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Sl
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Na vprasanje, kako uzivanje probiotikov v Casu nosecnosti in laktacije vpliva na mikrobioto
mleka in mleéne Zleze (MZ), smo poskusali odgovoriti na dveh razliénih nivojih.
Mehanizem morebitnega endogenega prenosa probioti¢nih sevov iz materinega Crevesa do
MZ smo proudevali in vitro, na celiénem modelu tankega &revesa, vpliv probiotikov na
mikrobioto MZ pa na mijem modelu, z aplikacijo probioti¢nih sevov Lactobacillus gasseri
K7 (LK7) in Lactobacillus rhamnosus GG (LGG). V in vitro eksperimentu smo tri ure po
dodatku LK7 na apikalno stran epitelnih celic, znotraj dendriti¢nih celic (DC) zaznali
najvisje Stevilo bakterij, njihovo Stevilo se je po 18-ih urah drasti¢no zmanjsalo, po 24-ih
urah pa zivih bakterij znotraj DC nismo ve¢ zaznali. Dobljeni rezultati so nakazovali moZen
prehod LK7 skozi epitelni sloj znotraj DC, vendar nam rezultatov ni uspelo ustrezno
ponoviti. Signalne poti stimulacije DC s probiotiki so se razlikovale. LGG in LK7 sta
stimulirala DC v smeri ERK1/2 (MAPK3/MAPK1) signalne poti, Escherichia coli Nissle
(EcN) pa v smeri p38 (MAPK14). Aktivin A (homodimer INHBA) je povecal premestitev
aktiviranih ERK1/2 v jedro pri stimulaciji DC z LGG in LK7 in zmanj3al pri stimulaciji z
EcN. Aplikacija LGG in LK7, mi§im med brejostjo in laktacijo, je v veéini primerov
povecala delez bakterijsko pozitivnih vzorcev in Stevilo kopij bakterijske 16S ribosomalne
DNA v mezenteri¢nih limfnih vozlih (MLV), mle¢ni Zlezi (MZ) in mleku. Poleg tega sta
oba probiotika povecala delez firmikut in mlecnokislinskih bakterij (predvsem rodov
Lactobacillus in Streptococcus) v MZ. V MLV smo zaznali Zive bakterije LGG pri treh
Zivalih, LK7 pa pri eni. V MZ smo zaznali Zive bakterije LGG pri dveh Zivalih. Ocena
pestrosti mikrobiote je pokazala, da oba probiotika ugodno vplivata na mikrobioto MLV, saj
zmanj$ata pestrost in povecata porazdeljenost vrst, sev LGG pa je ugodno vplival tudi na
mikrobioto MZ, saj je metagenomska analiza 16S ribosomalne DNA (rDNA) pokazala vegji
delezZ predstavnikov rodov Lactobacillus in Bifidobacterium.
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The effect of probiotics consumption during pregnancy and lactation on mammary gland
(MG) and milk microbiota was assessed at two different levels. The mechanism of
hypothesized endogenous transfer of probiotic strains from mother's intestine to the MG was
studied in vitro using small intestinal cell culture model and the impact of probiotics on the
MG microbiota on a mouse model examining two probiotic strains Lactobacillus gasseri K7
(LK7) and Lactobacillus rhamnosus GG (LGG). In in vitro experiment, the highest number
of bacteria inside dendritic cells (DC) were detected 3 hours after the addition of LK7 to the
apical side of epithelial cells. After 18 hours, the number of intracellular LK7 decreased
drastically and after 24 hours, no live LK7 were detected inside DC. These results suggested
a possible translocation of LK7 through epithelial layer inside DC, but the results were not
additionally confirmed. Probiotics differentially affected signaling pathways after DC
stimulation. LGG and LK7 stimulated DC toward ERK1/2 (MAPK3/MAPK1) pathway
whereas Escherichia coli Nissle (EcN) toward p38 (MAPK14). Activin A (homodimer
INHBA) increased translocation of activated ERK1/2 to the nucleus when DC were
stimulated with LGG and LK7 and decreased when DC were stimulated with ECN.
Administration of LGG and LK7 to mice during pregnancy and lactation in most cases
increased culture-positive samples and the number of copies of bacterial 16S ribosomal
DNA in the mesenteric lymph nodes (MLN), MG and milk. Additionally, both strains
increased the share of firmicutes and the share of lactic acid bacteria (mostly genera
Lactobacillus and Streptococcus) in the MG. Live LGG were observed in MLN of 3
animals and live LK7 in one. In MG, live LGG were observed in two animals. Both
probiotics positively influenced MLN microbiota, since they decreased diversity and
increased the distribution of species, while the LGG favorably affected the MG microbiota
as it increased the proportion of the genera Lactobacillus and Bifidobacterium.

