3vja MOr AOKTOPCKOr paja MCTOBETHA eNeKTPOHCKO] BeP3unjK Kojy
cam npepao/na 3a o6jae/bMBakbe Ha noprany [UrMTanHor penosutopujyma YHuBepsuTeta y
beorpaay.

No3Bo/baBam Aa ce 0bjaBe MOjW NAYHM NOAALM BE3aHM 3a A06ujarbe aKaLeMCKor 3Barba A0KTOpa
HayKa, Kao LTO Cy MME W Npe3nmMe, roauHa 1 mecto pohetba u AaTym oabpaHe paja.

OBM nuuHW nogauu mory ce 06jaBUTH Ha MpEXHWM CTpaHuUama gurutanHe bubnuotexe, y
ENEKTPOHCKOM KaTanory Uy nybnukaumjama YHusepaurera y beorpaay.

MoTtnuc gokTopaHga

Y beorpaay,

: J:@)uu% & SJlﬁlé
J
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Mpwnor 3.

U3jaBa o Kopuwhewy

Osnawhyjem YHusep3autetcky 6ubnuoteky ,CeeTozap Mapkosuh” pga vy [Aurutantu
Peno3uTopuKjym YHUBep3UTETa ¥ Beorpagy yHece Mojy LOKTOPCKY AMCepTaLujy Nog HaCNoBOM:

“AHanusa uHTEpakumja nakTobaumMna ca LPEBHOM MYKO30M nauosa”

KOja je Moje ayTOPCKO Aeno.

[Jucepralujy ca CBUM NpUNO3MMa NPeao/na cam y efneKkTpoHCKoM GopmMaTy NorofHOM 3a TpajHo
apxvBuparbe.

Mojy aoKTopcKy AucepTauujy noxparbeHy y urutaniu penosutopujym YHusep3suteta y beorpagy
MOry /la KopucTe CBu Koju nowTyjy oapeabe caapiare y ogabpaHom tvny nuueHue Kpeatuexe
3ajeaHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oanyuuo/na.

1. AyTopcTBo
2. AYTOPCTBO - HEKOMEPLMjaNHO
@Ay‘ropcrao — HeKomepuujanHo — 6e3 npepage
4. AYTOPCTBO — HEKOMEPLUM]ANHO — AENUTH MO UCTUM YC/I0BMMA
5. AytopcTteo — Hes3 npepage
6. AyTOpcTBO — A@NUTU NOA MCTUM YCNOBUMA

(Monumo fa 3a0KRpyHWTE Camo jeiHY 0f WecT NoHYHEHUX NULEHLM, KPaTak Onuc MMLEHUM AaT je
Ha nonefhuHu nucra).

MoTnuc gokropaHaa

Y beorpagy,

u&m SL/IEUI

>
{
\
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1. AytopcTtBo - [03BO/baBaTe YMHOMXKaBakbe, AUCTPUOYLMjy M jaBHO caonwTaBakbe Aena, u
npepaze, ako ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa Wau AaBaoLla JIMLEHLE,
Yak 1y KomepumjanHe capxe. OBO je HajcnoboaHMja 04 CBUX INLEHLUN.

2. AyTopcTBO — HeKomepumjanHo. [l03Bo/baBaTe YyMHOXaBarbe, AUCTPUBYUM)Y M jaBHO
caonwTaBarbe Aena, v npepaae, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa
unu gasaoua nanueHue. OBa AMLEHLA He A03B0O/baBa KOMepLUUMjanHy ynotpeby agena.

3. AyTOpCTBO - HekomepuMjanHo — 6e3 npepage. [o3Bo/baBaTe YMHOXaBatbe, AUCTPUOYLMjY U
jaBHO caonwTaBakbe gena, 6e3 npomeHa, npeobsMKoBarba UAK ynoTpebe gena y CBOM Aeny, ako
ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH og cTpaHe ayTopa UM AaBaoua avueHue. OBa AMLEHLA
He [,03B0O/baBa KOMepLMjanHy ynotpeby aena. Y ogHocy Ha CBe ocTase NNLEHLE, OBOM JIMLLEHL,OM
ce orpaHuyaBa Hajsehun obmMm npasa Kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEPLUMjanHO — AEAUTM MoA, UCTUM ycnoBMMa. [J03BO/baBaTe YMHOMaBakbe,
amctpmbyumjy M jaBHO caoniuTaBakbe Aena, U Npepaje, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HayuH
oapeheH oa cTpaHe ayTopa WMAM AaBaola JMLEHLE M aKo ce npepaga auctpubyupa nog Uctom
WAW CAMYHOM iMueHuom. OBa anueHLa He 403B0/baBa KOMepUMjanHy ynotpeby gena v npepaaa.

5. AytopcTtBo — 6e3 npepage. [Jo3BosbaBaTe YMHOMaBarke, AMCTPMOYLMjY M jaBHO caomiiTaBake
nena, 6e3 npomeHa, npeobaMKkosarba MAM ynoTpebe Aena y CBOM Aefly, ako ce HaBede ume
ayTopa Ha HauuH oapefeH of cTpaHe ayTopa wau AaBaoua AnueHue. OBa AULEHLUa 403B0/baBa
KomepumjanHy ynotpeby aena.

6. AyTOpCTBO - AENUTU NoA UCTUM ycrnoBuma. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, AUCTPUBYLMjY
1 jaBHO caoniwiTaBake Aena, U npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH
o[ CTpaHe ayTopa W1 gaBaoua NULEeHLEe 1 ako ce npepaga Auctpubympa nog MCTom unm
crnuyHom nuueHuom. OBa nuueHua Ao3BorbaBa kKoMepumjanHy ynoTpeby aena u npepaga.
CnuyHa je copTBEPCKMM NLIEHLLaMa, OQHOCHO N1UEeHLamMma OTBOPEHor koaa.
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