UNIVERZA V LJUBLJANI
BIOTEHNISKA FAKULTETA

Manuela CITAR

PROUCEVANIJE in vitro PROBIOTICNEGA
DELOVANJA IZOLATOYV Lactobacillus 7. VIDIKA
VZDRZEVANJA ZASCITNE FUNKCIJE
CREVESNE STENE

DOKTORSKA DISERTACIJA

Ljubljana, 2015



UNIVERZA V LJUBLJANI
BIOTEHNISKA FAKULTETA

Manuela CITAR

PROUCEVANIJE in vitro PROBIOTICNEGA DELOVANJA
IZOLATOV Lactobacillus Z. VIDIKA VZDRZEVANJA ZASCITNE
FUNKCIJE CREVESNE STENE

DOKTORSKA DISERTACIJA

In vitro STUDY OF PROBIOTIC ACTIVITY OF Lactobacillus
ISOLATES IN THE ASPECT OF MAINTAINING THE
PROTECTIVE ROLE OF THE INTESTINAL WALL

DOCTORAL DISSERTATION

Ljubljana, 2015



Citar M. Prougevanje in vitro probioti¢nega delovanja izolatov Lactobacillus z vidika vzdrzevanja zas¢itne funkcije Erevesne stene.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

Na podlagi Statuta Univerze v Ljubljani, po sklepu Senata Biotehniske fakultete, sklepa 31. seje
komisije za doktorski Studij Univerze v Ljubljani z dne 19. 9. 2012 ter 36. seje z dne 13. 2. 2013
(po pooblastilu Senata Univerze z dne 20. 1. 2009) in seje senata Biotehniske fakultete, z dne
25.9. 2013 je bilo potrjeno, da kandidatka izpolnjuje pogoje za opravljanje doktorata znanosti
na Interdisciplinarnem doktorskem S$tudijskem programu Bioznanosti, znanstveno podrocje:
znanosti o celici. Za mentorja je bila imenovana vi§ja znan. sod. dr. Bojana Bogovi¢ Matijasic.

Delo je bilo opravljeno na Institutu za mlekarstvo in probiotike, Oddelka za zootehniko,
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Caco-2 so bile izvedene na Katedri za genetiko, animalno biotehnologijo in imunologijo,
Oddelka za zootehniko, BiotehniSke fakultete, Univerze v Ljubljani, analize z metodo RT-qPCR
pa na Katedri za molekularno genetiko in biologijo mikroorganizmov, Oddelka za biologijo,
Biotehniske fakultete, Univerze v Ljubljani in na Oddelku za biotehnologijo in sistemsko
biologijo, Nacionalnega inStituta za biologijo v Ljubljani.
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Tesni stiki med sesalskimi epitelnimi celicami predstavljajo v Crevesju, poleg sloja mukusa,
prvo mehansko obrambo pred vdorom drazljajev iz ¢revesne svetline do vezivne plasti (lamina
propria) in s tem do celic ¢revesnega limfaticnega tkiva. Zanimanje za stimulacijo boljSe
funkcionalnosti tesnih stikov med crevesnimi epitelnimi celicami je veliko, saj bi tak pristop
lahko uporabili kot podporno zdravljenje pri terapiji bolnikov s KVCB (kroni¢ne vnetne
¢revesne bolezni). Namen dela je bila izolacija novih bakterijskih sevov iz rodu Lactobacillus
iz ¢revesne sluznice otrok, ki bi bili primerni za probiotike, sposobne krepitve barierne funkcije
¢revesne sluznice. Iz 30-ih ¢revesnih biopti¢nih vzorcev smo izolirali 19 izolatov z razli¢nimi
profili RAPD iz rodu Lactobacillus in 1 sev iz rodu Bifidobacterium. Od 20-ih sevov smo na
podlagi njihove karakterizacije (izkoriS¢anje sladkorjev in obcutljivost za antibiotike) izbrali 5
sevov za nadaljnje preskuse probioti¢nih lastnosti v razmerah in vitro (prezivetje,
protimikrobna aktivnost, imunomodulacija in vpliv na barierno funkcijo ¢revesja). Izkazalo se
je, da sta 2 seva, L. rhamnosus 1344 in L. paracasei 1350, sposobna preziveti prehod skozi
zgornja prebavila, kolonizirati Crevesje, delovati protimikrobno in pozitivno vplivati na
imunski sistem gostitelja z modulacijo citokinov, za katere je bila dokazana vpletenost pri
bolnikih s KVCB. Seva sta znizala izrazanje genov za provnetna citokina IL-6 in IL-12 in
hkrati zviSala izrazanje gena za protivnetni citokin IL-10 ter vplivala na zviSanje vrednosti
transepitelne elektricne upornosti (TEER), tako pri nepoSkodovanih kot pri kemijsko
poskodovanih celicah Caco-2. Seva L344 in L350 sta se pokazala za potencialno uporabna v
preventivne in terapevtske namene, saj sta tako v primeru socasne izpostavitve celic Caco-2
sevoma in forbol 12,13-dibutiratu (PDB), kakor tudi v primeru izpostavitve celic Caco-2
sevoma pred tretiranjem s PDB, zadrzala padec vrednosti TEER za okrog 20 %. Oba seva
vplivata na vrednosti TEER s prerazporeditvijo aktinskih filamentov, sev L344 pa tudi z
zviSevanjem prepisovanja gena za klavdin-1, ki ima poglavitno vlogo pri funkciji epitelne
bariere. Ugotovili smo $e, da beljakovine S-sloja niso odgovorne za zviSanje vrednosti TEER
pri stimulaciji celic Caco-2 v pogojih in vitro, saj teh beljakovin pri sevih L344 in L350 nismo
odkrili.
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Tight junctions between mammalian epithelial cells in the intestine represent, in addition to the
mucosal layer, the first mechanical barrier against the intrusion of stimuli from the intestinal
lumen into the layer of loose connective tissue (lamina propria) and thus to the cells of the gut-
associated lymphoid tissue. In recent years, there has been an increasing interest for stimulation
of tight junctions with higher tensile strength between intestinal epithelial cells in the treatment
of patients with IBD (Inflammatory Bowel Disease), as such stimulation can provide an
excellent supportive therapy. The aim of the research work was isolation of new bacterial
strains of the genus Lactobacillus from the children’s intestinal mucosa, which would meet the
general requirements for the probiotic effectiveness, with the emphasis on their potential to
strengthen the barrier function of the intestinal mucosa. Nineteen isolates of the genus
Lactobacillus with different RAPD profile and 1 strain of the genus Bifidobacterium were
isolated from 30 intestinal biopsies. Five out of 20 strains have been selected after initial
characterization (exploitation of sugars and antibiotic sensitivity) for additional testing of
probiotic properties in vitro (survival, antimicrobial activity, immunomodulation and effect on
intestinal barrier function). Results have shown that 2 bacterial strains, namely L. rhamnosus
L344 and L. paracasei 1355, were capable to survive passage through the upper
gastrointestinal tract, colonize the gut, exert antimicrobial activity and influence the host’s
immune system through modulation of specific cytokines, which have been demonstrated to be
involved in patients with IBD. It has been established that both strains decrease gene
expression of pro-inflammatory cytokines IL-6 and IL-12, and concurrently increase gene
expression of anti-inflammatory cytokine IL-10. Both strains have shown a positive influence
on the increase of the Trans Epithelial Electrical Resistance (TEER) values of intact as well as
chemically damaged Caco-2 cells. L344 and L355 strains have also indicated their potential for
preventive and therapeutic use, as they were able to reduce the decrease of TEER values for
about 20% when Caco-2 cells were simultaneously exposed to phorbol 12,13-dibutyrate (PDB)
and lactobacilli or when exposed to lactobacilli before PDB treatment. Furthermore, it was
apparent that both strains affected TEER values with redistribution of actin filaments, wherein
the strain L344 affected TEER values also by increasing transcription of the gene for claudin-1,
which plays a major role in epithelial barrier function. In addition, it has been found that
bacterial S-layer proteins were not responsible for the increase of TEER values during
stimulation of Caco-2 cells in vitro, since these proteins were not detected in L344 and L350
strains.
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1 UVOD

Stevilne raziskave so pokazale, da so komenzalne bakterije, ki naseljujejo nasa
prebavila, v nenehnih interakcijah z gostiteljevimi celicami in da imajo pomembno
vlogo pri ohranjanju zdravja prebavil. Nekatere bakterijske vrste pripomorejo k
vzdrzevanju ravnotezja lokalnega imunskega sistema, tako da inducirajo in vzdrzZujejo
toleranco za komenzalno mikrobioto pri zdravem gostitelju in inhibirajo nepravilen

odziv, induciran s strani komenzalov pri bolnem gostitelju.

Z besedo probiotik oznacujemo tiste zive mikroorganizme, ki zauziti v zadostni koli¢ini
pozitivno vplivajo na prebavni trakt in zdravje gostitelja (FAO/WHO, 2002). Najbolj
razSirjeni in raziskani probiotiki so sevi bakterij iz rodu Lactobacillus. Razen v
probioticnih zivilih se probiotiki vse bolj uporabljajo tudi v razliénih prehranskih
dopolnilih, katerih namen je najpogosteje krepitev splosnega dobrega pocutja, lajSanje
¢revesnih tezav pri akutnih driskah, pri potovalnih driskah ali driskah sprozenih po
zdravljenju z antibiotiki. Pomembno je dejstvo, da je bila veCina do sedaj izvedenih
raziskav interakcij med probiotiki in obrambnim sistemom gostitelja opravljena z izolati
laktobacilov iz ¢loveskega blata, iz fermentiranih zivil ali rastlinskega materiala, ne pa z
izolati, ki dejansko poseljujejo crevesno sluznico ¢loveka, torej s tistimi, ki so dobro
prilagojeni na okolje prebavil in so v neposrednem stiku z epitelnimi celicami in s
celicami Crevesnega limfati¢nega tkiva (angl. GALT — gut-associated lymphoid tissue).
V zadnjih letih so znanstveniki dokazali, da so izbrani probioti¢ni sevi sposobni tudi
imunomodulacije. Vse vec je dokazov, da blagodejno vplivajo na ¢lovesko zdravje, tako
da krepijo pregradno funkcijo crevesne sluznice in izboljSajo naravno obrambo

gostitelja.

Evropska agencija za varnost hrane (EFSA) je konec leta 2011 objavila rezultate presoje
zdravstvenih trditev za zivila in prehranska dopolnila, med njimi tudi tistih o u¢inkih
probiotikov. Stevilne do takrat razsirjene trditve, kot so na primer »izbolj$ujejo sestavo
¢revesne mikrobiote«, »pozitivno ucinkujejo na imunski sistem« in »imajo ugoden
ucinek na prebavo«, je oznacila kot ne dovolj znanstveno utemeljene. Do danes nobena

od predlaganih zdravstvenih trditev za probiotike ni prestala presoje organov EFSA, kar
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kaze na potrebo po tem, da mehanizme, s katerimi probiotiki vplivajo na gostitelja,
temeljiteje raziS¢emo in pojasnimo. V zadnjih letih se je povecalo predvsem zanimanje
za razumevanje delovanja probiotikov na imunski sistem, kar lahko pripisSemo tudi
nara$¢ajo¢i pojavnosti razliénih kroni¢nih vnetnih érevesnih bolezni (KVCB). Veliko je
ze znanega o vplivu posameznih strukturnih molekul celicnega ovoja probioticnih
bakterij, predvsem laktobacilov, na imunski odziv in posredno na homeostazo v
¢revesu. Manj pa je raziskano katere strukturne molekule vplivajo na tesne stike med
Crevesnimi epitelnimi celicami in na kakSen nacin. Ugotovljeno je bilo tudi, da
provnetni citokini, ki jih izloCajo gostiteljeve celice, delujejo neposredno na tesne stike
med celicami crevesne sluznice. Koristne bakterije bi lahko tako uporabljali kot
podporo pri konvencionalnemu zdravljenju bolnikov s KVCB. V ta namen bi
potrebovali mikroorganizme, ki so sposobni znizati lokalno raven provnetnih citokinov,
zvisati raven protivnetnih citokinov in povecati funkcionalnost stikov med epitelnimi

érevesnimi celicami.

S tem doktorskim delom smo Zeleli prispevati ve¢ informacij o znacilnostih bakterijskih
izolatov iz humane crevesne sluznice. Poleg tega je namen dela tudi izboljsati
razumevanje nacina delovanja probioti¢nih sevov z vidika krepitve pregradne funkcije
Crevesja, zato smo raziskali moznosti modulacije tesnih stikov z namenom okrepitve
crevesne mehanske pregrade proti ¢revesnim vnetnim antigenom. Rezultati bodo tako
prispevali k pojasnjevanju mehanizmov delovanja laktobacilov kot pomembnih

predstavnikov naravne ¢revesne mikrobiote na obrambno sposobnost gostitelja.

Nenazadnje pa so novi izolati iz Crevesne sluznice zanimivi kandidati za novo
generacijo probiotikov, uporabnih kot podpora pri zdravljenju kroni¢nih vnetnih
¢revesnih bolezni, pri katerih sta vpletena tako imunski sistem gostitelja, kakor tudi

oslabljena pregradna funkcija ¢revesne sluznice.
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1.1 HIPOTEZE

V doktorski disertaciji smo preverjali naslednje hipoteze:
—  Izolati laktobacilov, ki so sposobni spodbuditi protivnetni odziv ob stiku z
makrofagi celicne linijje THP-1, tudi povecajo funkcionalnost tesnih stikov

¢revesnih epitelnih celic v razmerah in vitro.

—  Na funkcionalnost tesnih stikov vpliva sestava celi¢nega ovoja bakterij.
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2  PREGLED OBJAV
2.1 CELICE CREVESNEGA EPITELIJA

Crevo je del prebavnega sistema, ki je odgovoren za absorpcijo hranilnih snovi in vode.
Crevesni epitelij je visoko organizirana in sofisticirana struktura, ki jo v ve&ji meri
sestavlja enosloj celic, imenovanih enterociti. Primarna funkcija epitelnega enosloja je
absorpcija hranil. Dejstvo je, da so celice ¢revesnega epitelija tekom absorpcije hranil
izpostavljene Stevilnim antigenskim molekulam, ki so sestavni del v telo vnesenih hranil
ali endogenih in vnesenih mikroorganizmov. V ta namen mora biti enosloj enterocitov
organiziran kot selektivno-prepustna pregrada, ki $¢iti spodnji sloj tkiva oz. notranjost
organizma pred zunanjim svetom oz. predstavlja obrambo pred mikrobioto Crevesne
svetline in njihovimi toksini ter hkrati omogoc¢a absorpcijo hranilnih snovi, elektrolitov

in vode (O'Hara in Shanahan, 2006; Snoeck in sod., 2005).

Celice epitelija kazejo izjemno polarizacijo plazemskih membran, ki se kaze kot razlika
v strukturi, v sestavi in v funkciji povrSinskih domen. Pri vzdrzevanju celi¢ne polarnosti
imajo poglavitno vlogo celi¢ni stiki, ki omogocajo locitev med apikalnim in bazalno-
lateralnim delom celicne membrane. Celi¢ne stike sestavljajo transmembranske in
citosolne beljakovine, preko katerih se celi¢ni stiki pripenjajo na razlicne strukture
citoskeleta kot so aktinski filamenti, intermediarni filamenti in mikrotubuli. Znano je, da
med vnetjem aktinski filamenti vodijo v reorganizacijo apikalnih celi¢nih stikov, kar
lahko privede do motenega delovanja epitelne pregrade (Ivanov in sod., 2010). Stiki
med celicami so naklju¢no razporejeni in jih razlikujemo po sestavi njihovih gradnikov
ter po ultrastrukturnih razlikah, ki so vidne s pomocjo elektronske mikroskopije. Vsi
celicni stiki so sestavljeni iz transmembranskih beljakovin, ki se lahko vezejo na dva
nacina (homo- in heterotipicen nacin vezave): z ekstracelularno domeno druge
ekstracelularne domene celi¢nih stikov sosednje celice ali posredno na celi¢ni citoskelet

preko citosolnega beljakovinskega posrednika (Giepmans in van [jzendoorn, 2009).

Gastrointestinalni epitelij je sestavljen iz Stirje funkcionalno razli¢nih tipov celic:
absorpcijske celice oz. enterociti, katerih apikalna membrana je opremljena z mikrovili

in predstavljajo vec¢ kot 80 % vseh epitelnih celic tankega Crevesja; ¢asaste celice, ki
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izlo€ajo mukus in snovi, potrebne za rast in obnovo epitelija; enteroendokrine celice ter
Panethove celice, ki izlo¢ajo razlicne bakteriocidne beljakovine. Pomembne celice
Crevesnega epitelija so tudi celice M (angl. microfold cells). Celice M, ki so
specializirane v prenaSanju antigenov, imajo na apikalni strani mnogo manj in krajSe

mikrovile ter izlocajo manjse koli¢ine prebavnih encimov kot absorpcijske celice.

Mukus fiziéno loCi ¢revesno svetlino od Crevesnega epitelija in predstavlja prvo
za$¢itno plast obrambe pred mikroorganizmi ¢revesne svetline. Tako mukozni sloj kot
luminalna povrSinska struktura enterocitov omejita prehod makromolekul in drugih
antigenov skozi neposkodovan epitelij in predstavljata prvo mehansko pregrado, ki $¢iti
notranjost gostitelja pred vdorom nevarnih snovi. Transport makromolekul skozi
epitelni enosloj lahko poteka po dveh poteh, in sicer po transcelularni ali paracelularni
poti. Transcelularna pot je aktivni transport molekul, kot so aminokisline, elektroliti,
kratkoverizne mascobne kisline in sladkorji skozi citosol enterocitov s t.i. receptorsko
posredovano endocitozo. Paracelularna pot predstavlja transport molekul skozi
medceli¢ni prostor vzdolz lateralnih membran dveh sosednjih celic (Snoeck in sod.,

2005).