v



Treven P. Vpliv probiotikov na mikrobioto mle¢ne zleze in mleka.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2014

KAZALO VSEBINE

str.
KLJUCNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA (KDI) .......coooovverrrnrnreninenen. i
KEY WORDS DOCUMENTATION (KWD)....ocoiiiiiiiiie st v
KAZALO VSEBINE ...ttt \Y
KAZALO PREGLEDNIC ...t X
KCAZALQD SLIK .ottt nb e ns Xl
KAZALQO PRILOG ...ttt sttt X1
OKRAJISAVE IN SIMBOLI ..ot en s XV
1 UV OD...c ettt b ettt e et 1
1.1 HIPOTEZE ...t 3
2 PREGLED OBUJAV ...t 4
2.1 PROBIOTIKI. ..ottt 4
2.1.1 Probiotiki in modulacija imunskega 0dziva...........ccccccovvviiiiivenesieseece e 5
21.11 Glavne komponente imunskega 0dziva v CTEVESU.......cuuevvvveeiieeeiiiieeniiee e 6
2.1.1.2 p38 in ERK1/2 regulatorni poti in Th1/Th2/Treg ravnovesje ........cccccevverveenene. 8
2.1.1.3 Vpliv probiotikov na p38/ERK signalno pot v DC in Th1/Th2 ravnovesije....... 9
2.2 MIKROBIOTA MATERINEGA MLEKA ..o 11

2.2.1 Crevesno-mle¢na in respiratorno-mle¢na pot potovanja limfocitov v
MIECNO0 ZICZO............ooiiiiiieieee s 14
2.2.1.1 Mehanizem potovanja limfocitov po teleSuU..........ccvevvvieevveie e, 14
2.2.1.2 Crevesno-mleéna in respiratorno-mleéna pot potovanja limfocitov ................ 15
2.3 PREHOD BAKTERI V MLECNO ZLEZO PO ENDOGENI POTI ............. 17

2.3.1 Mozni vplivi fizioloSkih in hormonskih sprememb v pozni nosecnosti
na prehod bakterij v mlec¢no Zlezo po endogeni poti................ccccoceverinnnne 19
2.3.11 (00 TS (=] (o] o PRSP UPRPRPPR 19
2312 PrOLAKEIN. ... 20
2.3.1.3 AKLIVIN A bbb 20
2.3.2 Vpliv probiotikov na oblikovanje mikrobiote mle¢ne Zleze in mleka........ 22
3 MATERIALI IN METODE .....coiiiiieee e 25
3.1 PRIPRAVA RAZTOPIN .....coiiiiiiie ettt 25
3.2 PRIPRAVA GOJISC ....ouviriiriirieierissiseiesies st 26
3.3 BAKTERNSKI SEVI IN GOJENJE BAKTERI ..o 27

34 RAZVOJ METODE ZA UGOTAVLIJANJE LK7 V KOMPLEKSNIH
VZORCHH. ..o 28



Treven P. Vpliv probiotikov na mikrobioto mle¢ne zleze in mleka.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2014

34.1

3.4.2

3.5

3.5.1
3.5.2
3.5.3

354
3.55

3.5.6
3.5.7
3.5.8

3.5.9
3591
3.5.9.2
3.5.10
3.6

3.6.1
3.6.2
3.6.3
3.6.3.1
3.6.3.2
3.6.3.3
3.6.4
3.6.4.1
3.6.4.2
3.6.4.3
3.6.5
3.6.5.1
3.6.5.2
3.6.5.3
3.6.5.4
3.6.5.5

Izolacija DNA iz Cdistih Kkultur in iz vzorcev blata zdravih

[T 1S [0V 0] | [~ SO PRRTSR 29
PomnoZevanje delov kodirajo¢ih regij gasericina K7 A in K7 B z

verizno reakcijo s polimerazo (PCR) ....ccceveveeiviie e 29
POSKUSI NA IN VITRO MODELU CREVESNEGA EPITELIA................ 31
In vitro model ¢revesnega epitelija................cccoceviiiiiiiiicice e, 32
Celi¢na linija H4-1 in gojenje CeliC......cccovviieiieiieieece e 33
Gojenje H4-1 na poroznih filtrih in spremljanje transepitelne

elektricne upornosti (TEER) ............ccccoiiiiiiiii e 34
Doloc¢itev minimalne TEER celic za nepropustnost bakterij...................... 34
Vpliv ActA na rast in diferenciacijo celic H4-1 na filtrih s porami