Stik med sosednjimi epitelnimi celicami gradijo Stirje, po strukturi razli¢ni, kompleksi:
tesni stiki, adherentni stiki, dezmosomi in presledkovni stiki. Za dezmosome in
adherentne stike velja, da so zelo pomembni pri mehanskemu pripenjanju sosednjih
celic, medtem ko so tesni stiki, ki se nahajajo najbolj apikalno, odgovorni za tesnitev
lateralnega medceli¢nega prostora, s ¢imer so odgovorni za regulacijo selektivnega
paracelularnega transporta. Omrezje transmembranskih beljakovin, ki gradijo tesne
stike, mehansko onemogoca velikim molekulam prost prehod med sosednjimi celicami.
Tesni stiki so dinamicna struktura, na katero lahko negativno vplivajo razli¢ni dejavniki
v Crevesni svetlini, ki povzrocajo njihovo destabilizacijo in posledi¢no povecano
prepustnost. Poleg tega so tako adherentni kot tesni stiki odgovorni tudi za regulacijo
celiéne proliferacije, polarizacije in diferenciacije. Pri presledkovnih stikih ne gre za

povezavo v mehanskem smislu, ampak za komunikacijo med celicami.
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Enterociti so, razen tega da sodelujejo v procesu prebavljanja in predstavljajo mehansko
pregrado, pomembni tudi zaradi svoje neposredne vpletenosti v imunski odziv
gostitelja. Na svoji povrsini izrazajo poglavitni histokompatibilni kompleks razredov I
in II, s pomocjo katerih predelajo in predstavijo antigene celicam T (imenovane tudi
intraepitelijski limfociti). Vnetno stanje lahko ogrozi lastnosti epitelne pregrade in s tem
imunski odziv na antigene iz Crevesne svetline. Enterociti privzamejo in procesirajo
luminalne antigene po endocitozni poti, ki v vecini primerov poteka tako, da encimi v
lizosomih razgradijo antigene, redkeje pa pride do vezikularnega transporta, po katerem
enterociti prenesejo nerazgrajene antigenske makromolekule v medcelicni prostor.
Patogeni mikroorganizmi se posluzujejo razli¢nih poti, s skupnim ciljem prekinitve
stikov med epitelnimi celicami, s ¢imer si odprejo pot do bazalnega prostora enterocitov

in nizje lezecih tkiv (Snoeck in sod., 2005; Yu in Yang, 2009).
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2.2 CELICNI STIKI

Povezovalni kompleksi med celicami so poglavitni pri vzdrzevanju arhitekture
epitelnega enosloja. Mrezo transmembranskih beljakovin sestavljajo trije beljakovinski
kompleksi, in sicer tesni stiki, adherentni stiki in dezmosomi. Vsi trije kompleksi so
konglomerat tako transmembranskih kot citosolnih beljakovin, ki se na zunanji strani
evkariontske celice pripenjajo z zunajcelicnim delom istega beljakovinskega kompleksa
sosednje celice, medtem ko se na notranji strani vezejo na vmesne citosolne
beljakovine, ki jim omogocajo pripenjanje na celi¢ni citoskelet. Izrazanje povezovalnih
beljakovin je dobro nadzorovan proces, ki je odvisen od dela ¢revesja (tanko ali debelo
¢revo), od polozaja Crevesnih resic in dela celiéne membrane (apikalna, lateralna ali

bazalna).

2.2.1 Tesni stiki

Tesni stiki (angl. tight junctions) med epitelnimi celicami sesalcev so povezovalni
kompleks, lociran na najbolj apikalnem delu, kjer oblikujejo neprekinjen obro¢ okoli
celice in tako razmejijo apikalno celicno membrano od lateralne. Tesni stiki so zelo
dinamic¢en beljakovinski kompleks, ki omogoca semi-permeabilno paracelularno
prepustnost. Tesni stiki omogocajo selektiven pretok ionov in topljencev skozi
medceli¢ni prostor in hkrati onemogocajo prehod antigenov, mikroorganizmov in
njihovih toksinov iz ¢revesne svetline v notranjost organizma. Prisotni so pri razlicnih
vrstah celic: epitelnih ter endotelnih celicah, Schwannovih celicah, sertolijevih celicah,

oligodendrocitih in mezotelijskih celicah.

2.2.1.1 Transmembranske beljakovine

Tesne stike sestavljajo 4 druzine transmembranskih beljakovin: okludin, klavdin,
beljakovine JAM (angl. junctional adhesion molecules) in tricelulin. Pri tesnih stikih se
ekstracelularni del transmembranskih beljakovin lahko zdruzi z identi¢no beljakovino
(cis) ali z beljakovino drugih druzin (trans) iz sosednje lezeCe celice. Znotrajceli¢na
domena beljakovinskega kompleksa tesnih stikov se s pomoc¢jo vmesnega citosolnega

beljakovinskega kompleksa pripenja na citoskelet. Poleg preprecevanja vstopa nevarnih
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snovi preko medceli¢nega prostora in povezovalne naloge so tesni stiki vpleteni v
usklajevanje Stevilnih celiénih procesov, med katere Stejemo celicno diferenciacijo,
proliferacijo in celicno polarnost. Moteno delovanje tesnih stikov lahko privede do
Stevilnih bolezenskih stanj, kot so kroni¢ne ¢revesne bolezni (KVCB), med katere
Stejemo Crohnovo bolezen in ulcerozni kolitis, do raznih okuzb, raka in do prenosa

metastaz s krvjo (Hartsock in Nelson, 2008).

= Okludin

Okludin je bila prva identificirana komponenta tesnih stikov. V ve¢ji meri je prisotna pri
epitelnih in endotelnih celicah, a jo vsebujejo tudi astrociti, nevroni in dendriti¢ne
celice. Poznamo dve izomerni obliki okludina, ki nastancta z alternativnim
izrezovanjem mRNA. Razlicni izo-obliki okludina se ne razlikujeta v funkciji in
distribuciji med razlicnimi tkivi. Okludin je priblizno od 62 do 82 kDa velika
transmembranska beljakovina, ki precka membrano 4-krat in kaze na ekstracelularni
strani 2 vecji zanki in na citosolni strani 2 zavoja, kratko N-terminalno in dolgo C-
terminalno citosolno domeno. Ena od dveh ekstracelularnih zank je Se posebej bogata s
tirozinskimi in glicinskimi ostanki (okoli 60 %) in vsebuje le nekaj nabitih aminokislin.
Po drugi strani pa je C-terminalna domena zelo bogata s serinskimi, treoninskimi in
tirozinskimi ostanki, ki jih fosforilirajo razli¢ne proteinske kinaze. C-terminalna
domena se veze neposredno na citosolno povezovalno beljakovino ZO-1, preko katere
se posredno pripenja na aktinske filamente citoskeleta (Hartsock in Nelson, 2008; Paris
in sod., 2008; Schneeberger in Lynch, 2004). Studije in vitro nakazujejo na
pomembnost fosforiliranega stanja okludina pri njegovem razporejanju v tesne stike.
Okludin v fosforiliranem stanju se veze z ZO-1 in omogoca stabilnost tesnih stikov ter
nemoteno delovanje paracelularne pregrade. Okludin, ki ni fosforiliran, plava v

citosolnih celi¢nih veziklih ob bazolateralni membrani (Feldman in sod., 2005).

Ugotovili so, da okludin ni poglavitna beljakovina tesnih stikov, temve¢ ima to vlogo
beljakovina klavdin. Novorojene misi, ki so bile okludin /', niso kazale anomalije v
strukturi in pregradni funkciji tesnih stikov crevesnih epitelnih celic, ampak so
naknadno pokazale zaostalost v poporodnem razvoju, razlicna vnetja, hiperplazijo

gastricne mukoze, odsotnost citoplazemskih granul v celicah Zlez slinavk, tanjSanje
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kosti, mozganske kalcifikacije in atrofijo testisov, kar nakazuje drugacno in

nepricakovano vlogo okludina (Saitou in sod., 2000).

= Klavdin

Klavdin je od 20 do 27 kDa velika beljakovina, ki ima poglavitno vlogo pri sestavi in
strukturi tesnih stikov. Enako kot okludin precka celicno membrano 4-krat, na
ekstracelularni strani ima 2 zanki in na citosolni strani N- in C-terminalno citosolno
domeno. C-terminalna domena se tudi preko domen PDZ (angl. Zonula occludens-1
protein (PDZ)-binding domains) citosolnih beljakovin (ZO-1, ZO-2, ZO-3, PATIJ in
MUPP1) veze na citoskelet. C-terminalna domena klavdina se v primerjavi s C-
terminalno domeno okludina lahko veze ne samo na ZO-1 ampak tudi na ZO-2 in ZO-3

citosolni beljakovini.

Pri cloveku so odkrili 24 razli¢nih genov, ki kodirajo klavdin. Njihovo izrazanje se
razlikuje glede na vrsto celic in tkiva. Znano je, da kombinacija in delez razlicnih
klavdinov prispevata k lastnosti pregrade tesnih stikov v razli¢nih celi¢nih vrstah oz.
tkivih. Vsaka vrsta celic naceloma izraza ve¢ kot 2 klavdina hkrati. Tudi pri klavdinu
ena od dveh ekstracelularnih zank vsebuje le nekaj nabitih aminokislin. Polozaj in
Stevilo omenjenih aminokislin se pri razli¢nih klavdinih spreminja. V primerjavi z
okludinom je beljakovina klavdin pomembna tudi pri tvorbi kanalov v celi¢ni
membrani, ki omogocajo pretok kationov. Tako pri klavdinu kot pri okludinu post-
translacijska fosforilacija omogoca transmembransko vpenjanje v celicno membrano in
interakcijo z beljakovinskimi domenami PDZ drugih citosolnih beljakovin (Chiba in

sod., 2008).

Pri funkciji epitelne pregrade igrajo klju¢no vlogo zlasti klavdini. Stevilne raziskave
razli¢nih klavdinov so pokazale, da imajo pomembno vlogo tako pri tesnilni funkciji kot
pri tvorbi por v plazmalemi celic prebavnega trakta (Van Itallie in Anderson, 2006).
Klavdin-1, -3, -4, -5 in -8 kazejo tesnilne funkcije (Amasheh in sod., 2009b; Amasheh
in sod., 2005; Furuse in sod., 2002; Milatz in sod., 2010; Van Itallie in sod., 2001),
medtem ko klavdin-2, -10b ali -15 delujejo kot paraceli¢ni kanali, ki spodbujajo prehod
malih ionov glede na naboj (Amasheh in sod., 2002; Gunzel in sod., 2009; Rosenthal in



Citar M. Prougevanje in vitro probioti¢nega delovanja izolatov Lactobacillus z vidika vzdrzevanja zas¢itne funkcije Erevesne stene.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

sod., 2010; Tamura in sod., 2011). Sestava, struktura in prepustnost tesnih stikov je
specificna za tkivo in strogo urejena kot odziv na razli¢ne drazljaje, med katerimi so
zelo pomembni regulatorji vnetja. Stevilne raziskave na bolnikih s KVCB so potrdile
znizano ekspresijo klavdinov s tesnilnimi funkcijami kot npr. klavdin-3, -5, -8, -1, -4
(opazili so tudi manjSe izrazanje okludina pri bolnikih z ulceroznim kolitisom), medtem
ko je bilo znatno povisano izrazanje klavdinov s funkcijo tvorbe por, kot je npr.

klavdin-2 (Heller in sod., 2005; Zeissig in sod., 2007).

= Beljakovine JAM

Beljakovine skupine JAM so glikozilirane transmembranske beljakovine, ki spadajo v
druzino »angl. Immunoglobulin (Ig) superfamily«. Beljakovine JAM v primerjavi z
okludinom in s klavdinom le enkrat preckajo celicno membrano, imajo dve
transmembranski regiji podobni domenam Ig in C-terminalno citosolno domeno.
Beljakovine JAM lahko na ekstracelularni strani vzpostavijo homofilno ali heterofilno
interakcijo. Celice, ki imajo beljakovine JAM so endotelne, epitelne in krvne celice.
Beljakovine JAM so vpletene v pripenjanje sosednjih celic, pri ¢emer niso omejene le
na pripenjanje med seboj enakih celic, ampak so zmozne tudi spenjanja razli¢nih vrst
celic, tako preko homofilnih kot heterofilnih interakcij. Beljakovina JAM-A je vpletena
v funkcije tesnih stikov tako v endotelnih kot v epitelnih celicah, v vzpostavljanju
celicne polarnosti pa le v epitelnih celicah. Beljakovina JAM-A ni samo strukturni del

tesnih stikov, ampak je tudi receptor za reoviruse.

Druzino beljakovin JAM delimo v dve podskupini na osnovi podobnosti v zaporedju
aminokislin na C-terminalnem delu. Prva podskupina, v katero spadajo JAM-A, JAM-B
in JAM-C, ima na C-terminalnem koncu domeno razreda II PDZ in je sposobna
neposredne vezave na beljakovino ZO-1 in PAR-3. V drugo podskupino spadajo
receptorji CAR (angl. coxsackievirus and adenovirus receptor), ESAM in JAM-4.
Epitelne celice imajo beljakovino CAR, ki je strukturni del tesnih stikov (Chiba in sod.,
2008).

10
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= Tricelulin

Tricelulin je transmembranska beljakovina, ki 4-krat precka celi¢no membrano, pri
kateri je C-terminalna domena v 32 % enaka kot C-terminalna domena okludina,
medtem ko je njegova N-terminalna domena v primerjavi z N-terminalno domeno
okludina daljSa. Tudi pri tricelulinu imamo razli€ne izo-oblike, ki so posledica
alternativnega izrezovanja mRNA. Vecina tricelulinov je v epitelnih celicah zgos$c¢enih

pri hkratnemu stiku treh celic (Mariano in sod., 2011).

2.2.1.2 Citosolne beljakovine

Citosolne beljakovine, ki pripenjajo strukturne transmembranske beljakovine tesnih
stikov na celi¢ni citoskelet, razvr§¢amo v dve skupini. V prvo skupino uvr§¢amo
citosolne beljakovine, ki imajo domeno PDZ (angl. Zonula occludens-1 protein (PDZ)-

binding domains), v drugo skupino pa beljakovine, ki te regije nimajo.

2.2.1.2.1 Citosolne beljakovine z domeno PDZ

Domene PDZ so evolucijsko ohranjene regije. Imajo dve poglavitni vlogi: prva je
zasidranje transmembranskih beljakovin in druga je njihova vezava z drugimi
beljakovinami, kar vodi v nastanek dimerov in omrezenosti. Citosolne beljakovine se
preko domene PDZ vezejo na drugo beljakovino z enako domeno PDZ. Vecina
citoplazemskih beljakovin tesnih stikov ima ve¢ kot eno regijo PDZ. Med take

beljakovine sodijo naslednje:

= Beljakovine ZO (Zonula occludens: Z0O-1, ZO-2 in Z0O-3)
Beljakovine ZO-1, ZO-2 in ZO-3 so del druzine MAGUK (angl. membrane-associated
guanylate kinase), ki omogocajo povezavo tako adherentnih kot tesnih stikov na celi¢ni

citoskelet.

Beljakovine ZO-1, ZO-2 in ZO-3 imajo podobno strukturno organizacijo: N-terminalni
konec vsebuje 3 domene PDZ, domeno SH3 (angl. Src homology 3) in domeno GUK
(angl. guanylate kinase). Beljakovine ZO imajo osrednjo vlogo pri nastanku

beljakovinskih mrez. Prva domena PDZ beljakovin ZO-1, ZO-2 in ZO-3 se neposredno

11
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veze z domeno PDZ v C-terminalnem delu klavdina. Sekundarna domena PDZ
beljakovin ZO-1 sodeluje pri interakciji z drugimi beljakovinami ZO in pri pripenjanju
na beljakovino koneksin, ki je strukturna beljakovina presledkovnih stikov (angl. gap
junctions). Tretja domena PDZ beljakovine ZO-1 interagira z JAM-1 in z domeno PDZ
beljakovine PAR-3, kar vodi v povezavo ZO-l/klavdin/ in PAR-3-PAR-6-aPKC
kompleks. Kljub trdni povezavi in interakciji omenjenih domen z razli¢énimi
beljakovinami, ki gradijo tesne stike, te niso dovolj za zagotovitev njihovega delovanja.
Dodatne regije SH3, GUK in kisla domena so potrebne za vezavo ZO-1 na celi¢ne stike.
Regija GUK je potrebna za povezavo ZO-1 na okludin. Beljakovina ZO-1 preko svoje s
prolinom bogate N-terminalne regije interagira z aktinom in kortaktinom in se preko
svoje C-terminalne regije veze na transmembranske beljakovine. Na ta nacin povezuje

beljakovine tesnih stikov na celi¢ni citoskelet.

Struktura beljakovine ZO-2 je podobno organizirana kot struktura beljakovine ZO-1, le
da je njena C-terminalna regija krajSa in le v 25 % podobna C-terminalni regiji
beljakovine ZO-1. Enako kot ZO-1 se tudi ZO-2 veze na klavdin preko prve domene
PDZ na druge beljakovine PDZ preko druge domene PDZ, s citoskeletom preko C-
terminalnega dela in preko regije SH3 in GUK z okludinom in a-kateninom. Tudi
organizacija beljakovine ZO-3 je podobna organizaciji beljakovin ZO-1 in ZO-2, z
razliko v strukturi v C-terminalni regiji, ki je pri ZO-3 kraj$a. Tudi ZO-3, podobno kot
Z0-1 in ZO-2, reagira s klavdinom, okludinom in aktinom. Beljakovina ZO-3 je
sposobna tudi povezave z beljakovino pl20-katenin, ki je vezana na E-kadherin
(sestavna beljakovina adherentnih stikov). ZO-1 in ZO-2 se vezeta na o-katenin,
medtem ko se C-terminalna domena beljakovine ZO-3 veze na p120-katenin. Znano je

tudi, da se ZO-1 in ZO-2 veZeta neposredno na okludin (Guillemot in sod., 2008).

= Beljakovine MAGI (angl membrane-associated guanylate kinase inverted
proteins)

Beljakovine MAGI imajo namesto domene SH3 karakteristicni dve domeni WW.

Domena GUK se v primerjavi z beljakovinami ZO nahaja pred domenama WW (pri

beljakovinah ZO pa domena GUK sledi domeni SH3), kateri sledi pet domen PDZ.