Premera 0,4 LM ........ooiiiiiiiiiieiiie e 35
Priprava nezrelih dendriti¢nih celic (NDC)........ccccoeovvvviiiiiiececece e 35
Priprava 3D modela ¢revesnega epitelija.................c.ccooiniiiiiiiiiininn, 36
Prehajanje bakterij LK7 skozi sloj epitelnih celic H4-1 in preZivetje

74 T0] € - | [ 5 1SS 36
Vpliv probiotikov in ActA na aktivacijo kinaz p38 in ERK1/2 v DC......... 37
Barvanje celic z oznacenimi protitelesi ........ccovvvriiiiiiiiiiiiiii e 38
Analiza celic z aparatom IMageStream™ ..........ooveveeeeeoeeeeeeeeeeeeereseeeeeeeeeenes 39
Prikaz in statisticna obdelava podatkov..................cccccoiiiiiiiiiiii e, 43

VPLIV PROBIOTIKOV LK7 IN LGG NA MIKROBIOTO
MEZENTERICNIH VOZLOV, MLECNE ZLEZE IN MLEKA MISI

LINIJE FVB/NHAN/HSD ..ot 44
Nastanitev in 0SKrba Zivali.............ccooeiiiiiiiii 44
Parjenje ZIVAli.........ccooveii i 45
Potek in 1zvedba POSKUSA ........c.cciveiieieiieiee e 46
Priprava probioti¢nih pripravkov in hranjenje z orogastri¢no sondo ............... 47
Uporaba inhalacCijske aneStezije.........cevviiueieeieiie e 48
Depilacija po predelu seskov in trebuha...........ccccoovevviiniicic e, 48
OUVZEIM VZOTCRY ...ttt bbbttt bbbt 48
OdVZEM VZOICEV MIBKA .......civiiiiiiieiieieee e 48
Odvzem vzorcev krvi s kardialno pUnKCIjO ........ccvveeiveieiieceee e 49
RazteleSenje in 0dvzem VZOrceV tKiV .......cccccveiviieieeie e 49
ANALIZA VZOTTRY ...ttt 50
ANALIZA VZOTCEV KIVI....iiiiiiiiiiiiie e 51
Analiza vzorcev mlecne Zleze in mleka............cocovvveiviiii e 51
Analiza vzorcev mezenteri¢nih limfnih vozIov..........ccocceiiiieii e 52
Izolacija DNA Z tKiv IN MIEKA..........ccecieiiei e 52
Izolacija DNA iz spirkov kolonij s trdnih gojiSC......ccccovvvviiiiiiiiniiiiiiiie s 53

Vi



Treven P. Vpliv probiotikov na mikrobioto mle¢ne zleze in mleka.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2014

3.6.5.6

3.6.5.7

3.6.5.8

3.6.5.9

4.1

411

4.1.2

4.2

421

4.2.2

423

4.3

43.1

43.2

4321

43.2.2

43.2.3

4.4

441
4.4.2

4421
4422

4423

4424
443

Ugotavljanje prisotnosti sevov LGG in LK7 z metodo PCR .........ccccceevevvennne
Ugotavljanje prisotnosti dolo¢enih rodov in vrst bakterij z metodo PCR.........
Ugotavljanje Stevila kopij genov za 16S bakterijsko ribosomalno RNA
(rDNA) z metodo PCR v realnem €asu ........ccccvviiviiiiiieiiiee s
Globinsko sekvenciranje Metagenoma .........c.cvververeereeresieeseeseesee e eeeseeseens
REZULTAT ..ottt
RAZVOJ METODE ZA UGOTAVLJANJE LK7 V KOMPLEKSNIH
VZORCTH. ...ttt bbb
Pojavljanje genskih determinant za gasericina K7 A in K7 B v
razli¢nih referenc¢nih sevih iz rodu Lactobacillus ..............c.cccooeiiiiinn
Pojavljanje genskih determinant za gasericina K7 A in K7 B v
mikrobioti blata zdravih prostovoljcev, ki niso uzivali seva LK7..............
PREHAJANJE BAKTERIJ LK7 PREKO SLOJA EPITELNIH CELIC
H4-1 IN PREZIVETJE ZNOTRAJ DENDRITICNIH CELIC........oocovrvriennes
Rast in diferenciacija celic H4-1 na filtrih s porami premera 3 pm ..........
Doloc¢itev minimalne TEER za nepropustnost bakterij LK7 ....................
Prehajanje bakterij LK7 skozi sloj epitelnih celic H4-1 in preZivetje
74 T0] £ - | 5 1SS
VPLIV PROBIOTIKOV IN AKTIVINA A NA AKTIVACIJO KINAZ
P38 IN ERKIL/2 V DC ..ottt
Vpliv ActA na rast in diferenciacijo celic H4-1 na filtrih s porami
Premera 0,4 P ..........oooiiiiiiiiiiiie e
Vpliv probiotikov in ActA na aktivacijo kinaz p38 in ERK 1/2v DC........
Vpliv nasaditve nDC na porozne filtre na njihovo aktivacijo .............cccceeeee.
Vpliv probiotikov in ActA na aktivacijo p38 in ERK1/2 v DC ..........c.cce.......
Aktivacija p38 in ERK1/2 v odlepljenin DC........ccccoeiieiieeciece e
VPLIV PROBIOTIKOV LK7® IN LGG NA MIKROBIOTO
MEZENTERICNIH VOZLOV, MLECNE ZLEZE IN MLEKA MISI............
Spremljanje mase Zivali med poSKUSOM ..........cccoeiveieiiieiiee e
Prisotnost Zivih bakterij LGG in LK7R ter njihove DNA v vzorcih
OAVZELIN TKIV .. s
Prisotnost Zivih bakterij LGG in LK7R v vzorcih KrVi ........coocovvevoveeeecrieeen.
Prisotnost Zivih bakterij LGG in LK7® ter njihove DNA v vzorcih
MEZeNtEriCNIN VOZIOV .....cviiiiiiiiiiii s
Prisotnost Zivih bakterij LGG in LK7® ter njihove DNA v vzorcih mle¢ne