12
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Samo beljakovini MAGI-1 in MAGI-3 sta povezani s tesnimi stiki. Domene PDZ
beljakovin MAGI reagirajo s tremi skupinami beljakovin:

a) integralne membranske beljakovine, vkljuéno z razli€nimi receptorji, in z dvema
beljakovinama tesnih stikov: JAM-A in ESAM;

b) signalne molekule, povezane s celicnimi stiki, vkljuéno s K-RAS, Rho GEF mNEtl,
Rapl GEF PDZ-GEF1, B-katenin, receptor tirozinske fosfataze in tumorski supresor
PTEN;

c¢) adenovirusni onkoprotein E4-ORF1 (Guillemot in sod., 2008).

= Beljakovine z ve¢ domenami PDZ (MUPP1)

Beljakovine MUPP1 imajo domeno MRE v N-terminalnem delu in trinajst domen PDZ.
V epitelnih celicah se beljakovine MUPPI1 nahajajo ob tesnih stikih, kjer reagirajo s
klavdinom, JAM-1, CAR, Crumbsl preko razlicnih domen PDZ. Vloga beljakovin
MUPP1 pri nastajanju tesnih stikov Se ni dokon¢no znana, ¢eprav organizacija njihovih
domen PDZ in do sedaj znane interakcije, nakazujejo na njihovo mozno delovanje kot

citosolne beljakovine, natancneje kot beljakovina PATJ (Guillemot in sod., 2008).

= AF-6/afadin, PAR-3, PAR-6, PALS-1 in PATJ

Obstajajo razlicne variante beljakovine AF-6/afadin, ki so posledica alternativnega
izrezovanja mRNA. Med seboj jih razlikujemo na podlagi domen, ki se povezujejo z
aktinom. Beljakovine PAR-3, PAR-6, PALS-1 in PATJ tvorijo multi-beljakovinski
kompleks, vpleten pri vzpostavitvi polarnosti celi¢ne plazmaleme (Guillemot in sod.,

2008).

2.2.1.2.2 Citosolne beljakovine brez domene PDZ

= Cingulin in JACOP/paracingulin

Cingulin oblikuje homodimer, ki reagira s Stevilnimi beljakovinami tesnih stikov, med
katerimi je poglavitnega pomena interakcija in vezava z beljakovino ZO-1. Cingulin ni
neposredno vpleten v strukturo in funkcijo tesnih stikov. Beljakovina
JAKOP/paracingulin pa se ne izraza v epitelnih celicah tankega crevesja, pa¢ pa je

prisotna pri endotelnih celicah (Guillemot in sod., 2008).
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* DruZina beljakovin Angiomotin

V druzino angiomotinov spadajo 3 beljakovine: angiomotin (Amot), JEAP (angl.
angiomotin-like-protein-1) in MASCOT (angl. angiomotin-like-protein-2). Njihova
posebnost je v strukturi ene od domen, ki je v obliki navite spirale. Beljakovina Amot je
del tesnih stikov v endotelnih celicah, JEAP pa je del tesnih stikov epitelnih celic
eksokrinih Zlez. Celice ¢revesnega epitelija imajo le beljakovino MASCOT, ki reagira s

prvo domeno WW beljakovine MAGI-1 (Guillemot in sod., 2008).

2.2.2 Drugi celi¢ni stiki

= Adherentni stiki (angl. adherent junctions) so beljakovinski kompleks na lateralnih
membranah celic, ki omogofa mehansko pripenjanje med transmembranskimi
beljakovinami sosednjih celic in citoskeletom. Pri sesalcih adherentni stiki v primerjavi
s tesnimi stiki lezijo blize bazalnemu delu celicnih membran. Adherentne stike
sestavljajo integralne beljakovine iz druzine kadherinov, pri katerih je v epitelnih
celicah najbolj zastopan E-kadherin. Druge beljakovine iz druzine kadherinov so N-, P-
in R-kadherini. E-kadherin je transmembranska beljakovina, odvisna od kalcijevih
ionov (Ca™), ki pretka celitno membrano enkrat. E-kadherin ima na svoji
ekstracelularni strani 5 ponavljajoih se domen, ki oblikujejo trans-kadherinske
povezave s sosednjimi celicami in tako pripomorejo k vzpostavljanju Sibkih
medceliénih povezav. Citoplazemska domena kadherinov se veze na citosolne
beljakovine, imenovane katenini, ki omogocajo tako regulacijo endocitoze E-
kadherinov in posledi¢no njihove razgradnje in reciklaze kot tudi intracelularne signalne
poti, transkripcijo genov in lokalno kontrolo aktinskih filamentov. Druzina kateninov
vkljucuje p120-katenin, a-katenin in B-katenin. Kadherini se na citosolni strani preko
kateninov pripenjajo na aktinski citoskelet, medtem ko se na ekstracelularni strani
povezejo z ekstracelularno domeno kadherinov sosednje celice. Adherentni stiki so tako
kot tesni stiki vpleteni tudi v druge procese, med katere Stejemo vzdrzevanje celi¢ne
polarnosti, uravnavanje celi¢ne migracije in proliferacije, omogocajo pa tudi nastanek

drugih povezovalnih kompleksov, kot so dezmosomi (Hartsock in Nelson, 2008).
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* Dezmosomi (angl desmosome) omogocajo celicam odpornost na mehanske
obremenitve in strizne sile. V znotrajcelicnem prostoru se pripenjajo na intermediarne
filamente celicnega citoskeleta (angl. DIFC — desmosome-intermediate filament
complex). DIFC sestavljajo tri komponente, od katerih sta dve intracelularni, ena pa
ekstracelularna. Med intracelularne komponente Stejemo intermediarne filamente in
citosolne povezovalne beljakovine (desmoplakin, plakoglobin in plakofilin), medtem ko
med ekstracelularne S$tejemo dezmosomske adhezivne molekule (dezmokolin in
dezmoglein), ki so del druzine kadherinov in so odvisne od Ca®" ionov (Garrod in

Chidgey, 2008).

= Presledkovni stiki (angl. gap junctions) kot edinstveni kanali povezujejo sosednje
celice in omogocajo difuzijo majhnih metabolitov, ionov in drugih molekul.
Komunikacija med celicami preko presledkovnih stikov je bistvena za medceli¢no
signalizacijo in celi¢no prehranjevanje. Tako kot pri drugih celi¢nih stikih so tudi pri
presledkovnih stikih dokazali njihovo interakcijo s celi¢nim citoskeletom in sicer tako z

mikrotubuli kot z aktinskimi filamenti (Giepmans in van Ijzendoorn, 2009).
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2.3 KRONICNE VNETNE CREVESNE BOLEZNI (KVCB)

Razli¢ni drazljaji med vnetnim stanjem, ki izvirajo tako iz apikalne strani (Crevesna
svetlina) kot iz bazalne strani enterocitov, ogrozajo zasc¢itno funkcijo ¢revesnega epitela.
Na apikalni strani se enterociti sre¢ajo s Stevilnimi vdirajoimi patogenimi
mikroorganizmi, ki spro$¢ajo razli¢ne snovi (toksini, ki tvorijo pore; beljakovine, ki
modificirajo celi¢ni citoskelet in LPS) z namenom povecanja medceli¢ne prepustnosti.
Na ta nacin si patogeni mikroorganizmi omogocajo pot do gostiteljskih tkiv. Na bazalni
strani Crevesnega epitela pa aktivirane imunske celice (limfociti Ty, makrofagi), ki so
del GALT, sproscajo provnetne citokine (INF-y, TNF-a, IL-1p), proteaze in reaktivne
kisikove zvrsti (angl. ROS — reactive oxygen species), ki vodijo v okvaro pregrade z
namenom olaj$anja lastnega potovanja do mesta invazije patogenov (Ivanov in sod.,

2010; Vozelj, 2000).

GALT sestavljajo Stevilne celice, med katere Stejemo Peyerjeve plosCice, celice M,
mukozne in intraepitelijske limfocite. Ena od poglavitnih vlog GALT je razloevanje
med komenzalno mikrobioto in patogenimi mikroorganizmi, ki pelje v primeren
imunski odziv. Specializirane epitelne celice, imenovane celice M in dendriti¢ne celice,
zajemajo antigene v crevesni svetlini in jih dostavijo celicam imunskega sistema
sluznice. Z omenjenim delovanjem omogocajo nenehen imunski nadzor, ki zagotavlja
tako varovanje pred Skodljivimi patogeni, kakor tudi toleranco do ¢revesne mikrobiote
in neskodljivih antigenov, ki jih v telo vnesemo s hrano. Crevesni epitelij ni le pasivna
mehanska pregrada, ampak predstavlja aktivni sestavni del imunskega odziva.
Neomejen imunski odziv proti antigenom mikroorganizmov v c¢revesni svetlini
predstavlja dejavnik tveganja za razvoj kroni¢nih vnetnih Crevesnih bolezni, kot sta
Crohnova bolezen in ulcerozni kolitis. Neravnovesje med komenzalnimi in potencialno
patogenimi mikroorganizmi v ¢revesni mikrobioti lahko vodi do Stevilnih motenj v
&revesni pregradi in posledi¢no do KVCB. Stevilne raziskave in vivo na modelnih misih
potrjujejo takSen potek dogodkov. Misi z genetskimi pomanjkljivostmi niso spontano
razvile vnetja ¢revesja, dokler so ostale kot »germ-free«. Do vnetja je prislo, ko so misi
kolonizirali z mikroorganizmi, ki so del naravne mikrobiote (Hudcovic in sod., 2001;

Sellon in sod., 1998).
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Disfunkcija &revesne pregrade je glavna znacilnost KVCB. Posledice oslabljene
Crevesne epitelne pregrade sta driska in povecan vnos zdravju Skodljivih antigenov.
Motnje v &revesni pregradi pri bolnikih s KVCB vkljuéujejo spremembe v tesnih stikih,
ki se kazejo kot spremenjeno izrazanje strukturnih beljakovin tesnih stikov in
posledicno zmanjSano Stevilo njihovih horizontalnih pasov okoli celice ter njihovo
distribucijo. Anomalije v tesnih stikih lahko pripiSemo okrepljeni dejavnosti provnetnih
citokinov, kot so TNF-a, INF-y, IL-1B, IL-13, IL-6 in IL-12, ki se mocno izrazajo v
vnetih predelih &revesja bolnikov. Ceprav vzrok nastanka KVCB ni povsem poznan, je
videti, da je kroni¢no vnetje posledica tako genske predispozicije kot spremenjenega
odziva gostitelja na ¢revesno mikrobioto. Raziskovalci se osredotocajo na proucevanje
razli¢nih genov, ki kodirajo beljakovine, vpletene v imunski odziv organizma, ali pa so
del mehanske zascitne pregrade (Crevesnega epitelija in mukusa). Razumevanje poteka
KVCB odpira moZnosti za razvoj novih terapevtskih sredstev. Ze danes so $tevilni
znanstveniki opisali uporabo alternativnih oz. podpornih oblik zdravljenja KVCB z
uporabo antagonistov citokinov (Zeissig in sod., 2004), razli¢nih rastlinskih sestavin (Li
in sod., 2010a) in probiotikov (Mennigen in sod., 2009), ki so sposobni stabilizirati

tesne stike med ¢revesnimi epitelnimi celicami.

Dokazali so povezavo med uni¢eno in prekinjeno crevesno pregrado epitelija in
razvojem avtoimunskih boleznih in KVCB (Kucharzik in sod., 2006; Turner, 2009).
Razliéne KVCB, kot so Crohn-ova bolezen in ulcerozni kolitis, uni¢ujoée vplivajo na
pregradno funkcijo epitelnih celic in tako omogocajo lazji prehod oz. infiltracijo
provnetnih drazljajev v podsluznico, vse do celic imunskega sistema. Obe omenjeni
bolezni sta vnetni bolezni ¢revesja, ki potekata kroni¢no, navadno v obliki izmenjujoc¢ih
se zagonov vnetja in razli¢no dolgih obdobij remisijskega stanja. Dandanes velja, da
spremembe v gradbenih beljakovinah tesnih stikov lahko vodijo v razvoj KVCB (Reiff
in Kelly, 2010). Provnetni drazljaji sprozijo nadaljnje, s citokini inducirane spremembe
tesnih stikov, kar vodi v zaCaran krog poruSenja funkcije epitelne pregrade do
kroni¢nega vnetja (Barbara, 2006; Bruewer in sod., 2006; Mankertz in Schulzke, 2007;
Yu in Turner, 2008).
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Dokazano je bilo, da je oslabljena funkcija Crevesne epitelne pregrade v neposredni
povezavi s stopnjo vnetja crevesne sluznice tako pri ulceroznem kolitisu kot pri Crohn-
ovih bolezni (Murphy in sod., 1989). Pri poskusih in vivo na misih so dokazali, da tudi
pri pravilnem imunskem odzivu in normalni mikrobioti napaka v delovanju epitelija
privede do spontanega razvoja kolitisa in da pri misih, ki so nagnjene k razvoju kolitisa,
farmakoloska podpora za krepitev cCrevesne epitelne pregrade privede do znatne
izboljSave vnete sluznice (Arrieta in sod., 2009; Van der Sluis in sod., 2006). ’gtudije
nakazujejo, da pri vnetju pride do reorganizacije aktinskih filamentov crevesnega

epitelija in posledi¢no do prekinitve apikalnih celi¢nih stikov.

2.3.1 Vpliv citokinov na tesne stike

Provnetni citokini igrajo pomembno vlogo pri zacetku kaskadne reakcije, ki vodi k
okvari pregradne funkcije pri bolnikih s KVCB. Citokini lahko na dva naéina vplivajo
na tesne stike, in sicer z regulacijo ekspresije gradnikov tesnih stikov ali pa s
prerazporeditvijo strukturnih beljakovin. Dokazano je bilo, da Stevilni endogeni agenti
(kot so citokini in rastni dejavniki) uravnavajo tesne stike tako v epiteliju kot v
endoteliju. Vsekakor pa mehanizmi, s katerimi citokini vplivajo na tesne stike, Se niso

dobro znani.

INF-y je provnetni citokin, ki so ga v visoki koncentraciji zasledili v vnetih predelih
Crevesnega tkiva pri bolnikih s KVCB. Poleg Ze znane vloge med vnetnim odzivom
INF-y spreminja pregradno funkcijo epitelija. Stevilne $tudije so dokazale da INF-y
povecuje prepustnost ¢revesnega epitelija. Mehanizem njegovega delovanja na tesne
stike je kompleksen. Stevilni raziskovalci opisujejo, da INF-y vpliva na raven gradnikov
tesnih stikov in na njihovo celi¢no lokalizacijo; drugi, da skozi makropinocitoze
beljakovin okludin, JAM-A in klavdin-1 prekine tesne stike (Bruewer in sod., 2005;
Ivanov in sod., 2005); tretji pa, da povzroca (tako kot TNF-a) povisSanje izrazanja gena
za klavdin-2 in zniZzanje izraZanja gena za klavdine -1, -5 in -7 (Amasheh in sod.,

2009a).
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Tudi za TNF-a so Stevilne Studije dokazale, da je odgovoren za povecCanje epitelne
prepustnosti. Dokazano je, da je poveCana prepustnost celicnega epitelija zaradi
delovanja TNF-a odvisna tako od ¢asa izpostavitve kot od dodanega odmerka. Nekatere
raziskave porocajo, da sta tirozinska kinaza in proteinska kinaza A vpleteni v
mehanizem delovanja TNF-o na tesne stike, saj je bil uc¢inek TNF-a na tesne stike
bistveno milejsi, ko so celicam poleg TNF-o istoCasno dodali tudi inhibitorja za
tirozinsko kinazo in proteinsko kinazo A (Schmitz in sod., 1999b). Drugi pa poroc¢ajo
tudi o vpletenosti MLCK (angl. myosin light-chain kinase) in NF-kB (angl. nuclear
transcription factor NF-kB) pri delovanju TNF-a na tesne stike (Ma in sod., 2005; Ma
in sod., 2004).

V poskusih in vitro na celi¢nih linijah Caco-2 in T84 so tudi dokazali, da sta INF-y in
TNF-a spodbudila reorganizacijo nekaterih strukturnih beljakovin tesnih stikov (ZO-1,
JAM-A, okludin, klavdin-1 in klavdin-4) in tako vplivala na funkcijo epitelne pregrade
(Zolotarevsky in sod., 2002).

IL-1B je provnetni citokin, za katerega so dokazali, da igra pomembno vlogo pri
patogenezi KVCB, saj je bila njegova koncentracija znatno vija v &revesnem tkivu
bolnikov s KVCB v primerjavi s kontrolno skupino (Gwee in sod., 2003). Znanstveniki
so dokazali tudi korelacijo med poviSanim nivojem IL-If in vi§jo prepustnostjo
Crevesnega epitelija. Delovanje IL-1P na tesne stike naj bi bilo enako delovanju citokina
TNF-a. Odvisno naj bi bilo od odmerka in €asa izpostavitve, vklju¢evalo pa naj bi tudi

delovanje MLCK (Al-Sadi in Ma, 2007).

IL-6 je mocan provnetni citokin poti Thl, ki se odzove kot posledica drugih provnetnih
draZljajev, Se posebej se odzove na prisotnost TNF-a in IL-1B. Za IL-6 je znano, da je
eden od poglavitnih citokinov pri patogenezi KVCB. Tudi za IL-6 je bil dokazan
negativen vpliv na tesne stike (Tazuke in sod., 2003). Nedavne Studije nakazujejo, da
IL-6 deluje tako, da povisa izrazanje gena za klavdin-2, ki tvori kanale v celi¢ni
membrani, kar posledi¢no privede do povisanja epitelne prepustnosti (Al-Sadi in sod.,

2014; Suzuki in sod., 2011).
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IL-12 je heterodimer, sestavljen iz dveh kovalentno vezanih polipeptidnih verig. Je
provnetni citokin, ki ga ne izdelujejo celice T in ga zaradi njegovega delovanja na celice
NK (naravne celice ubijalke) obravnavamo kot mediator naravne imunosti (Vozelj,
2000). Tudi IL-12 naj bi, tako kot ostali Zze opisani provnetni citokini, povecal
prepustnost tesnih stikov (Al-Sadi in sod., 2009). Kolikor nam je znano po pregledu
literature, do sedaj ni konkretnih $tudij, ki bi podpirale vlogo IL-12 pri urejevanju tesnih

stikov in s tem prepustnosti ¢revesnega epitelija.

IL-10 je protivnetni citokin, za katerega velja, da ohranja funkcijo Crevesne epitelne
pregrade. IL-10 je pokazal zascitno funkcijo pred delovanjem INF-y pri poskusih in
vitro na celicah T84 (Madsen in sod., 1997). Podobno so ugotovili na endotelijskih
celicah (Oshima in sod., 2001). Misi, ki so imele genetske pomanjkljivosti v genu za IL-
10, so nekaj ¢asa pred razvojem Crevesnega vnetja kazale povecano prepustnost epitelne
membrane (Madsen in sod., 1999). Ti podatki nakazujejo na zas¢itno vlogo IL-10 za
tesne stike in s tem na celicno pregrado, hkrati pa podpirajo hipotezo, da igra uni¢ena

¢revesna celi¢na pregrada pomembno vlogo pri razvoju ¢revesnega vnetja.

Potrebno je Se omeniti, da v nekaterih drugih studijah in vitro znanstveniki niso zaznali
enakega delovanja najpomembnejSih provnetnih citokinov (TNF-a, INF-y in IL-1f) na
prekinitev tesnih stikov, ali pa delovanja sploh niso zaznali (Van De Walle in sod.,
2010). Moramo pa upostevati, da je bilo najve¢ $tudij glede vpliva citokinov na tesne
stike Crevesnih epitelnih celic narejenih za INF-y, TNF-a in IL-1B. Raziskav, ki
vkljucujejo ostale citokine, je manj, zaradi ¢esar ostaja mehanizem njihovega delovanja

nedorecen.
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2.4 CREVO KOT EKOSISTEM

Naravno mikrobioto ¢loveka in drugih zivali sestavljajo vsi mikroorganizmi (od bakterij
do nekaterih vrst gliv), ki naseljujejo sluznice in kozo zdravih gostiteljev. Predstavniki
normalne mikrobiote so s clovekom v komenzalnem sozitju. Normalna mikrobiota
kolonizira gostitelja ze takoj po rojstvu in je pomembna pri presnovi in sintezi nekaterih
rastnih dejavnikov (nekatere bakterije vplivajo na metabolizem holesterola), ga Sciti
pred vdorom in kolonizacijo patogenih mikrobov (proizvaja protimikrobne snovi,
tekmuje za vezavna mesta in za hrano), spodbuja razvoj imunskega sistema in
posledi¢no onemogoca razvoj okuzb. Sestava naravne mikrobiote se razlikuje med
posameznimi anatomskimi predeli, razlicna je tudi od gostitelja do gostitelja, saj nanjo
vplivajo razli¢ni fizioloski dejavniki (kot so npr. temperatura telesne povrsine, vlaga...),
spreminja pa se tudi s casom (Madigan in sod., 2003; Seme, 2002; Stevens in Hume,

1998).

Kolonizacija in interakcija med gostiteljem in mikrobioto je obic¢ajno usklajena in
odlocilnega pomena pri zmernih fizioloskih odzivih. Struktura ¢revesne mikrobiote je
pri odraslih izredno stabilna. Kljub temu, da predstavnike Stevilnih vrst najdemo pri
vseh posameznikih (t.i. »core« mikrobiom), so med posamezniki Se vedno opazne
velike razlike v sestavi ¢revesne mikrobiote (Tap in sod., 2009). Neravnovesje v sestavi
¢revesne mikrobiote lahko vodi do Stevilnih patofizioloSkih stanj, kot so kroni¢ne
vnetne Crevesne bolezni, debelost, metaboli¢ni sindrom, diabetes tipa 2, atopicni
dermatitis in kolorektalni rak (Darfeuille-Michaud in sod., 2004; Larsen in sod., 2010;
Penders in sod., 2013; Schwiertz in sod., 2010; Serban, 2013; Swidsinski in sod., 2002;
Tilg in Kaser, 2011).

PoruSen odnos med enterociti in mikrobioto lahko vodi do vnetja, do poskodb tkiva in

do razli¢nih bolezni ter okuZzb s patogenimi mikroorganizmi.

2.4.1 Probiotiki

Stevilne raziskave so pokazale, da so komenzalne bakterije, ki naseljujejo nasa

prebavila, v nenehni interakciji z gostiteljevimi celicami in da imajo pomembno vlogo
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pri ohranjanju zdravja prebavil. Laktobacili se pogosto uporabljajo kot modelni
organizmi za prouc¢evanje mehanizmov interakcij, saj obicajno poseljujejo prebavila in

so tudi najbolj razsirjeni probioti¢ni mikroorganizmi.

Laktobacili in bifidobakterije so predstavniki naravne ¢revesne mikrobiote, ki ugodno
vplivajo na zdravje gostitelja, obi¢ajno z ohranjanjem stabilnega crevesnega okolja.
Laktobacili so heterogena skupina po Gramu pozitivnih, anaerobnih ali fakultativno
anaerobnih, nesporulirajo¢ih palicastih bakterij. Sodijo v skupino mlecnokislinskih
bakterij. Laktobacile lahko izoliramo iz zelo razli¢nih okolij, kot so rastlinski material,
fermentirana zivila in ¢revesje ljudi in zivali (Blana in sod., 2014; Lee in sod., 2010;
Todorov in sod., 2011). Bifidobakterije so po Gramu pozitivni, negibljivi,
nesporulirajo¢i, katalaza negativni anaerobni mikroorganizmi, ki pripadajo deblu
Actinobacteria in se pogosto pojavljajo kot razvejane palcke (Sgorbati in sod., 1995).
Visoka koncentracija bifidobakterij v ¢revesju je znacilna pri novorojenckih ter dojenih
otrocih, njihovo Stevilo pa se med odras¢anjem postopoma zmanjsa (Gavini in sod.,

2001; Reuter, 2001; Tannock, 2010).

V zadnjih letih se kopicijo dokazi, pridobljeni v raziskavah in vitro in in vivo, o
sposobnosti posameznih sevov Lactobacillus in Bifidobacterium, da pozitivno vplivajo
na zdravje ljudi. Med opazenimi pozitivnimi u€inki velja omeniti regulacijo homeostaze
Crevesne mikrobiote, zmanjS$anje alergij in okuzb dihal, preprecevanje in zdravljenje
driske, modulacijo lokalnega imunskega odziva in inhibicijo okuzb z oviranjem
delovanja potencialnih patogenov (Cimperman in sod., 2011; Guglielmetti in sod.,
2011; Messaoudi in sod., 2012; Miyauchi in sod., 2009; Palomar in sod., 2014; Sagaya
in sod., 2014; Vilela in sod., 2008; Yu in sod., 2012). Te trditve so spodbudile uporabo
probiotikov pri preprecevanju in zdravljenju razliénih bolezni. Probiotike najdemo v

Stevilnih prehranskih dopolnilih, funkcionalnih Zivilih in zdravilih brez recepta.

Probioticni sevi ne smejo biti patogeni in ne smejo imeti prenosljivih zapisov za
odpornost proti antibiotikom v Siroki rabi tako v medicini kot v veterini. Zazeleno je, da
so Cloveskega izvora, da so odporni proti zelod¢ni kislini in zolénim solem, da so

sposobni kolonizacije ¢revesne sluznice in da so tehnolosko ustrezni, tako da prezivijo
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razmere med proizvodnjo in skladiS¢enjem. Poleg osnovnih pogojev, ki zagotavljajo
varnost in ucinkovitost, morajo izkazati tudi ufinke na zdravje cloveka, ki jih je
potrebno dokazati na ciljni populaciji. Med moznimi ucinki so delovanje na crevesne
patogene mikroorganizme, pozitivni vplivi na imunski sistem, kar vodi do boljse
obrambne funkcije, pozitivni ucinki na metabolizem gostitelja ali krepitev pregradne

funkcije Crevesnega epitelija (EFSA, 2012; Klaenhammer in Kullen, 1999).

Vecina do sedaj opisanih probioti¢nih sevov iz rodu Lactobacillus in Bifidobacterium,
ki jih najdemo v razli¢nih izdelkih na trgu, je bilo izoliranih iz ¢loveskega blata. Ta
izvor bakterij pa ne zagotavlja, da so bakterije tudi uspesno prilagojene na okolje
humanih prebavil, saj lahko gre za take, ki so le prehodne, ne pa stalne prebivalke
prebavil (Hautefort in sod., 1999). V primerjavi z izolati iz blata, izolati iz ¢revesne
sluznice so najverjetneje predstavniki stalne ¢revesne mikrobiote, zato obstaja vecja
verjetnost, da so dejansko sposobni ucinkovito naseliti ¢revo. Znano je, da crevesno
mikrobioto sestavljajo tako mikroorganizmi iz Crevesne svetline, ki predstavljajo
prehodni del, kot mikroorganizmi, ki so pritrjeni na Crevesno sluznico in ki so del
avtohtone Crevesne zdruzbe. Prehodna mikrobiota se razlikuje od avtohtone (Araujo-
Perez in sod., 2012; Turroni in sod., 2009; Zoetendal in sod., 2002). Lastnosti, ki so
odgovorne za uspes$no kolonizacijo, so specifi¢ne za sev, ne pa za vrsto in so do sedaj Se
dokaj nepoznane. Zato menimo, da je raziskovanje lastnosti sevov, ki so sposobni vsaj
zacCasne kolonizacije Crevesne sluznice, nadvse pomembno za boljSe razumevanje

funkecij, ki so bistvenega pomena za uspes$no naselitev ¢revesja.

Adhezija mikroorganizmov na enterocite praviloma vodi do interakcij mikroorganizmov
z imunskim sistemom gostitelja. Sposobnost probiotikov, da na specificne nacine
vplivajo na imunski sistem, je znacilna za posamezni sev in posledi¢no vodi do

edinstvenih interakcij med sevom in gostiteljem.

Domnevajo, da interakcije probiotikov z gostiteljevimi crevesnimi epitelnimi in
imunskimi celicami prispevajo k vzdrzevanju mukozne homeostaze in preprecujejo
pretiran vnetni odgovor (Blum in Schiffrin, 2003). Znani so Stevilni mehanizmi, s

katerimi laktobacili blagodejno vplivajo na gostitelja (Lebeer in sod., 2008). Nekateri
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sevi laktobacilov stimulirajo izlocanje sluzi pri enterocitih, s ¢emer krepijo pregradno
funkcijo ¢revesnega epitelija in tako zmanj$ajo moznosti novih infekcij (Mack in sod.,
2003). Drugi znani mehanizem je izboljSanje delovanja tesnih stikov med celicami
Crevesnega epitelija (Karczewski in sod., 2010; Seth in sod., 2008). Znano je tudi
tekmovalno izkljuCevanje patogenih bakterij s proizvodnjo protimikrobnih snovi (Corr

in sod., 2007; De Keersmaecker in sod., 2006; De Vuyst in Leroy, 2007).

Raziskovalci so si enotni, da so nekateri probioti¢ni sevi laktobacilov sposobni
modulacije imunskega sistema gostitelja, niso pa Se povsem razjasnjeni njihovi
mehanizmi delovanja. Rezultati raziskav kazejo, da lahko razli¢ni molekulski motivi
(angl. MAMP — microbe-associated molecular patterns) laktobacilov, ki so strukturni
del celicnega ovoja, sprozijo prirojen imunski odziv GALT (Akira in sod., 2006;
Dziarski in Gupta, 2005; Hold in sod., 2011; Sanchez Carballo in sod., 2010; Wells in
sod., 2011).

V zvezi z zgoraj navedenim smo se v doktorski disertaciji osredotocili na izolacijo in
karakterizacijo novih sevov Lactobacillus in Bifidobacterium, ki imajo svojo ekolosko
niSo v C¢revesni sluznici, z namenom ugotavljanja njihovega potenciala pri ublazitvi

&revesnega vnetja zaradi KVCB.
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 REAGENTI

Pri eksperimentalnem delu smo uporabili naslednje kemikalije:
- L-cistein hidroklorid (Merck, Nemcija, 102839)

- Glicerol (Merck, Nemcija, 4094)

- Agaroza (Sigma-aldrich, ZDA, A9539)

- Go Taq Flexi DNA Polymerase (Promega, ZDA, M8301)

- SYBRSafe DNA Gel stain (Life Technologies, ZDA)

- Lizocim (Sigma-aldrich, ZDA, L6876)

- Mutanolizin iz Streptomyces globisporus (Sigma-aldrich, ZDA, M9901-5KU)
- Kloroform (Sigma-aldrich, ZDA, SL-C2432)

- Izopropanol (Sigma-aldrich, ZDA, SI1-59304)

- Etanol (Sigma-aldrich, ZDA, SL-32225)

- Tripansko modrilo (Merck, Nemcija, 1.11732)

- Pepsin (Sigma-aldrich, ZDA, P-7000)

- Pankreatin (Sigma-aldrich, ZDA, P3292)

- Zoléne soli No.3 (Biolife, Anglija, 4111302)

- Krotonska kislina (Sigma-aldrich, ZDA, 113018)

- Mupirocin (AppliChem, Nemcija, A4718,0001)

- Gentamicin (GE Healthcare, Anglija, P11-004)

- Kanamicin (Merck, Nemc¢ija, 5222)

- Penicilin/streptomicin (Sigma-aldrich, ZDA, P4333)

- PMA (Sigma-aldrich, ZDA, P8139)

- Lipopolisaharidi (LPS) E. coli O111:B4 (Sigma-Aldrich, ZDA, L5293)
- Trizol reagent (Applied Biosystems, ZDA, 15596-026)

- RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, ZDA, 5886)

- L-glutamin (Sigma-Aldrich, ZDA, G-8540)

- B-merkaptoetanol (Sigma-aldrich, ZDA, M-7154)

- TEMED (Sigma-Aldrich, ZDA, T-9281)

- PDB (Sigma-Aldrich, ZDA, P1269-1MG)

- Tripsin/EDTA (Sigma-Aldrich, ZDA, SI-T4049)
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- IL-1B (Cell signaling technology, ZDA, CY-8900SF; Sigma-Aldrich, ZDA, SI-
19401)

- Transwell®-Clear (Corning, ZDA, 3460)

- Pepton (Merck Millipore, Nemcija, 107214)

- Zelatina iz pragi¢je koze (Sigma-aldrich, ZDA, G9136)

- Natrijev klorid (Merck, Nemcija, 1.06404)

- Kalijev klorid (Merck, Nemcija, 1.04936)

- Natrijev hidrogen karbonat (Kemika, Hrvaska, 14467)

- Posode za anaerobno gojenje (BioM¢érieux, Francija, BM-96127)

- Generatorji atmosfere GENbox anaer (BioM¢érieux, Francija, BM-96124)

- GeneRuler 100 bp DNA Ladder, ready-to-use (Fermentas, SM0243)

- 500 bp DNA standardna lestvica (Thermo Fisher Scientific Fermentas, ZDA)

- 1000 bp DNA standardna lestvica (Thermo Fisher Scientific Fermentas, ZDA)

- HBSS (GE Healthcare, Anglija, H15-010)

- PBS (Sigma-Aldrich, ZDA, SI-D8537)

- Triton X-100 (Sigma-Aldrich, ZDA, SL-X100)

- RIPA pufer (Cell signaling technology, ZDA, CY-9806S)

- PMSF (Cell signaling technology, ZDA, CY-8553S)

- Trizma® base, tris (hidroksimetil) aminometan (Sigma-aldrich, ZDA, T-6066)

- EDTA (Sigma-Aldrich, ZDA, E-6635)

- Klorovodikova kislina (Merck, Nemc¢ija, 1.00317)

- Tween-20 (Merck, Nemcija, 8.17072)

- HRP hrenova peroksidaza (Promega, ZDA, W4121)

- Paraformaldehid (Sigma-Aldrich, ZDA, SL-P6148)

- Pufer Laemmli

- Coomassie blue reagent

- Metanol (Sigma-Aldrich, ZDA, SL-32213)

- Ocetna kislina (Sigma-Aldrich, ZDA, SL-33209)

- PVDF membrana (Life Technologies, ZDA, LC2002)

- Posneto mleko v prahu (Sigma-Aldrich, ZDA, M7409)

- Agar MRS (Merck, Nemcija, 10660)

- Tekoce gojisce MRS (Merck, Nemcija, 10661)
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- BSA (Sigma-aldrich, ZDA, A-4503)

- Tekoce gojisce BHI (Merck, Nemcija, 1.10493.0500)
- Agar BHI (Merck, Nemcija, 1.13825.0510)

- Agar Iso-Sensitest (Thermo scientific, ZDA, CM0471)
- Agar Mueller Hinton (Merck, Nemcija, 5437)

- DMEM (Life Technologies, ZDA, 41965039)

- FBS (Life Technologies, ZDA, 10270098)

- Plastenke T75 (Sarsted, Nemcija, 83.1813.002)

- Novex"” sharp Pre-stained Protein standard (Life Technologies, ZDA, LC5800)
- Pufer CAPS (Sigma-aldrich, ZDA, C2632)

- RNAlater® (Life Technologies, AM7020)

3.1.1 Kompleti reagentov

- Wizard Genomic DNA Purification kit (Promega, ZDA, A1120)

- Wizard SV Gel and PCR Clean-up System (Promega, ZDA, A9281)

- RNeasy plus mini kit (Qiagen, Nizozemska, Q74134)

- Turbo DNA-free kit (Applied Biosystems, ZDA, AM1907)

- Hight capacity ¢cDNA reverse transcription kits (Applied Biosystems, ZDA,
4368814)

- Biolog MicroLog™ system: AN MicroPlate "™ (Biolog, ZDA, 1007)

- Sistem API 50 CH (BioM¢érieux, Francija, B-50300)

- E-test (BioM¢érieux, France, AM: 412253; VA: 412488; GM: 412368; SM: 526800;
EM: 412334; CM: 412315; TC: 412471; CL: 507510; CI: 412311; EF: 528900; TP:
412461; MZH: 412404)

- Reagent RT? profiler PCR array control plates (Qiagen, Nem&ija, Q330231C-2)
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3.2 LABORATORIJSKA OPREMA

- Homogenizator

- Spektrofotometer NanoVue (GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, Svedska)

- Spektrofotometer NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific, ZDA)

- Aparatura za PCR SureCycler 8800 (Agilent Technologies, ZDA)

- UV transilluminator (Syngene, Anglija), ChemiGenius2 (Syngene, Cambridge,
Anglija)

- Aparat za elektroforezo (Biorad, ZDA)

- Spektrofotometer

- Sistem za plinsko kromatografijo Hewlett Packard 5890A (HP, ZDA) in kapilarna
kolona Nukol (Supelco, ZDA)

- Millicell ERS-2 Volt/Ohm metrom (Merck Millipore, Germany)

- Aparature za qPCR (ABI 7900 HT FAST in ViiA™ 7 Real-Zime PCR System;
Applied Biosystems, ZDA)

- Konfokalni mikroskop Leica TCS SP5 (Leica Microsystems, Nemcija)

- Sonicator (Soniprep 150 plus, MSE (UK) Limited)

- Biolog MicroStation™ Reader (Biolog, ZDA, 22607D)

- XCell SureLock® Mini-Cell (Life technologies, ZDA)

- XCell '™ Blot Module kit (Life technologies, ZDA)

- Mighty small IT SE 260 (GE Healthcare, Anglija)

- NovaBlot Multiphor II (GE Healthcare, Anglija)
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3.3 BAKTERIJSKI SEVI IN CELICNE KULTURE

3.3.1 Bakterijski sevi - pozitivne kontrole pri razli¢nih poskusih

» Lactobacillus rhamnosus GG® (LGG") je sev, za katerega so dokazali razli¢ne
pozitivne vplive na Clovesko zdravje in je zaradi tega razSirjen kot probiotik.
Deponiran je v ameriSki zbirki mikroorganizmov in celi¢nih kultur (American Type
Culture Collection, Rockville, ZDA) pod stevilko ATCC 53103. V nalogi smo ga
uporabili kot pozitivno kontrolo pri ugotavljanju uporabe razli¢nih sladkorjev,

DHPLC ter prezivetju v simuliranih gastrointestinalnih razmerah.