Prisotnost Zivih LGG in LK7" ter njihove DNA v vzorcih mleka..................

Vpliv probiotikov LGG in LK7® na mikrobioto mezenteri¢nih
limfnih vozlov, mle¢ne Zleze in mleKa................ccccvvveveee i,

Vil



Treven P. Vpliv probiotikov na mikrobioto mle¢ne zleze in mleka.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2014

443.1

4.43.2
4433

4434
44341
4.43.4.2
44343
44344
5.1

5.11
5.111
5.1.1.2
5.1.2

5.121
5.1.2.2

5.1.3
5.13.1
5.1.3.2
5.1.4
5.14.1
5.14.2
51421
5.14.2.2
5.14.23
5.2

6.1

Prisotnost DNA doloé¢enih rodov in vrst v vzorcih mezenteri¢nih limfnih

vozlov, mleéne zleze in MICKA........eeeiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 74
Stevilo zivih bakterij v vzorcih mezenteri¢nih vozlov in mle¢ne Zleze ........... 74

Stevilo kopij bakterijske 16S tDNA v vzorcih mezenteriénih vozlov,
mlecne Zleze 1N mIeKa.........cooviiiiiiii 76
Metagenomska analiza 16S rDNA iz vzorcev mezentericnih limfnih

vozlov, mleénih Z1ez in MIEKA .......veveviiiiiiiiiiiiiiice e 79
Analiza kvalitete SEKVENCITANJA ......ccvvcveiieerieeiecee e 79
Analiza mikrobiote na nivoju debel............ccooovieiiiiiiee 80
Analiza mikrobiote na nivoju druZin in rodoV...........ccceeeveeiesiiece e 83
Analiza pestrosti MIKIoDIOTe. ..........ccvvieiiece e 88
RAZPRAVA IN SKLEPT ..ot 90
RAZPRAVA ...ttt b et se bt nne e 90
Razvoj metode za ugotavljanje LK7 v kompleksnih vzorcih ..................... 91
Pojavljanje genskih determinant za gasericina K7 A in K7 B v razli¢nih

referencnih sevih iz rodu Lacobacillus...........ccccevviiiiiciicc e, 91
Pojavljanje genskih determinant za gasericina K7 A in K7 B v mikrobioti

blata zdravih prostovoljcev, ki niso uzZivali seva LK7..........ccccccovviveviveieiiennnnn 92
Prehajanje in prezivetje bakterij LK7 skozi sloj epitelnih celic H4-1

in prezZivetje znotraj dendriti¢nih celic.................c.cocoiiiiiiii 93
Rast in diferenciacija celic H4-1 na filtrih s porami premera 3 pm ................. 93
Prehajanje bakterij LK7 skozi sloj epitelnih celic H4-1 in preZivetje