= L. casei (DN-114 001) je sev v lasti druzbe Danone Vitapole (Francija), za katerega
so dokazali razlicne probioti¢ne lastnosti in je razSirjen v probioti¢nih izdelkih. Za
nase raziskave smo sev izolirali iz izdelka Actimel. Sev smo v nalogi uporabili kot
pozitivno kontrolo pri ugotavljanju uporabe razli¢nih sladkorjev, pri DHPLC, pri
ugotavljanju protimikrobne aktivnosti ter izrazanja in izlo¢anja citokinov v celicah

THP-1.

= Bifidobacterium animalis subsp. lactis (BB-12%) je sev z dobro raziskanimi
probioticnimi lastnostmi. Deponiran je v nemski zbirki mikroorganizmov (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen, Braunschweig, Germany) pod Stevilko DSM
15954. Sev smo v nalogi uporabili kot pozitivno kontrolo pri ugotavljanju uporabe
razliénih sladkorjev, DHPLC in prezivetja v simuliranih gastrointestinalnih

razmerah.

» L. plantarum WCFS1 je sev, za katerega so dokazali sposobnost ohranjanja
transepitelne elektricne upornosti (TEER) pri celicah Caco-2, kadar so bile te
izpostavljene kemijskemu agensu PDB (forbol 12,13-dibutirat). Sev je deponiran v
belgijski zbirki mikroorganizmov (Laboratorium voor Microbiologie, Universiteit
Gent, L. Ledeganckstraat 35, B-9000 Gent ), pod Stevilko LMG 9211. Sev smo v

nalogi uporabili kot pozitivno kontrolo pri preskusih na celicah Caco-2.

= L. gasseri K7 je izolat iz blata dojencka, z dokazanimi probioti¢nimi lastnostmi. Sev

je bil izoliran na InStitutu za mlekarstvo in probiotike, Oddelka za zootehniko,
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BiotehniSke fakultete, Univerze v Ljubljani. Deponiran je v ceski zbirki
mikroorganizmov (Czech Collection of Microorganisms) pod oznako CCM 7710.
Sev smo v nalogi uporabili kot indikatorski sev pri ugotavljanju protimikrobne

aktivnosti drugih testiranih izolatov.

= L. acidophilus (La5") je sev z dokazanimi probioti¢nimi lastnostmi. Deponiran je v
nemski zbirki mikroorganizmov pod Stevilko DSM 13241. Sev smo uporabili kot
pozitivno kontrolo pri ugotavljanju prisotnosti beljakovin S-sloja. S-sloj (t.i.
povrsinski sloj, angl. surface layer) je plast sestavljena iz ponavljajocega se niza

podenot istega proteina ali glikoproteina, ki obdaja celotno povrsino celic.

= L. sakei NCDO 2714 je deponiran v angleski zbirki mikroorganizmov iz mle¢nih
izdelkov (National Collection of dairy Organisms; NCDO) pod oznako NCDO 2714.
Sev smo v nalogi uporabili kot indikatorski sev pri ugotavljanju protimikrobne

aktivnosti drugih testiranih izolatov.

= L. delbrueckii subsp. bulgaricus (IM348) je sev, izoliran iz bolgarskega jogurta in
deponiran v ameriski zbirki ATCC pod Stevilko 11842. V nalogi smo ga uporabili za

preverjanje vpliva na TEER celic Caco-2.

Bakterijske seve iz rodu Lactobacillus in Bifidobacterium smo gojili v tekocem gojis¢u
MRS z dodatkom 0,05 % cisteina pri 37 °C v anaerobnih razmerah. Pred vsakim
preskusom smo bakterijske seve, hranjene pri — 20 °C, odmrznili, jih nacepili (1 %, v/v)
v tekoce gojis¢ée MRS z dodanim cisteinom (0,05 %) in inkubirali preko no¢i. Naslednji
dan smo kulturo precepili (1 %, v/v) v sveze gojis¢e MRS s cisteinom in inkubirali 18 h.
Postopek smo Se dvakrat ponovili tako, da smo v vseh poskusih uporabili 18-urno

bakterijsko kulturo po trikratnem precepljanju.

3.3.2 Patogeni in potencialno patogeni sevi

= Escherichia coli 0157:H7 je klini¢ni izolat Laboratorija za bakterioloSko diagnostiko
¢revesnih infekcij, InStituta za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinske fakultete,

Univerze v Ljubljani.
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E. coli 08:K88:H9 je enterotoksigena E. coli, izolirana iz ¢revesja sesnih pujskov, ki
so oboleli za drisko. Sev smo prejeli od prof. A. Bombe, Research Institute of

Experimental Veterinary Medicine, KoSice, Slovaska (Talafantova in sod., 1987).

E. coli IM121 je hemoliti¢ni sev, izoliran iz mastiticnega mleka na InStitutu za

mikrobiologijo in parazitologijo, Veterinarske fakultete, Univerze v Ljubljani.

E. coli IM122 je nehemoliti¢ni sev, izoliran iz mastiticnega mleka na InStitutu za

mikrobiologijo in parazitologijo, Veterinarske fakultete, Univerze v Ljubljani.

E. coli IM429 je patogeni sev, izoliran iz brojlerjev na InStitutu za mikrobiologijo in

parazitologijo, Veterinarske fakultete, Univerze v Ljubljani.

E. coli IM430 je patogeni sev, izoliran iz mastiticnega mleka na InStitutu za

mikrobiologijo in parazitologijo, Veterinarske fakultete, Univerze v Ljubljani.

Staphylococcus aureus 29213 je deponiran v amerisSki celi¢ni zbirki ATCC pod
Stevilko 29213. Kot ostali sevi S. aureus je potencialno patogena bakterija, prisotna

predvsem na nosni sluznici in v ¢revesju ¢loveka in Zivali.

S. aureus RN 4220 je sev, ki smo ga prejeli od S. Vesterlund, Functional Food

Forum, University of Turku, Finska.

S. aureus IM132 je sev izoliran iz mastiticnega mleka na InStitutu za mikrobiologijo

in parazitologijo, Veterinarske fakultete, Univerze v Ljubljani.

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium 14028 je invazivni sev, ki

povzroca salmonelozo pri ¢loveku in drugih toplokrvnih zivalih.

Vse seve, opisane v tem poglavju, smo v nalogi uporabili kot indikatorske seve pri

ugotavljanju protimikrobne aktivnosti. Bakterijske seve smo gojili v gojis¢u BHI v

aerobnih razmerah. Uporabljeni sevi v raziskavi in pogoji gojenja so prikazani v

preglednici 1.
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Preglednica 1: Seznam sevov uporabljenih v Studiji in pogoji njihovega gojenja

Table 1: Bacterial strains used in the study and their growth conditions

Oznaka seva “Izvor Vrsta Po‘g 0",1 Njihova uporaba v nalogi
gojenja
DN-114 001 IM L. casei MRS, 37 °C, + kontrola: Biolog, API, citokinski
anaerobno odziv, protimikrobna aktivnost
La5® DSM L. acidophilus MRS, 37 °C, + kontrola: izolacija beljakovin S-
anaerobno sloja
K7 hisni sev L. gasseri MRS, 37 °C, Indikatorski sev: protimikrobna
anaerobno aktivnost
LGG" ATCC L. rhamnosus MRS, 37 °C, + kontrola: Biolog, API, preZivetje,
anaerobno adhezija
BB-12" DSM B. animalis subsp. MRS, 37 °C, + kontrola: Biolog, prezivetje
lactis anaerobno
WCEFS1 LMG L. plantarum MRS, 37 °C, + kontrola: merjenje TEER
anaerobno
M348 ATCC L. delbrueckii MRS, 30 °C, + kontrola: merjenje TEER
subsp. bulgaricus  anaerobno
NCDO 2714 NCDO L. sakei MRS, 37 °C, Indikatorski sev: protimikrobna
anaerobno aktivnost
0O157:H7 MF E. coli BHI, 37 °C, Indikatorski sev: protimikrobna
aerobno aktivnost
O8:K88:H9 (Talafantova E. coli BHI, 37 °C,  Indikatorski sev: protimikrobna
in sod., 1987) aerobno aktivnost
IM121 VF E. coli BHI, 37 °C Indikatorski sev: protimikrobna
aerobno aktivnost
IM122 VF E. coli BHI, 37 °C,  Indikatorski sev: protimikrobna
aerobno aktivnost
1M429 VF E. coli BHI, 37 °C, Indikatorski sev: protimikrobna
aerobno aktivnost
IM430 VF E. coli BHI, 37 °C, Indikatorski sev: protimikrobna
aerobno aktivnost
RN4220 UuT S. aureus BHI, 37 °C, Indikatorski sev: protimikrobna
aerobno aktivnost
ATCC 29213 ATCC S. aureus BHI, 37 °C, Indikatorski sev: protimikrobna
aerobno aktivnost
IM132 VF S. aureus BHI, 37 °C, Indikatorski sev: protimikrobna
aerobno aktivnost
ATCC 14028 ATCC S. Typhimurium BHI, 37 °C,  Indikatorski sev: protimikrobna
aerobno aktivnost

ATCC — American Type Culture Collection, Rockville, ZDA; DSM - Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen, Braunschweig, Nemcija; LMG — Laboratorium voor Microbiologie, Universiteit Gent
Belgija; VF — Institut za mikrobiologijo in parazitologijo, Veterinarska Fakulteta, UL; MF- Laboratorij za
bakteriolosko diagnostiko crevesnih infekcij, InStitut za Mikrobiologijo in Imunologijo, Medicinska
fakulteta, UL; IM — InStitut za mlekarstvo in probiotike; BiotehniSka fakulteta, UL;UT — S. Vesterlund,
University of Turku, Finska; NCDO — National Collection of dairy Organisms, National Institute for
dairying Reading, Anglija; BHI — brain heart infusion broth; MRS — deMan-Rogosa-Sharp agar.

se nadaljuje

32



Citar M. Prougevanje in vitro probioti¢nega delovanja izolatov Lactobacillus z vidika vzdrzevanja zas¢itne funkcije Erevesne stene.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

nadaljevanje preglednice 1:Seznam sevov uporabljenih v Studiji in pogoji njihovega gojenja

ATCC - American Type Culture Collection, Rockville, USA; DSM - Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen, Braunschweig, Germany; LMG - Laboratorium voor Microbiologie, Universiteit Gent,
Belgium; VF — Institute of microbiology and parasitology, Veterinary Faculty, University of Ljubljana;
MF — Laboratory for Bacteriological Diagnostics of Intestinal Infections, Institute of Microbiology and
Immunology, Medical Faculty, University of Ljubljana; IM — Institute of Dairy science and Probiotics,
Biotechnical Faculty, University of Ljubljana; UT — S. Vesterlund, University of Turku, Finland; NCDO
— National Collection of Dairy Organisms, National Institute for Dairying Reading, England; BHI — brain
heart infusion broth; MRS — deMan-Rogosa-Sharpe agar.

3.3.3 Celi¢ne kulture
3.3.3.1 Celi¢na linija THP-1

Celice THP-1 so linija celic humane akutne monocitne levkemije. Celi¢no linijo (ATCC
TIB-202) smo dobili iz ameriske zbirke tipskih kultur (American Type Culture
Collection — ATCC). Kadar celice THP-1 stimuliramo s PMA se iz monocitov
diferencirajo v makrofage. Pri diferenciaciji monociti izgubijo proliferativne zmoznosti
in pridobijo fagocitno aktivnost, se pritrdijo na podlago, izrazajo povrsinske antigene in

$0 sposobni proizvajati in izlocati citokine (Schwende in sod., 1996).

3.3.3.2 Celi¢na linija Caco-2

Celi¢na linija Caco-2 je bila pridobljena iz adenokarcinoma debelega crevesa 72-letnega
pacienta (Fogh in sod., 1977). Celi¢no linijo smo dobili iz ameriske zbirke tipskih kultur
(ATCC HTB 37). Celice Caco-2 v razmerah in vitro kazejo enake lastnosti kot
enterociti. Celice Caco-2 dosezejo popolno diferenciacijo v 21. dnevu starosti po

dosezeni konfluenci (Briske-Anderson in sod., 1997; Natoli in sod., 2012).
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3.4 MIKROBIOLOSKA ANALIZA BLATA IN BIOPSIJSKIH VZORCEV
HUMANE CREVESNE SLUZNICE

3.4.1 Pridobitev vzorcev blata in biopsijskih vzorcev humane ¢revesne sluznice

Odvzem biopsijskih vzorcev je potekal na Enoti za pediatricno gastroenterologijo,
hepatologijo in prehrano, na Kliniki za pediatrijo, UKC v Mariboru, kjer je bilo
poskrbljeno za varnost preiskovancev. Vzorci so bili odvzeti iz ¢revesa 15-ih otrok, ki
5o bili zaradi suma na KVCB podvrzeni endoskopskim preiskavam &revesa na Enoti za
pediatri¢no gastroenterologijo, hepatologijo in prehrano, Klinike za pediatrijo, UKC v
Mariboru. Za namen raziskave sta bila odvzeta po dva dodatna biopsijska vzorca in
sicer eden iz terminalnega ileuma in eden iz kolona. Biopsijske vzorce smo takoj
premestili v sterilne krioviale, zamrznili v tekocem dusiku in shranili do obdelave pri —
80 °C. Vzorce blata so udelezenci raziskave prostovoljno in samostojno shranili dan
pred endoskopskim pregledom. Do prihoda na Kliniko za pediatrijo so prostovoljci
vzorce hranili v sterilnih posodicah pri — 20 °C. Po prihodu na Kliniko za pediatrijo so
usluzbenci klinike vzorce blata prenesli v zamrzovalnik (na — 80 °C). Raziskava je bila

odobrena s strani Drzavne komisije za medicinsko etiko Republike Slovenije

(41/12/11).

3.4.2 Obdelava pridobljenih vzorcev
3.4.2.1 MikrobioloSke analize blata

Vzorce blata, ki smo jih do analize hranili pri — 80 °C, smo najprej odmrznili in zatem
0,1 g blata odtehtali v sterilno centrifugirko. Odtehtanemu vzorcu smo dodali 9,9 g
anaerobnega diluenta (1 g peptona/L; 2 g zelatine iz prasi¢je koze/L; 8,5 g NaCl/L in
0,557 g L-cisteina/L). Posamezne vzorce smo zaporedno redéili do redéitve 107.
Ustrezne redcitve osnovnega vzorca smo razmazali na ustrezno gojis¢e (preglednica 2).

Po koncani inkubaciji smo presteli kolonije in rezultate izrazili v KE/g blata.

3.4.2.2 Mikrobioloska analiza vzorcev ¢revesne sluznice

Biopsijske vzorce smo stehtali, sprali in v predhodno razkuZzenem homogenizatorju

homogenizirali v 1200 pL anaerobnega diluenta. Na razlicna selektivna gojisca
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(preglednica 2) smo razmazali po 100 pL homogenizata. Po konc¢ani inkubaciji smo

presteli kolonije in rezultate izrazili v KE/mg biopta.

Preglednica 2: Seznam uporabljenih gojis¢ za mikrobioloSke analize blata in biopsijskih vzorcev

Table 2: The list of culture media used in microbiological analyses of stools and biopsies

Ime gojisca Proizvajalec Selektivnost Inkubacija
ROGOSA Merck, Germany, Lactobacillus spp. 37°C/48-72 h;
1.105413.0500 anaerobno
TOS+mup” Yakult Honshu, Japan  Bifidobacterium 37°C/48-72 h;
anaerobno
KAA Laboratorios Conda, Enterococcus 37°C/48-72 h;
Spanija, 1027 aerobno
MANITOL SALT MG Scientific, ZDA,  Staphylococcus 37°C/72 h;
PHENOL-RED 211116 aerobno
DHL Neogen Corporation,  Enterobacteriaceae 37°C/24 h;
ZDA, 7457 aerobno
CHROMOCULT Merck, Nemcija, koliformne bakterije 37°C/24 h;
1.10426.0500 aerobno
URIselect ChroMgar, Francija, E.coli, Enterococcus, Klebsiella, 37°C/24 h;
RT410 Enterobacter, S. aureus, S. saprophyticus, aerobno
Pseudomonas
CATC Merck, Nemcija, Enterococcus 37°C/24 h;
1.10279.0500 aerobno

“mup- mupirocin, dodan v koncentraciji 50 ug/mL
*mup- mupirocin, added at a concentration of 50 pg/mL
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3.5 IZOLACIJA BAKTERIJSKIH SEVOV IZ HUMANE CREVESNE SLUZNICE

3.5.1 Izolacija bakterij iz rodov Lactobacillus in Bifidobacterium iz Cloveske

¢revesne sluznice

Iz vsakega selektivnega gojisc¢a (Rogosa in TOS+mup) smo izolirali po 15 kolonij,
izraslih po nacepljanju posameznega biopsijskega vzorca. Izbrane kolonije smo 5-krat
zaporedno precepili na agar MRS z dodanim cisteinom (0,05 %) za laktobacile in na
agar MRS z dodanim cisteinom (0,05 %) in mupirocinom (50 mg/L) za bifidobakterije.
Po vsakem precepljanju smo z mikroskopiranjem po Gram-u obarvanih kolonij in
vzporednim precepljanjem na kromogeno gojis¢e UriSelect preverjali Cistost kolonij.
Pridobljene ciste kulture izolatov, ki so kazale pod mikroskopom tipi¢ne morfoloske
lastnosti laktobacilov in bifidobakterij, smo shranili pri — 80 °C v bujonu MRS z

dodanim cisteinom (0,05 %) in glicerolom (30 %).

3.5.1.1 Denaturacijska tekocinska kromatografija visoke lo¢ljivosti (DHPLC)

Genomsko DNA (gDNA) smo iz ¢istih kultur izolirali s kompletom »Wizard genomic
DNA purification kit« po navodilih proizvajalca. Z reakcijo veriznega pomnozevanja s
polimerazo smo pomnozili variabilno regijo V6-V8 z zafetnimi oligonukleotidi 0933F
in 1407R ter pogoji pomnozevanja, ki so jih opisali avtorji Domann in sod. (2003).
Analize DHPLC so opravili v Centru za Mikrobiologijo, Zavoda za javno zdravstvo

Maribor.
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3.6 IDENTIFIKACIJA IZOLIRANIH BAKTERIJ

3.6.1 Genotipizacija izolatov s pomoc¢jo metode RAPD-PCR

Za pridobitev genomske DNA (gDNA) smo posamezno kolonijo Ciste kulture zavreli v
15 pL pufra Flexi (Promega, ZDA, M8301) pri 99 °C za 15 min. Za naklju¢no
pomnozevanje polimorfne DNA z verizno reakcijo s polimerazo (RAPD-PCR) smo

uporabili tri naklju¢ne zacetne oligonukleotide, ki so navedeni v preglednici 3.

Preglednica 3: Pregled uporabljenih zacetnih oligonukleotidov v metodi RAPD-PCR s
pripadajoc¢imi programi

Table 3: Nucleotide sequences of oligonucleotide primers used in RAPD-PCR method with
corresponding programs

Zaporedje nukleotidov

Ime oligonukleotida (5 to 3°) Program za PCR Referenca
94 °C 2 min 1x
94 °C 1 min . .
MI3 GAGGGTGGCGGTTCT 42°C20 ek 40x (Andrighetto in
729 C 2 min sod., 2000)
72 °C 10 min 1x
95 °C 5 min
36 °C 5 min 4x
72 °C 5 min .
1254 CCGCAGCCAA 95°C 1 min (Torriand In sod.,
36°C 1min  30x )
72 °C 2 min
72 °C 10 min 1x
95 °C 2 min 1x
95 °C 1 min
KGT-80 CGCGTGCCCA 37 °C 2 min 30x To delo
72° C 2 min

72 °C 5 min 1x

Elektroforeza je potekala v 2 % agaroznem gelu pri 50 V priblizno 5 ur. Gele smo
obarvali s SYBR Safe ter pregledali pri UV svetlobi s sistemom za dokumentacijo gelov

in analizo slik Syngene Chemigenius?2.

3.6.2 Ugotavljanje nukleotidnega zaporedja 16S rDNA

Izbrane izolate smo identificirali do vrste na podlagi ugotavljanja nukleotidnega

zaporedja 16S rDNA. 1z 1 mL bakterijske kulture, inkubirane 18 h, smo izolirali gDNA
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po protokolu proizvajalca kompleta reagentov » Wizard genomic DNA purification kit«.
Pred izolacijo gDNA smo bakterijske celice tretirali z meSanico lizocima (5 mg/mL) in
mutanolizina (5 U/mL). Variabilno regijo V1-V3 gena za 16S rRNA smo pomnozili po
ze opisanem postopku po Klijn-u in sod. (Klijn in sod., 1991). Pomnozke DNA smo po
navodilih ocistili s kompletom »Wizard SV Gel and PCR Clean-up System« in njihovo
dolzino preverili z elektroforezo v 1 % agaroznem gelu. Sekvenciranje DNA je izvedlo
podjetje Microsynth (Svica). Dobljena nukleotidna zaporedja smo primerjali z zaporedji
deponiranimi v podatkovni zbirki GenBank, z algoritmom NCBI BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/).

3.6.3 Za L. rhamnosus GG® - specifitna PCR reakcija

Genomsko DNA smo izolirali po protokolu proizvajalca kompleta reagentov »Wizard
Genomic DNA Purification kit«. Genomsko DNA smo pomnozili po Ze opisanem
postopku avtorjev Ahlroos in Tynkkynen (Ahlroos in Tynkkynen, 2009). Dolzino

pomnozkov smo preverili z elektroforezo na 2 % agaroznem gelu.
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3.7 KARAKTERIZACIJA SEVOV

3.7.1 Fenotipska karakterizacija: izkoriS¢anje virov ogljika
3.7.1.1 Biolog MicroLogTM system: AN MicroPlateTM

Izbrane seve in referenéne seve L. casei DN-114 001, L. rhamnosus LGG® in B.
animalis subsp. lactis BB-12" smo pripravili po navodilih proizvajalca (MicroLog
user’s guidebook). Bakterije smo na t.i. univerzalnem anaerobnem trdem gojiscu (agar
BUA, 70007) gojili 48 h pri 37 °C. Kolonije sevov smo s pomocjo sterilne vatenke
resuspendirali do predpisane gostote v specificnem gojis¢u (AN Inoculation Fluid,
72007). V metabolne mikrotitrske plosce, ogrete na sobno temperaturo, smo v vsako
vdolbino z dehidriranim substratom inokulirali po 100 pL bakterijske suspenzije.
Mikrotitrske plo$¢e smo inkubirali v anaerobnih razmerah pri 37 °C za 24 h. Po 24-urni
inkubaciji smo rezultate odéitali s Gitalcem »Biolog MicroStation Reader™«. Za

identifikacijo smo dobljene rezultate primerjali s podatkovno zbirko » AN database«.

3.7.1.2 Sistem API 50 CH

Sposobnost izkoris¢anja razlicnih sladkorjev smo ugotavljali tudi s sistemom »API 50
CH, po navodilih proizvajalca. Tudi pri tej metodi smo vkljucili referen¢na seva DN-

114 001 in LGG®.

3.7.2 Obcutljivost za antibiotike
3.7.2.1 Fenotipsko ugotavljanje obcutljivosti

Ugotavljali smo odpornost proti naslednjim antibiotikom: ampicilin, vankomicin,
gentamicin, streptomicin, eritromicin, klindamicin, tetraciklin, kloramfenikol,
ciprofloksacin, enrofloksacin, teikoplanin in metronidazol. Osemnajst-urno bakterijsko
kulturo smo sprali in resuspendirali v fizioloski raztopini, da je motnost ustrezala stopnji
1 po Mc Farlandovi lestvici. Resuspendirane seve smo z vateno pal¢ko nanesli na 2
razlicna gojisc¢a. Prvo gojisce je bilo sestavljeno iz 90 % agarja Mueller Hinton, 10 %
agarja MRS in 0,05 % cisteina (Klare in sod., 2005). Drugo gojisce je bilo sestavljeno iz
90 % Iso-Sensitest agarja, 10 % agarja MRS in 0,05 % cisteina. Na povrSino gojisca,
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nacepljenega s testnimi sevi, smo polozili trakove E-test” z antibiotiki (BioMérieux,
Francija). Plo§¢e smo inkubirali pri 37 °C za 48 h v anaerobnih razmerah. Po inkubaciji
smo po navodilih proizvajalca od¢itali minimalne inhibitorne koncentracije (MIK). Za

ovrednotenje od¢itanih rezultatov smo upostevali navodila EFSA (EFSA, 2012).

3.7.2.2 Ugotavljanje prisotnosti genov, povezanih z rezistenco proti tetraciklinu,

eritromicinu in vankomicinu

Genomsko DNA smo izolirali s kompletom reagentov »Genomic DNA Purification
kit«, po navodilih proizvajalca. Pred izolacijo smo 18-urno bakterijsko kulturo tretirali z
mesanico lizocima (5 mg/mL) in mutanolizina (5 U/mL). Z uporabo metode PCR smo
preverili prisotnost izbranih genov, povezanih z rezistenco proti eritromicinu (erm4,
ermB), tetraciklinu (tet4, tetB, tetC, tetM, tetM/O) in vankomicinu (vand, vanB, vanCl,
vanC2). Uporabili smo ze opisane pogoje pomnozevanja in zacetne oligonukleotide

(Klein, 2011; Nawaz in sod., 2011).
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3.8 VREDNOTENJE PROBIOTICNIH LASTNOSTI

3.8.1 Upgotavljanje sposobnosti preZivetja sevov v simuliranih gastrointestinalnih

razmerah

Poleg izbranih sevov smo za primerjavo testirali e referen¢na seva L. rhamnosus GG
in B. animalis spp. lactis BB-12". Osemnajst-urno bakterijsko kulturo smo najpre;
inkubirali 3 h v simuliranem zelodénem soku (pepsin 3 g/L) z vrednostjo pH 3 oz. 7. Po
3-urni inkubaciji smo seve centrifugirali in odlili simulirani Zelod¢ni sok. Usedlini z
bakterijami smo dodali simuliran ¢revesni sok (0,1 % pankreatina in 0,3 % Zol¢nih soli)
z vrednostjo pH 8. V obeh primerih smo s stresanjem, pri 200 RPM simulirali
peristaltiko. Med obema inkubacijama smo seve vzor¢ili na zacetku inkubacije, po 90 in
po 180 minutah. Stevilo prezivelih celic bakterij smo ugotavljali z metodo $tetja na
ploscah, pri kateri je inkubacija potekala 48 h pri 37 °C v anaerobnih razmerah (Hacin

in sod., 2008).

3.8.2 Ugotavljanje protibakterijske aktivnosti z metodo lise na agarju (MLA)

Sposobnost izbranih sevov za proizvodnjo protimikrobnih snovi smo testirali z metodo
lise na agarju (MLA). Poleg izbranih sevov iz ¢loveske ¢revesne sluznice smo testirali
Se referencni sev DN-114 001. Na oznacen del povrSine trdnega gojis¢a MRS v
petrijevih plos¢ah smo nacepili 5 pL 18 h kulture testnih sevov. Po 24 urni inkubaciji v
anaerobnih razmerah pri 37 °C smo plos¢e s testnimi sevi prelili s 5 mL poltrdega
gojiscéa, ki je vsebovalo 50 puL 18 h kulture indikatorskega seva (preglednica 1). Po 24
urni inkubaciji pri 37 °C v anaerobnih razmerah smo izmerili cone inhibicije rasti

indikatorskih sevov (Bogovic-Matijasic in Rogelj, 1998; Tagg in sod., 1976).

3.8.3 Produkcija mlecne in ocetne kisline

Osemnajst-urne kulture v modificiranem gojis¢u MRS smo centrifugirali in odvzeli
supernatant. Koncentracijo mlec¢ne kisline smo dolocali spektrofotometricno po
protokolu po Oser-ju (Oser, 1965), medtem ko smo koncentracijo ocetne kisline
dolocali s plinsko kromatografijo. Iz supernatantov smo ocetno kislino pridobili z 2-

kratno ekstrakcijo z dietil etrom (Holdeman in sod., 1977). V ta namen smo uporabili
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plinski kromatograf Hewlett Packard 5890A (HP, ZDA) s kapilarno kolono Nuko
(Supelco, ZDA). Temperatura injektorja je bila 185 °C, temperatura detektorja pa 290
°C. Zacetna temperatura je bila 75 °C, zatem je temperatura naras¢ala vsako minuto za
14 °C, dokler ni dosegla 160 °C. Volumen injiciranega vzorca je bil 1 pL. Ocetno
kislino smo identificirali na osnovi primerjave retencijskega Casa v vzorcu, z
retencijskim ¢asom standardne raztopine ocetne kisline (0,525 g/L) in kvantificirali z

uporabo internega standarda (krotonska kislina 1 g/L).

3.8.4 Imunomodulacija: proucevanje vpliva izbranih sevov na citokinski odziv

celi¢ne linije THP-1
3.8.4.1 Gojenje celic THP-1

Delo s celicami je potekalo v sterilnih pogojih, v mikrobioloski komori. Celice THP-1
smo gojili v gojis¢u RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, ZDA) z dodanimi L-glutaminom (2
mM), B-merkaptoetanolom (0,05 mM), glukozo (4,5 g/L), Na-piruvatom (1 mM), 5
mL/500 mL meSanico antibiotikov streptomicina (100 pg/mL) in penicilina (100 U/mL)
in dezaktiviranim FBS (10 %). Za gojenje celic smo uporabili polistirenske plastenke s
povr§ino 75 cm?®, v katere smo prenesli celice, resuspendirane v gojis¢u. Gojisée smo
menjavali 3-krat tedensko. Celice THP-1 smo presadili v ploscice s 24 vdolbinami
takrat, ko so se te zacele deliti tako, da je bila konéna koncentracija priblizno 5x10°

celic/mL. Celice smo $teli s pomocjo hemocitometrske ploscice.

3.8.4.2 Priprava celic THP-1 za preskuse

Celice THP-1, namenjene preskusom, smo nasadili v plosc¢e s 24 vdolbinami. Uporabili
smo celice med 8. in 12. pasaZo. Vsaka vdolbina je vsebovala priblizno 1x10° celic.
Diferenciacijo celic THP-1 v makrofage smo dosegli z dodajanjem PMA (10 ng/mL) v
gojis¢e RPMI. Plos¢e smo inkubirali 24 h pri 37 °C v aerobnih razmerah s 5 % CO,. V
diferenciranem stanju so se celice THP-1 pritrdile na dno vdolbine. Pritrjene celice smo

sprali in dodatnih 24 ur gojili v gojis¢u RPMI brez PMA in antibiotikov.
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V tri vzporedne vdolbine z diferenciranimi celicami THP-1 smo nanesli po 1 mL:

- gojisca RPMI 1640, ki je predstavljal kontrolo

- v gojis¢u RPMI 1640 resuspendiranega seva v koncentraciji ~ 10® KE/mL

- gojis¢a RPMI 1640 z dodanimi lipopolisaharidi (LPS) E. coli O111:B4 v kon¢ni
koncentraciji 0,4 pg/mL

- v gojis¢u RPMI 1640 resuspendiranega seva (~ 10° KE/mL) in LPS (v konéni
koncentraciji 0,4 pg/mL)

Tako pripravljene plosée smo do vzor¢enja inkubirali v aerobnih razmerah pri 37 °C s 5

% COs.

RT-gPCR 3h, 5h, 7h:
R IL1B, IL1RA, IL6, IL8, IL10, IL12B, TNFA
THP-1
A A
; ELISA 4h, 6h, 8h (le za sev L344):|
@ IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNF-a

Slika 1: Shematski prikaz poteka poskusov s celi¢no linijo THP-1

Figure 1: Schematic representation of the experiments with THP-1 cell line
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3.8.4.3 Ugotavljanje vpliva bakterijskih sevov na imunski odziv celic THP-1

3.8.4.3.1 Ovrednotenje izrazanja genov za citokine z metodo obratne transkripcije in

veriznega pomnozevanja s polimerazo v realnem ¢asu (RT-qPCR)

Po 3, 5 in 7-ih urah inkubacije smo iz vdolbin s stimuliranimi in ne-stimuliranimi
kulturami celic THP-1, odstranili gojis¢e in celice sprali s pufrom PBS. Spranim
celicam THP-1 smo dodali po 300 pL reagenta Trizol. Suspenzijo smo prenesli v Ciste
mikrocentrifugirke in vzorce do analize shranili pri — 80 °C. Celokupno RNA smo
izolirali po navodilih proizvajalca reagenta Trizol. DNA iz vzorcev smo odstranili z
uporabo komercialnega kompleta » Turbo DNA-free kit«. Koncentracijo izolirane RNA
smo izmerili s spektrofotometrom NanoDrop. RNA smo prepisali v komplementarno
DNA (cDNA) s komercialnim kompletom »High capacity cDNA reverse transcription
kits«. Pri vseh nastetih korakih smo upostevali navodila proizvajalcev. Dobljeno cDNA
smo shranili pri — 20 °C. Poleg citokinov, ki smo jih analizirali z metodo RT-qPCR (oz.
ELISA), smo vkljucili Se antagonist receptorja IL-1 (IL-1 RA). Pri metodi RT-qPCR
smo uporabili princip TagMan proizvajalca Applied Biosystems in delali po navodilih
proizvajalca. Izbor citokinov in uporabljeni kompleti reagentov so zbrani v preglednici
4. Med 12 vzdrzevalnimi geni za evkariontske celice, ki jih v ta namen najveckrat
uporabijo, smo izbrali gen za receptor za transferin (TFRC; Reagent RT? profiler PCR
array control plates). Izrazanje genov smo ovrednotili z metodo AACt (Pfaffl, 2001).
Rezultate smo podali kot razmerje relativnega izrazanja v primerjavi z ne-stimuliranimi
celicami THP-1. Prikazani rezultati so povpre¢je treh paralelk. Vse reakcije PCR v
realnem Casu smo izvedli v 2 red¢itvah in v 2 tehni¢nih ponovitvah. Statisticno znacilne
razlike med vzorci smo ovrednotili s Studentovim t-testom. Vrednosti p, ki so bile

manjse od 0,05, smo upostevali kot statisti¢no znacilne.