7401011 - DL SR 94
Vpliv probiotikov in aktivina A na aktivacijo kinaz P38 in ERK1/2 v

dendriti¢nih celicah ................cccooiiii 95
Vpliv probiotikov na aktivacijo p38 in ERK1/2 v dendriti¢nih celicah............ 96
Vpliv aktivina A na aktivacijo p38 in ERK1/2 v dendriti¢nih celicah............. 97
Vpliv probiotikov LK7® in LGG na mikrobioto mezenteri¢nih

limfnih vozlov, mle¢ne Zleze in mleka miSi...............c.c..ccovviiiniie e, 99
Prisotnost Zivih bakterij LGG in LK7® ter njihove DNA v vzorcih

OOVZELIN TKIV 1. bbb 100
Vpliv probiotikov LGG in LK7" na mikrobioto mezenteri¢nih limfnih

vozlov, mleéne zleze in MICKA........ecveiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 102
Stevilo Zivih bakterij v odvzetih biolodkih VZorcih ...........ccccovvevevivcveveeennn. 102
Stevilo kopij bakterijske 16S rDNA v odvzetih biolodkih vzorcih................. 104
Metagenomska analiza 16S rDNA .........cccvieiieie i 105
SKLEPT ...ttt ettt 108
POVZETEK (SUMMARY) ..ottt 110
POVZETEK . ...ttt 110



Treven P. Vpliv probiotikov na mikrobioto mle¢ne zleze in mleka.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2014

6.2 SUMMARY

7 VIRI
ZAHVALA
PRILOGE



Treven P. Vpliv probiotikov na mikrobioto mle¢ne zleze in mleka.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2014

KAZALO PREGLEDNIC

str.
Preglednica 1: Razli¢ne podskupine regulatornih celic T (Treg) (Wan in Flavell,
2006: L15).1uieiieiieie sttt E bbbttt bbb bt eneas 7
Preglednica 2: Najbolj zastopani rodovi, ki so jih opazili v do sedaj objavljenih
metagenomskih Studijah materinega mMIeKa...........ccccovevviieiiieii s 13
Preglednica 3: Bakterijski sevi rodu Lactobacillus, ki smo jih uporabili pri razvoju
metode za ugotavljanje LK7 v kompleksnih VZorcih. ..........cccccoovviieivcie e 28
Preglednica 4: Zacetni oligonukleotidi za pomnoZevanje delov kodirajo¢ih regij
QASEIICINA KT A oottt ettt et e et e et e et ease e s teesteeseesaeenteaseenreeneaneenreeneas 30
Preglednica 5: Zacetni oligonukleotidi za pomnoZevanje delov kodirajo¢ih regij
QASEIICINA K7 B ...iieiiiieitee ettt e st e te et esse e s aeeteeseesreeneeneeareenaeas 31
Preglednica 6: Zacetni oligonukleotidi za ugotavljanje rodu ali vrste bakterij. ................ 54
Preglednica 7: Detekcija genov za gasericin K7 A v razli¢nih referen¢nih sevih. ............ 58
Preglednica 8: Detekcija genov za gasericin K7 B v razli¢nih referenénih sevih. ............ 59

Preglednica 9: Pogostost pojavljanja genskih determinant za gasericina K7 A in K7 B

v mikrobioti blata zdravih prostovoljcev, ki niso uZivali seva Lactobacillus gasseri K7... 60
Preglednica 10: Transepitelna elektri¢na upornost (TEER) pred in takoj po dodatku
Lactobacillus gasseri K7 (LK7) ter Stevilo bakterij LK7 na spodnji strani filtra po 18-

TN Urah INKUDACTIE. ...cvvveeeciie ettt nre e e nns 62
Preglednica 11: Prehajanje Lactobacillus gasseri K7 (LK7) skozi epitelni sloj celic

H4-1 in njihovo preZivetje znotraj dendriti¢nih celic (DC).....ccoovvevvevivvieeineie e 63
Preglednica 12: Prisotnost kolonij na plos¢ah MRS in MRS z rifampicinom (MRSF)

po nacepljanju vzorcev mezenteri¢nih limfnih vozlov iz obeh poskusov. .........cccccvevvvennee. 72
Preglednica 13: Kvaliteta sekvenciranja in obdelave podatkov za vzorce

mezenteriénih limfnih vozlov (MV), mleénih Zlez (MZ) in mleka (ML) misi. .................. 80

Preglednica 14: Simulacija sestave mikrobiote mezenteri¢ni limfnih vozlov (MV),
mleénih Zlez (MZ) in mleka (ML) na nivoju druZin po odstranitvi druZin, katerih

obicajni habitat ni crevesje ali MIEKO. ......c.covviiiiiiiiii 86
Preglednica 15: Stevilo od¢itkov iz mezenteri¢nih limfnih vozlov (MV) in mleénih