3.8.4.3.2 Ovrednotenje citokinov z metodo encimskega imunskega testa (ELISA)

Po 4, 6 in 8-th urah smo prenesli vzorce iz mikrotitrskih plos¢ v Ciste
mikrocentrifugirke. Supernatante pridobljene z 10 minutnim centrifugiranjem pri 4 °C

in 12 000xg, smo do opravljanja meritev hranili pri — 20 °C. V preglednici 4 je seznam
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citokinov, ki smo jih ovrednotili z metodo ELISA, ter uporabljenih kompletov

reagentov. Metodo smo izvedli po navodilih proizvajalca (eBioscience, ZDA).

Preglednica 4: Seznam uporabljenih kompletov reagentov za analize z metodama RT-qPCR in
ELISA

Table 4: The list of reagent kits used for RT-qPCR and ELISA analyses

Kat. §t. in proizvajalec
Kat. §t. in proizvajalec kompletov P !

Ime Oznaka kompletov reagentov za
reagentov za RT-qPCR ELISA

Interleukin-1 IL-1B Hs01555410 m1; Applied 88-7010-88; eBioscience
Biosystems (ZDA) (ZDA)

Antagonist IL-1 Hs00893626_ml; Applied /

receptorja IL-1 RA Biosystems (ZDA)

Interleukin-6 IL-6 Hs00985639 ml; Applied BMS213/2MST; eBioscience
Biosystems (ZDA) (ZDA)

Interleukin-8 IL-8 Hs00174103_m1; Applied BMS204/3MST; eBioscience
Biosystems (ZDA) (ZDA)

Interleukin-10 IL-10 Hs00961622 ml; Applied 88-7106-88; eBioscience
Biosystems (ZDA) (ZDA)

Interleukin-12 IL-12 Hs01011518 ml; Applied BMS2013MST; eBioscience
Biosystems (ZDA) (ZDA)

Dejavnik tumorske  TNF-o  Hs01113624 gl; Applied BMS238MST; eBioscience

nekroze-a Biosystems (ZDA) (ZDA)

Transferin receptor TFRC Hs00951083 m1; Applied /

Biosystems (ZDA)
TagMan Universal MM II 4440038; Applied Biosystems (ZDA) /
Master Mix II

3.8.5 Proucevanje vpliva izbranih sevov na transepitelno elektricno upornost

(TEER) celic Caco-2

Shema na sliki 2 prikazuje potek preskusov sklopa proucevanja vplivov bakterijskih
sevov 1z Crevesne sluznice na funkcionalnost tesnih stikov med celicami Caco-2 in

vitro.

45



Citar M. Prougevanje in vitro probioti¢nega delovanja izolatov Lactobacillus z vidika vzdrzevanja zas¢itne funkcije Erevesne stene.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

Izbrani sevi:
WCFS1; IM384: L344:; L350; L930 bb; L916; IM386

l

|zbira primernega seva

’ za nadaljnje poskuse |

ADHEZIJA Merjenje TEER

« TEER » preventiva = TEER
« WB » kurativa =TEER
« RT-gPCR » istoCasno = TEER
+ mikroskopija WB
RT-gPCR
—_————
VPLIV CESA?

Merjenje TEER na nepoSkodovane celice Caco-2

Slika 2: Shematski prikaz poteka poskusov s celi¢no linijo Caco-2

Figure 2: Schematic representation of the experiments with Caco-2 cell line

46



Citar M. Prougevanje in vitro probioti¢nega delovanja izolatov Lactobacillus z vidika vzdrzevanja zas¢itne funkcije Erevesne stene.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

V prvi fazi smo celice Caco-2 stimulirali z razli¢nimi bakterijskimi sevi v razlicnih
koncentracijah. Na podlagi tega smo za nadaljnje poskuse izbrali seve, ki so povisali
TEER celic Caco-2. V drugi fazi smo raziskali, ali so izbrani sevi zmozni zadrzati
zmanjSanje TEER, izzvanega z bioloSkim (IL-1f) ali kemijskim (PDB) poskodovanjem
tesnih stikov med celicami Caco-2. V tretji fazi pa smo celice Caco-2 stimulirali z
inaktiviranimi bakterijskimi celicami in z njihovimi supernatanti, z namenom
ugotavljanja vloge sestavin celi¢nega ovoja bakterij in/ali bakterijskih metabolitov pri

delovanju na funkcionalnost tesnih stikov.

Spremembe v funkcionalnosti tesnih stikov smo ugotavljali na razli¢nih nivojih in sicer
z merjenjem transepitelne elektriéne upornosti po cCasu (TEER), z ugotavljanjem
izrazanja genov za gradnike tesnih stikov (RT-qPCR), z ugotavljanjem prisotnosti
beljakovin celi¢nih stikov z metodo »western blot« in z vizualizacijo fluorescencno
oznacenih beljakovin, ki lahko pokaze razlike v koli¢ini posameznih beljakovin tesnih

stikov in njihovo prerazporeditev.

3.8.5.1 Gojenje celic Caco-2

Delo s celicami je potekalo v sterilnih pogojih, zagotovljenih z uporabo mikrobioloske
komore. Celice Caco-2 smo gojili v gojis¢éu DMEM z dodanim FBS (10 %) in
gentamicinom (50 pL/mL). Gojis¢e smo menjavali 2-krat tedensko. V vseh preskusih
smo uporabili celice Caco-2 v 33. pasazi, po 21 dneh diferenciacije. Za gojenje celic do
potrebne pasaZe (33. pasaZe) smo uporabljali polistirenske plastenke s povr§ino 75 cm?.
Celice so v 75 cm® plastenkah dosegle konfluentno rast v priblizno 5 dneh. Pred
presaditvijo smo celicam odsesali gojisce, jih sprali s pufrom HBSS, dodali 2,5 mL
0,125 % Tripsin/EDTA in inkubirali 5 min pri 37 °C. Celice smo zatem presteli s

pomocjo hemocitometrske ploscice.

3.8.5.2 Priprava celic Caco-2 za preskuse

Celice Caco-2 smo gojili na filtrskih vstavkih s poliestersko membrano, povrSine 1,12
cm® z 0,4 pm velikimi porami, vstavljenih v mikrotitrske plo§¢e z 12-imi vdolbinami

(Transwell, Corning, ZDA). V zgornji prekat smo nanasali po 0,5 mL gojisca, v spodnji
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pa po 1,5 mL. V vsako vdolbino smo nasadili po 7x10* celic Caco-2. Pred vsakim
preskusom je bilo v posamezni vdolbini priblizno 2x10° celic Caco-2/vdolbino.
Stiriindvajset ur pred zatetkom preskusa smo celicam zamenjali gojisée in dodali
DMEM brez antibiotika. Celice Caco-2, katerim nismo dodali drugih drazljajev (kot so
bakterijske celice, PDB ali IL-1B), so pri vseh preskusih predstavljale negativno

kontrolo.

3.8.5.2.1 Ugotavljanje sposobnosti adhezije izbranih sevov na celice Caco-2 v

razmerah in vitro

Sposobnost adhezije izbranih bakterijski sevov smo ugotavljali v razmerah in vitro na
celi¢ni liniji Caco-2. Poleg izbranih sevov smo testirali tudi referen¢ni sev L. rhamnosus
LGG®. Za adhezijo smo uporabili celice Caco-2 v 33. pasazi in po 21-ih dneh
diferenciacije. Celice Caco-2 smo nasadili na poliesterske membrane v nosilcih
»Transwell«. V vsakem preskusu je bilo Stevilo celic priblizno 2x10°/vdolbino
(1,8x10°/cm®). Stiriindvajset ur pred poskusom smo celicam Caco-2 zamenjali
izrabljeno gojisce s svezim, brez dodanega antibiotika. Na dan poskusa smo bakterijske
kulture centrifugirali, bakterijske celice dvakrat sprali s PBS in jih resuspendirali v
gojis¢éu DMEM brez antibiotika. Koncentracijo bakterij smo pred vsakim preskusom
uravnali na priblizno 5x10® KE/mL. Po trikratnem spiranju celic Caco-2 s PBS smo v
vsako vdolbino dodali po 500 pL bakterijske suspenzije s 5x10° KE/mL oz. 5x10’
KE/mL in inkubirali 90 min pri 37 °C v atmosferi s 5 % CO,. Po inkubaciji smo celice
Caco-2 3-krat sprali s sterilnim PBS, da smo odstranili nevezane bakterije. Spranim
celicam Caco-2 smo dodali po 1 mL 0,05 % reagenta Triton X-100 in inkubirali 10 min
pri sobni temperaturi, da so lizirale. Stevilo vezanih bakterij smo ovrednotili z metodo
Stetja na ploS¢ah na gojis¢u MRS z 0,05 % cisteina. Za ugotavljanje sposobnosti
adhezije smo naredili 3 bioloske poskuse. Pri vsakem bioloSkem poskusu smo imeli po

5 paralelnih ponovitev.

3.8.5.2.2 Merjenje transepitelne elektriéne upornosti (TEER)

Za merjenje transepitelne elektriéne upornosti smo celice Caco-2 pripravili kot je

zapisano v tocki 3.8.5.2. Za merjenje upornosti smo uporabljali aparat Millicell ERS-2
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Volt-Ohm Meter, po navodilih proizvajalca. Vsaj dva dni pred izvedbo preskusa smo
zaceli z merjenjem TEER celic Caco-2. Celice smo uporabili takrat, ko so bile vrednosti

stabilne ter okrog 1300 Q /cm?.

3.8.5.2.3 Ugotavljanje vpliva razli¢nih koncentracij bakterij na TEER celic Caco-2

Za vse bakterijske seve smo preskusili razlicne koncentracije (preglednica 5) in izbrali
optimalno, ki smo jo uporabili za nadaljnje testiranje. Poleg novih bakterijskih sevov iz
¢revesne sluznice smo vkljucili L. plantarum WCFS1, za katerega je bila dokazana
sposobnost povecanja funkcionalnosti tesnih stikov, in L. bulgaricus IM348, startersko

kulturo za izdelavo bolgarskih jogurtov, kot negativno kontrolo.
Preglednica S: Seznam bakterijskih sevov in njihovih koncentracij (KE/mL) uporabljenih pri
ugotavljanju vpliva bakterijskih sevov na TEER celic Caco-2

Table 5: The list of bacterial strains and concentrations (CFU/mL) used for determination of their
influence on TEER values of Caco-2 cells

Oznaka bakt. seva Vrsta 0OD650,,, KE/mL
0,42 8x10°
WCFS1 L. plantarum 1,20 3x10°
0,34 1,3x10°
IM348 L. delb kii subsp. bulgari ’ ’
elbrueckii subsp. bulgaricus 0.69 2.9x10°
0,47 6,5%10°
L L' . b 2
350 paracasei 1,04 1.8x10°
0,61 52x10°
L930 bb L. fermentum 1.07 11x10°
0,20 5x10°
L916 L. ] ’
gassert 0,69 1,8x10°
0,29 7x107
IM386 B. animalis subsp. animalis 0,50 1,3x 10®
0,82 2,4x10"
0,59 8,8x10°
L344 L. rhamnosus 1.06 1.9%10°

Bakterijske celice smo pripravili kot je opisano v poglavju 3.3.1, celice Caco-2 pa kot je
opisano v poglavju 3.8.5.2. Vrednosti TEER celic Caco-2 smo merili 9 h s pomocjo
aparata Millicell ERS-2 Volt/Ohm Meter, ki meri razliko v napetosti med apikalno in

bazolateralno povrsino sloja celic.
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TEER praznega filtra smo odsteli od TEER sloja celic kot prikazuje enacba 1:

R [Q cm’] = (Rv — Rf) [Q] x P [cm?] (D)

R je upornost sloja celic, Rv je upornost sloja celic in filtra, Rf je upornost filtra brez na

njih gojenih celic in P je povrsina filtra.

Celicam Caco-2 smo odsesali gojis¢e pod filtrom in ga zamenjali s svezim gojiS¢em
DMEM z dodanim FBS (10 %). Celicam na apikalni strani filtra smo odsesali gojisce
DMEM in jim dodali 500 pL gojis¢a DMEM z 10 % FBS, v katerem smo resuspendirali
bakterijske seve. Vsako uro (skupno 9 h) smo merili vrednosti TEER celic Caco-2.
Vsak preskus smo opravili v treh paralelkah. Vrednosti TEER, izmerjene na celicah

Caco-2, tretiranih z bakterijami, smo primerjali z vrednostmi TEER kontrolne skupine.

3.8.5.2.4 Ugotavljanje vpliva izbranih sevov na neposkodovane celice Caco-2

Celice Caco-2 smo pripravili kot je opisano v poglavju 3.8.5.2. Celice smo stimulirali z
dvema izbranima bakterijama (L. rhamnosus 1344 in L. paracasei 1350) v

koncentraciji ~ 8x10° KE/mL oz. ~ 4x10° KE/vdolbino.

V tri vzporedne vdolbine z diferenciranimi celicami smo nanesli po 500 pL:

- gojis¢a DMEM brez antibiotika (kontrolne celice Caco-2)
- gojis¢a DMEM brez antibiotika, z bakterijami posameznega seva (~ 4x10°

KE/vdolbino)

Tako pripravljene plos¢e smo inkubirali v aerobnih razmerah pri 37 °C s 5 % CO, in
vsako uro merili TEER. Izvedli smo 3 bioloske poskuse. Pri vsakem bioloSkem poskusu
smo za vsak drazljaj imeli po tri tehni¢ne paralelke (3-krat kontrolne celice Caco-2 in 3-
krat z bakterijami stimulirane celice Caco-2). Vzor¢ili smo takrat, ko je bila izmerjena
vrednost TEER najvi§ja. Vzorce smo naknadno pregledali z razli¢nimi metodami (RT-

qPCR, »western blot« in fluorescen¢no mikroskopiranje).
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3.8.5.2.5 Ugotavljanje vpliva izbranih sevov na (bio)kemijsko poskodovane celice

Caco-2

Celice Caco-2 smo pripravili kot je zapisano v poglavju 3.8.5.2. Z namenom porusenja
tesnih stikov med epitelnimi celicami Caco-2 smo celicam na bazalni strani dodali IL-
1B (v konéni koncentraciji od 10 do 25 ng) ali na apikalni strani PDB (v kon¢ni

koncentraciji 5 pM).

Vpliv izbranih sevov laktobacilov (344 in L350) na s PDB poskodovane tesne stike
celic Caco-2 smo raziskali v ve¢ preskusih, ki so bili zasnovani tako, da smo ugotavljali
morebitno preventivno ali kurativnho delovanje bakterij. Preventivne ucinke smo
preverjali tako, da smo celice Caco-2 najprej stimulirali za 2,5 oz. 6 ur z bakterijami,
zatem pa v zgornji prekat dodali PDB (v kon¢ni koncentraciji 5 uM) in merili TEER.
Kurativne ucinke bakterij smo ugotavljali tako, da smo celice Caco-2 najprej 6 h
inkubirali v prisotnosti PDB (v kon¢ni koncentraciji 5 uM). Po 6-ih urah smo celicam
Caco-2 v zgornjem prekatu odsesali gojisce s PDB, celice Caco-2 sprali s pufrom PBS
in jim dodali sveze gojiS€e z resuspendiranim bakterijskim sevom in PDB. V tretjem
primeru smo celicam Caco-2 isto¢asno dodali meSanico bakterij in PDB (5 uM). Izvedli
smo 3 bioloske poskuse. Pri vsakem bioloSkem poskusu smo za vsak drazljaj imeli po
tri tehnicne paralelke. V vseh primerih smo uporabili bakterijske seve v koncentraciji ~

2x10" KE/mL oz. v koncentraciji ~ 1x10” KE/vdolbino.

V tri vzporedne vdolbine z diferenciranimi celicami smo nanesli po 500 pL:

- gojis¢a DMEM brez antibiotika

- gojis¢a DMEM brez antibiotika, z bakterijskim sevom v doloceni koncentraciji
(~1x10" KE/vdolbino)

- gojis¢a DMEM brez antibiotika z dodanim PDB v kon¢ni koncentraciji 5 uM

- gojis¢a DMEM brez antibiotika, z bakterijskim sevom v doloceni koncentraciji

(~1x10" KE/vdolbino) in PDB (5 uM)

51



Citar M. Prougevanje in vitro probioti¢nega delovanja izolatov Lactobacillus z vidika vzdrzevanja zas¢itne funkcije Erevesne stene.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

Tako pripravljene plos¢e smo inkubirali v aerobnih razmerah pri 37 °C s 5 % CO; in

vsako uro merili TEER.

Pri istocasnem ucinkovanju bakterijskih sevov in PDB smo po 8-ih urah odvzeli vzorce
in sicer po 3 paralelke vsake kombinacije za nadaljnje analize (RT-qPCR, »western

blot« in konfokalno mikroskopiranje).

3.8.5.2.6 Ugotavljanje izrazanja genov za beljakovine tesnih stikov z metodo obratne
transkripcije in veriznega pomnozevanja s polimerazo v realnem casu (RT-

qPCR)

Po doloCenem casu stimulacije celic Caco-2 z bakterijami in/ali PDB smo celicam
odsesali gojis¢e in jih sprali s pufrom PBS. Spranim celicam Caco-2 smo dodali po 350
pL pufra RLT. Suspenzijo smo do analiz prenesli v ¢iste mikrocentrifugirke in vzorce
shranili pri — 80 °C. Celokupno RNA smo izolirali po navodilih proizvajalca kompleta
reagentov »RNeasy plus mini kit«. Koncentracijo celokupne RNA smo izmerili
spektrofotometriéno z aparatom NanoDrop. RNA smo prepisali v komplementarno
DNA (cDNA) s komercialnim kompletom »High capacity cDNA reverse transcription
kits«. Pri vseh nastetih korakih smo upostevali navodila proizvajalcev. Dobljeno cDNA

smo shranili pri — 20 °C.