Z7lez (MZ), ki so bili pripisani rodovom mleénokislinskih bakterij in Bifidobacterium...... 87



Treven P. Vpliv probiotikov na mikrobioto mle¢ne zleze in mleka.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2014

KAZALO SLIK

Slika 1: Vloga ERK signalne poti v dendriti¢nih celicah (DC) in regulacija razvoja

celic T (Pulendran in s0d., 2010: 652)........cccueiieriiiieiieie e e seese e sreesae e e nae e nnas 9
Slika 2: Potovanje IgA in IgG protitelesa-izlocujocih celic (PIC) v odvisnosti od mesta
njihove aktivacije in izrazanja tkivno specifi¢nih integrinov in njihovih ligandov

(Kunkel in Butcher, 2003: 823)........oiiiiiiieiieiesie et 16
Slika 3: Potencialni izvor bakterij, prisotnih v kolostrumu in materinem mleku

(Fernandez in SOU., 2012: 4). ...c.ecie ettt ettt e e e nns 18
Slika 4: Imuno-regulatorne funkcije aktivina A (ActA) (Hedger in sod., 2011: 277)........ 22
Slika 5: Shematski prikaz uporabljenega 3D modela ¢revesnega epitelija..........ccuervennnene. 32
Slika 6: Nasaditev nezrelih dendriti¢nih celic (nDC) na obrnjene filtre.........coccvvverirennen. 36
Slika 7: Osnovni pogled programa IDEAS 4.0........ccceiieieiiieii e 40
Slika 8: Potek analize s programom IDEAS 4.0.......cccocveeiiieiieie e 42
Slika 9: Zivljenjski prostor poskusnih Zivali po 14-ih dneh privajanja. ..........cccocccevvrvenne 45
Slika 10: Shematski prikaz prvega POSKUSA. .........ccueiverieeieiieesireeseesieeie e sie e sree e 47
Slika 11: Shematski prikaz poteka analiz VZOICeV..........cccceeveiveiiiiiesieie e 50
Slika 12: Razvoj transepitelne elektri¢ne upornosti (TEER) celic H4-1 na poroznih

FIHLrIN S PreMErOM 3 Moot e e e e te e e e sraene s 61
Slika 13: Vpliv aktivina A (ActA) na transepitelno elektri¢no upornost (TEER)

EPITEININ CEIIC HA-1. ..ot re et e eae s 64
Slika 14: Razlike v aktivaciji dendriti¢nih celic (DC), nasajenih na porozne filtre

(skupina DMEM) in nezrelih DC (NDC) po 0dMIZOVANJU.....c..ccveiieerieeiesieesieseesieesiesneenens 66

Slika 15: Vpliv probiotikov in aktivina A (ActA) na aktivacijo p38 in ERK1/2,
premestitev p-p38 in p-ERK1/2 v jedro ter na perimeter DC iz in vitro modela

Lo AT 1 (Yo I o) 0D L] U - PP OP PP OPRRPP 68
Slika 16: Primerjava v aktivaciji p38 in ERK1/2 med pritrjenimi in nepritrjenimi DC..... 69
Slika 17: Povpre¢na masa zivali med posKUSOML. ........cccvevveiieiieriiieseee e 70

Slika 18: Stevilo kolonijskih enot (KE), zraslih na krvnem agarju, pri aerobnih (AE) in
anaerobnih (AN) pogojih, po nacepljanju mezenteri¢nih limfnih vozlov (MV) in

Y (S IV I A (1 V2 T 75
Slika 19: Delez (Stevilo) vzorcev mezenteri¢nih limfnih vozlov (MV) in mle¢nih zlez
(MZ), pozitivnih na prisotnost bakterij, zraslih na krvnem agarju pri aerobnih (AE) in

anaerobnin (AN) POGOJIN. .....coii e 76
Slika 20: Povezava med praznim ciklom (Ct) in za¢etnim §t. tar¢ 16S rDNA................... 77
Slika 21: Povprec¢no Stevilo kopij bakterijske 16S rDNA v ng genomske DNA

(gDNA), izolirane iz vzorcev mezenteri¢nih limfnih vozlov, mle¢nih Zlez in mleka......... 78
Slika 22: Sestava mikrobiote mezenteri¢nih limfnih vozlov na nivoju debel .................... 81

Xl



Treven P. Vpliv probiotikov na mikrobioto mle¢ne zleze in mleka.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2014

Slika 23: Sestava mikrobiote mle¢nih Zlez in mleka na nivoju debel. .......c.cccoovvrverirennnne. 82
Slika 24: Sestava mikrobiote mezenteri¢nih limfnih vozlov na nivoju druzin................... 84
Slika 25: Sestava mikrobiote mle¢nih Zlez in mleka na nivoju druZin...........ccoceevverieennene. 85

Slika 26: Analiza pestrosti mikrobiote mezenteri¢nih limfnih vozlov (MV), mle¢nih
Zlez (MZ) in mleka (ML) na osnovi ocenjenega Stevila vseh vrst (indeks Scpao) in
porazdeljenosti med vrstami (INAEKS Hshannon)-«««s«eeseeereereeereemieeseereeseesesseeseessesssesseeseeseenns 89

Xl



Treven P. Vpliv probiotikov na mikrobioto mle¢ne zleze in mleka.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2014

KAZALO PRILOG

Priloga A: Rezultati metagenomske analize 16S rDNA — zastopanost pripisanih
odc¢itkov na nivoju debel.

Priloga B: Rezultati metagenomske analize 16S rDNA — zastopanost pripisanih
odc¢itkov na nivoju druzin.

Priloga C: Rezultati metagenomske analize 16S rDNA — zastopanost pripisanih
odc¢itkov na nivoju rodov.

X1



Treven P. Vpliv probiotikov na mikrobioto mle¢ne zleze in mleka.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2014

7AAD
ActA
ANOVA
APC
cAMP
CLR
DC
DNA
dH,0
dNTP
EcN
EDTA
ERK1/2

LcS
LGG
LK7
LPS
MALT

MAPK
MHC Il

mi-RNA

OKRAJSAVE IN SIMBOLI

7-amino-aktinomicin D

aktivin A — sinonim za homodimer INHBA (angl. inhibin, beta A)

analiza varianc

antigen-predstavljajoce celice

cikli¢ni adenozin monofosfat

lektinu-podobni receptorji tipa C (angl. C-type lectin-like receptors)
dendriti¢ne celice

deoksiribonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleic acid)

destilirana voda

deoksiribonukleotid trifosfat

Escherichia coli Nissle

etilendiamin-tetraacetat

kinaza, regulirana z zunajcelicnim signalom 1 in 2 (angl. extracellular
signal-regulated kinase 1 and 2) — sinonim za MAPK3 (angl. mitogen-
activated protein kinase 3) in MAPK1 (angl. mitogen-activated protein
kinase 1)

Organizacija za kmetijstvo in prehrano (angl. Food and Agriculture
organization)

fluorescin izotiocianat

interferon-y

interlevkin

naprava ImageStreamX

indeks premestitve

c-Jun N-terminalna kinaza

krvni agar

kolonijske enote

Lactobacillus casei Shirota

Lactobacillus rhamnosus GG

Lactobacillus gasseri K7

lipopolisaharid

limfati¢no tkivo, ki je neposredno povezano z mukoznim (angl. mucosa-
associated lymphoid tissue)

z mitogenom aktivirane proteinske kinaze

poglavitni kompleksi tkivne skladnosti 1l (angl. major histocompatibility
complex 1)

mikro RNA

XV



Treven P. Vpliv probiotikov na mikrobioto mle¢ne zleze in mleka.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2014

MKB
MRSR
MyD88

nDC
NF-xB
NK
NLR
OSCAR

oTuU
PBMC
PCR
pedA
p-ERK1/2
PFA
PIC
p38
p-p38
RALDH2
RDB
rDNA
RK
RLR
RNA
SOCS3
Tc
TEER
TGF-B
Th

Thl
Th2
TLR
TNF-a
Treg
TRIS
WHO
Z0
ZTM

mlecnokislinske bakterije

MRS z dodanim rifampicinom

diferenciacijski mieloidni protein 88 (angl. differentiation myeloid protein
88)

nezrele dendriticne celice

jedrni transkripcijski dejavnik-xB (angl. nuclear transcription factor-«B)
naravne celice ubijalke (angl. natural killer cells)

Nod-u podobni receptorji (angl. Nod-like receptors)