Pri metodi RT-qPCR smo uporabili princip TagMan proizvajalca Applied Biosystems
in delali po navodilih proizvajalca. Izbor citokinov in uporabljeni kompleti reagentov so
zbrani v preglednici 4. Med 12 vzdrzevalnimi geni za evkariontske celice, ki jih v ta
namen najve¢ krat uporabijo, smo izbrali gen za beta aktin (Reagent RT? profiler PCR
array control plates). Izrazanje genov smo ovrednotili z metodo AACt (Pfaffl, 2001).
Rezultate smo podali kot razmerje relativne ekspresije v primerjavi z ne-stimuliranimi
celicami THP-1. Prikazani rezultati so povpre¢je treh paralelk. Vse reakcije PCR v
realnem ¢asu smo izvedli v 2 red¢itvah in v 2 tehni¢nih ponovitvah. Statisticno znacilno
razliko smo izracunali s Studentovim t-testom. P vrednosti, ki so bile manjSe od 0,05,

smo upostevali kot statisti¢no znacilne.
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Preglednica 6: Seznam uporabljenih kompletov pri metodi RT-qPCR

Table 6: The list of kits used in RT-qPCR method

Ime Oznaka Kataloska Stevilka  Proizvajalec

Okludin OCLN Hs00170162 m1 Applied Biosystems (ZDA)
Klavdin-1 CLDN1  Hs00221623 ml Applied Biosystems (ZDA)
Zonula occludens-1 TJP1 Hs01551861 ml Applied Biosystems (ZDA)
Beta aktin ACTB Hs01551861 ml Applied Biosystems (ZDA)
TagMan Universal Master Mix II MM II 4440038 Applied Biosystems (ZDA)

3.8.5.2.7 Semikvantitativno ugotavljanje beljakovine klavdin-1 z metodo »western

blot«

Po doloCenem casu stimulacije celic Caco-2 z bakterijami in/ali PDB smo celicam
odsesali gojisce in jih sprali s pufrom PBS. Celicam smo dodali po 100 puL 1-kratnega
pufra RIPA z dodatkom PMSF (v kon¢ni koncentraciji 1 mM). Vzoréenje smo izvedli
po navodilih proizvajalca. Suspenzijo smo prenesli v mikrocentrifugirke in vzorce do
analiz shranili pri — 80 °C. Vzorce smo pred analizo pocasi odmrznili na ledu in jih
sonicirali 3x45 sekund pri nizki intenziteti. Po sonikaciji smo koncentracijo beljakovin
spektrofotometri€no izmerili z aparatom NanoView. Na poliakrilamidni gel smo
nanaSali po 5 mg skupnih beljakovin. Locevanje beljakovin z denaturacijsko
poliakrilamidno gelsko elektroforezo je potekalo na 10 % poliakrilamidnih gelih, ki smo
jih pripravili po standardnem postopku tako, da smo zmesali 4,9 mL destilirane vode;
2,5 mL 1,5 mol/L Tris-HCI pH 8§,8; 0,1 mL 10 % (m/v) NaDS; 3,3 mL 30 % akrilamida;
0,05 mL 10 % (m/v) APS in 0,005 mL TEMED (Laemmli, 1970). V aparatu za
vertikalno elektroforezo Mighty small II SE 260 smo pripravili dvofazne pokoncéne
poliakrilamidne gele dimenzij 80x60x1 mm. Gel smo nalili do viSine 1,5 cm pod
zgornjim robom, ga prelili z 0,5 mL n-butanola in pustili, da je polimeriziral. Po
polimerizaciji smo butanol sprali z destilirano vodo in osusili. Na 10 % locevalni gel
smo nanesli 1,5 cm 5 % nabijalnega gela v sestavi: 3 mL destilirane vode; 1,26 mL 0,5
mol/L Tris-HCI pH 6,8; 0,1 mL 10 % (m/v) NaDS; 0,833 mL 30 % akrilamida; 0,05 mL
10 % (m/v) APS in 0,005 mL TEMED. Gel smo pustili na sobni temperaturi, da je
polimeriziral. Sestava elektroforeznega pufra je bila naslednja: 3 g/l TRIS; 14,4 g/L
glicina; 1 g/L NaDS in destilirane vode do 1000 mL. Uporabili smo tudi standardno

velikostno lestvico »MagicMark™ XP«. Elektroforeza je potekala pri konstantni moci
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100 V priblizno 3 h. Za polsuhi prenos na membrano PVDF smo uporabili sistem
»NovaBlot Multiphor Il«, po navodilih proizvajalca. Prenos je potekal 120 min pri
47,144 mA. Membrano PVDF smo med rahlim stresanjem pri sobni temperaturi
blokirali 45 min v blokirnem pufru (1-kratni TBS; 0,1 % Tween-20; 5 % (W/v)
nemastno mleko v prahu). Membrano smo 3-krat po 5 min spirali s pufrom za spiranje
(1-kratni TBS; 0,1 % Tween-20). Sledilo je inkubiranje membrane preko noci pri 4 °C z
rahlim stresanjem, v prisotnosti primarnih protiteles v pufru, sestavljenem iz 1-kratnega
TBS, 0,1 % Tween-20 in 5 % BSA (preglednica 7). Naslednji dan smo membrano
sprali s pufrom za spiranje (3-krat po 5 min pri rahlem stresanju). Nato smo membrane
1 uro pri sobni temperaturi in pri rahlem stresanju inkubirali s sekundarnimi protitelesi z
vezano hrenovo peroksidazo (HRP), v enakem pufru kot smo inkubirali primarna
protitelesa. Sledilo je ponovno spiranje membrane (3-krat po 5 min v pufru za spiranje
in 1-krat po 10 min v PBS). Se mokrim membranam smo dodali substrat za peroksidazo
in pocakali 3 min do pojava pozitivno obarvanih produktov. Reakcijo smo ustavili tako,

da smo membrano sprali z destilirano vodo.

Preglednica 7: Seznam uporabljenih protiteles pri metodi »western blot«

Table 7: The list of antibodies used in »western blot« method

Ime Ime protitelesa Redtitev/ Kat. Proizvajalec

beljakovine koné¢na konc.  Stevilka

Klavdin-1 Claudin-1 Ab 1:1000 CY-4933P  Cell Signaling Technology (ZDA)
Beta actin Actin Rabbit mAb  1:1000 CY-4970P  Cell Signaling Technology (ZDA)
/ Anti-rabbit IgG 1:2000 CY-7074S  Cell Signaling Technology (ZDA)

3.8.5.2.8 Analiza imunofluorescencno oznacenih beljakovin tesnih stikov in aktinskih

filamentov s konfokalnim mikroskopiranjem

Po dolocenem casu stimulacije celic Caco-2 z bakterijami in/ali PDB smo celicam
odsesali gojisce z dodatki in jih 3-krat sprali s pufrom PBS. Celice smo fiksirali tako, da
smo jih za 15 min inkubirali v 4 % raztopini formaldehida pri sobni temperaturi. Po
fiksaciji smo celice 8-krat sprali s pufrom PBS in jih inkubirali 15 min v meSanici PBS
in Triton X-100 (0,01 %). V tem koraku smo celice permeabilizirali. Celice smo

ponovno sprali 8-krat s PBS-jem in jih preko noci pri 4 °C inkubirali z barvilom za
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aktinske filamente (preglednica 8). Drugi dan smo fiksirane celice Caco-2 sprali 10-
krat s PBS, jim dodali primarna protitelesa proti beljakovini ZO-1 in jih inkubirali 1 h
pri sobni temperaturi. Po inkubaciji s primarnimi protitelesi smo celice Caco-2 ponovno
8-krat sprali s PBS in jim dodali meSanico primarnih protiteles proti beljakovini okludin
in sekundarnih protiteles proti primarnim za ZO-1. Celice smo inkubirali 1 h pri sobni
temperaturi in jih zadnji¢ sprali 8-krat s PBS. Pri vsem do sedaj opisanem postopku so
celice Caco-2 ostale pripete na poliesterske membrane vstavkov »Transwell«. Po
fiksaciji, permeabilizaciji in barvanju smo s skalpelom izrezali poliestersko perforirano
membrano in jo s pomocjo pritrditvenega medija pritrdili na nosilno objektno stekelce
za mikroskopiranje. Tako pripravljene vzorce smo pregledali s konfokalnim

mikroskopom Leica TCS SP5 na Kemijskemu Institutu v Ljubljani.

Preglednica 8: Seznam uporabljenih protiteles pri mikroskopiranju s konfokalnim mikroskopom

Table 8: The list of antibodies used in confocal microscopy

. Konéna Kat. .
Ime Ime protitelesa/barvila .. Proizvajalec
konc. Stevilka
Okludin Occludin monoclonal Ab 3 ug/mL 331588  Molecular Probes
(ZDA)
Zonula occludens-1  ZO-1 Polyclonal Ab, rabbit 3 ug/mL 617300  Molecular Probes
(ZDA)
/ Alexa Fluor® 594 Goat Anti- 5 pg/mL A11037  Molecular Probes
rabbit IgG (ZDA)
Aktinski filamenti Alexa Fluor® 647 Phalloidin 200 enot/mL A22287  Molecular Probes
(ZDA)
Jedro ProLong"” Gold antifade / P36935  Molecular Probes
reagent with DAPI (ZDA)

3.8.5.2.9 Ugotavljanje vpliva bakterijske ovojnice in metabolitov na funkcionalnost

tesnih stikov celic Caco-2

Dan pred preskusom smo 18 h bakterijsko kulturo centrifugirali, odstranili gojis¢e MRS
s cisteinom (0,05 %), sprali s PBS in resuspendirali v gojis¢u DMEM (brez antibiotika)
v zeleni koncentraciji. Tako pripravljenim bakterijam smo v gojis¢e DMEM dodali
kombinacijo antibiotikov streptomicin in gentamicin (preglednica 9) in bakterije
inkubirali pri 37 °C 24 h v anaerobnih razmerah. Isto¢asno smo bakterije 18 h pred

preskusom nacepili v MRS s cisteinom (0,05 %) in jih inkubirali.
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Preglednica 9: Koncentracije antibiotikov, uporabljene za inaktivacijo bakterijskih sevov

Table 9: The concentrations of antibiotics used for inactivation of the bacterial strains

. Dodana konéna Dodana konéna
. Koncentracija " . . ”
Sevi [KE/mL] koncentracija gentamicina  koncentracija
[ng/mL] streptomicina [pg/mL]
L344 L. rhamnosus ~ 8x10° 500 500
L350 L. paracasei 6x10* 250 250

Na dan preskusa smo bakterijske kulture (tiste, ki niso bile izpostavljene antibiotikom)
centrifugirali, sprali s PBS in resuspendirali v gojis¢u DMEM brez antibiotika, v Zeleni
koncentraciji. Bakterijske seve, ki smo jih 24 h inkubirali v prisotnosti antibiotika, smo
na dan preskusa nacepili na plosce in presteli prezivele bakterije. Iste bakterijske kulture
smo centrifugirali, sprali s PBS in resuspendirali v isti koli¢ini gojis¢a DMEM brez
antibiotika. Tako pripravljene seve smo dodali celicam Caco-2 in merili TEER.
Isto¢asno smo zeleno koncentracijo bakterij (tiste, ki niso bile izpostavljene
antibiotikom) inkubirali 4 h anaerobno pri 37 °C v gojis¢u DMEM brez antibiotika. Po
4 h smo bakterije centrifugirali, odvzeli supernatant in ga Se dodatno filtrirali (v
nadaljevanju govorimo o sterilnem supernatantu DMEM). Tako dobljeni sterilni

supernatant smo dodali celicam Caco-2 in tudi v tem primeru merili TEER.

Kombinacije, ki smo jih v tem preskusu dodali celicam Caco-2, so sledece:

- gojis¢e DMEM brez dodanega antibiotika

- gojis¢e DMEM brez dodanega antibiotika z resuspendiranimi zivimi bakterijami v
koncentraciji ~ 4x10° KE/vdolbino

- gojis¢e DMEM brez antibiotika z resuspendiranimi inaktiviranimi bakterijskimi
celicami v koncentraciji ~ 4x10® KE/vdolbino

- sterilni supernatant DMEM
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3.9 UGOTAVLJANJE PRISOTNOSTI EKSTRACELULARNIH BELJAKOVIN
PRI IZBRANIH BAKTERIJSKIH SEVIH (L344 in L350)

3.9.1 Izolacija beljakovin S-sloja

En mL 18-urne bakterijske kulture smo centrifugirali (10 000xg/5 min). Pelet smo sprali
enkrat s PBS in ponovno centrifugirali pod Ze opisanimi pogoji. Spranemu peletu (~ 20
mg mokrih celic) smo dodali 200 pL pufra Laemmli (Laemmli, 1970). Suspenzijo smo
prekuhali na 100 °C/90 sekund in jo ohlajeno ponovno centrifugirali pri 13 000xg/5
min. Odvzeli smo supernatant in izvedli SDS-PAGE (denaturacijska poliakrilamidna
gelska elektroforeza) po postopku opisanem v poglavju 3.8.5.2.7. Elektroforeza je
potekala pri 100 V priblizno 3 h oz. dokler modra fronta nanasSalnega pufra ni izginila iz
gela. Po koncani elektroforezi smo gel 2 h barvali z barvilom Coomassie (225 mL
dH,0; 225 mL metanola; 0,5 g Coomassie moder; 50 mL ocetne kisline). Po barvanju
smo gel ¢ez noC pri rahlem stresanju razbarvali s Coomassie razbarvalnim pufrom

(437,5 mL dH,0; 25 mL metanola; 37,5 mL ocetne kisline).

3.9.2 Izolacija na bakterijsko povrsino vezanih beljakovin
3.9.2.1 Izolacija z uporabo pufra CP

Dvesto mL 18 h bakterijske kulture smo centrifugirali na 3500%g/10 min pri sobni
temperaturi. Pelet smo 2-krat sprali s pufrom PBS in ponovno centrifugirali. Po
centrifugiranju smo pelet resuspendirali v 100 mL CP pufra (0,1 M citratno-fosfatni —
0,1 M NaCl; pH =4,5) in inkubirali 10 min na sobni temperaturi. Bakterijske celice smo
po inkubaciji centrifugirali (16 000xg/5 min/sobna temperatura) in supernatant
prefiltrirali skozi 0,22 um filter (Baccigalupi in sod., 2005). Dobljene vzorce smo
liofilizirali. Vzorce smo resuspendirali v 10 mL destilirane vode in izvedli dializo (2 h
na sobni temperaturi v 1:1=CP pufer:voda; 2h na sobni temperaturi v vodi in 24 h na 4
°C v vodi) skozi membrane za dializo (6-8 kDa). Izmerili smo koncentracijo povrSinsko
izoliranih beljakovin s pomocjo aparature NanoView. Izvedeli smo SDS-PAGE

elektroforezo (10 % gel) po Ze opisanem postopku v poglavju 3.8.5.2.7.
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3.9.2.2 lIzolacija z uporabo 5 M LiCl

Dvesto mL 18 h bakterijske kulture smo centrifugirali na 2300xg/10 min pri 4 °C. Pelet
smo 2-krat sprali z mrzlim pufrom PBS in centrifugirali ponovno na 2300%g/10 min pri
4 °C. Supernatant smo odlili in stehtali mokri pelet. Teza mokrega peleta je bila ~ od
5,5-6,5 g (kar je ~ 600-700 mg suhe biomase). Bakterije smo resuspendirali v mrzlem 5
M LiCl (I mL LiCl na 10 mg suhe biomase) in inkubirali 15 min na 4 °C. Med
inkubacijo smo celice veckrat vorteksirali. Po inkubaciji smo bakterije centrifugirali
(9000%g/10min/4 °C). Supernatant smo filtrirali skozi 0,22 pm filter. Supernatant smo
ultracentrifugirali skozi membrane s 3 kDa velikimi porami (Johnson in sod., 2013).
Izmerili smo koncentracijo povrSinsko izoliranih beljakovin s pomocjo aparature
NanoView. Izolirane in skoncentrirane beljakovine smo nanesli na 15 % gel in izvedeli

SDS-PAGE po ze opisanem protokolu v poglavju 3.8.5.2.7.

3.10 STATISTICNA OBDELAVA PODATKOV

Za statisti¢no analizo podatkov smo uporabili programski paket Sigma Plot® (systat
Software Inc., ZDA). Podatki so podani kot povprec¢ne vrednosti s pripadajo¢imi
standardnimi napakami. Statisti¢no znacilne razlike smo ovrednotili z enosmerno
ANOVA in Tukey test mnogoterih primerjav ali z uporabo Studentovega t-testa. Za

statisticno znacilne smo upostevali tiste rezultate kjer je bila vrednost p manjsa od 0,05.
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4 REZULTATI
4.1 MIKROBIOLOSKA ANALIZA BLATA IN BIOPSIJSKIH VZORCEV
HUMANE CREVESNE SLUZNICE

Analizirali smo 30 biopsijskih vzorcev (terminalni ileum ali kolon) in 15 vzorcev blata.
Ugotavljali smo prisotnost laktobacilov, bifidobakterij, E. coli, koliformnih bakterij,

enterobakterij in enterokokov. Rezultati so zbrani v preglednici 10.

Preglednica 10: Stevilo kolonijskih enot bakterij izraslih na selektivnih gojii¢ih, na katera smo
nacepili vzorce blata, ileuma ali kolona
Rezultati predstavljajo vrednosti median KE v g oz. mg vzorca.

Table 10: Colony forming units of bacteria on selective growth media, used for plating of stool,
ileum or colon samples
The results represent the median CFU values per g (stool) or mg (of sample).

laktobacili  bifidobakterije E. coli  koliformne bak. enterobakterije enterokoki

Blato [g]  3x10° 5%10° 1x10*  2x10° 2x10* 5%10°
lleum [mg] 5x10° 3x10? 2x10*  8x10° 2x10" 2x10"
Kolon [mg] 2x10? 3x10? 7x10"  3x10? 2x10" 2x10"

Stevilo vzorcev v vsaki skupini = 15; the number of samples in each group = 15

Iz preglednice 10 je razvidno, da je bilo tako v blatu kakor v ¢revesni sluznici iz ileuma
in kolona laktobacilov in bifidobakterij ve¢ kot E. coli, enterobakterij in enterokokov.

Skupina koliformnih bakterij je bila priblizno enako zastopana kot laktobacili ali
bifidobakterije.
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