¢loveski, z osteoklasti povezan receptor (angl. human osteoclast-associated
receptor)

operativne taksonomske enote

enojedrne celice periferne krvi (angl. peripheral blood mononuclear cells)
verizna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction)

gen za pediocin A

fosforilirana oblika ERK1/2

paraformaldehid

celice, ki izdelujejo protitelesa (protitelesa-izlocujoce celice)

sinonim za MAPK14 (angl. mitogen-activated protein kinase 14)
fosforilirana oblika p38

retinaldehid dehidrogenaza tipa 2

baza sekvenc ribosomalnih RNA

podrocje na DNA, ki kodira 16S ribosomalno RNA

retinojska kislina

RIG-I podobni receptorji (angl. RIG-I-like receptors)

ribonukleinska kislina (angl. ribonucleic acid)

supresor citokinske signalizacije 3

citotoksi¢ni limfociti T

transepitelna elektri¢na upornost (angl. transepithelial electrical resistance)
transformirajo¢i rastni dejavniki B3 (angl. transforming growth factor-R)
celice T pomagalke (angl. T-helper cells)

tip 1 celic T pomagalk

tip 2 celic T pomagalk

Toll-u podobni receptorji (angl. Toll-like receptors)

tumorje nekrotizirajo¢i dejavnik o (angl. tumour necrosis factor-a)
regulatorni limfociti T

tris[hidroksimetil] amino metan

Svetovna zdravstvena organizacija (angl. World health organization)
zacetni oligonukleotid

Zavod Republike Slovenije za transfuzijsko medicino

XV



Treven P. Vpliv probiotikov na mikrobioto mle¢ne zleze in mleka.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2014

1 UVvOD

Prebavno cev odraslega Cloveka poseljuje kompleksna in raznolika mikrobna zdruzba
(mikrobiota), ki ima pomembno vlogo za zdravje posameznika. Mikroorganizmi namre¢
poseljujejo celotno prebavno cev, ki se za¢ne z ustno votlino in kon¢a z anusom. Glede na
razli¢ne pogoje, ki vladajo v dolo¢enem delu prebavne cevi, je razli¢na tudi mikrobiota.

Naselitev ¢revesja z mikroorganizmi je potrebna za zorenje ¢revesnega limfnega tkiva in
za vzpostavljanje homeostaze v ¢revesnem epiteliju, kakor tudi za vzpostavitev
ucinkovitega prirojenega in pridobljenega imunskega odziva. Naseljevanje se zacne takoj
po rojstvu, kasneje pa na sestavo ¢revesne mikrobiote najbolj vpliva nacin prehranjevanja.
Materino mleko ima o€itno pomembno vlogo pri oblikovanju mikrobiote novorojenca, saj
vecina Studij kaze, da se ¢revesna mikrobiota dojenckov razlikuje od ¢revesne mikrobiote
zalivanckov.

Materino mleko je najboljsa hrana za hitro rasto¢ega novorojencka, saj mu v prvih mesecih
zivljenja zagotavlja vsa potrebna hranila. Razen tega dojenje zagotavlja novorojencku
pasivno zas¢ito pred infekcijami in ima tudi zaS€itno vlogo proti nekaterim imunskim
boleznim, ki se pojavijo kasneje v zivljenju, kot so diabetes tipa 1, Chron-ova bolezen,
celiakija in maligni limfom. Zas¢itna vloga dojenja je posledica vrste dejavnikov, prisotnih
v kolostrumu in mleku, kot so imunski dejavniki, oligosaharidi humanega mleka,
protimikrobne snovi in v mleku prisotne bakterije (mikrobiota). Materino mleko ze dolgo
ve¢ ne velja za asepticno teko€ino, saj raziskave kazejo, da vsebuje bakterije razlicnih
rodov kot so Leuconostoc, Weissella, Lactococcus Staphylococcus, Streptococcus,
Acinetobacter, Micrococcus, Lactobacillus, Enterococcus in Bifidobacterium. Osnovni vir
bakterij v mleku doje¢e matere naj bi bila koza in novorojenckova ustna votlina, Ki se z
vaginalno in ¢revesno mikrobioto okuzi med porodom. Med dojenjem in negovanjem naj
bi se bakterije preko novorojenckovih ust naselile na podrocju alveol in v mle¢nih vodih.
Drugi mozni vir vsaj nekaterih vrst bakterij (laktobacili in bifidobakterije) v materinem
mleku pa je prenos po crevesno-mlecni poti, preko z mukozo povezanega limfaticnega
sistema.

Prehrana v ¢asu pred nosecnostjo, v ¢asu nose¢nosti ter v prvem letu novorojencka, vpliva
ne le na njegovo zdravje, temvec seze njen vpliv tudi v odraslo dobo (zmanjS$anje tveganja
za razvoj povisanega krvnega tlaka, diabetesa, prekomerne telesne teze, presnovnih in
sréno zilnih bolezni). Zato nutricionisti in zdravniki nosecnicam in doje¢im materam
pogosto priporo¢ajo uzivanje razliénih prehranskih dopolnil, vkljuéno s probiotiki.
Probiotiki so po definiciji zivi mikroorganizmi, ki pripomorejo gostitelju do boljSega
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zdravja, ¢e jih zauzije v zadostnih koli¢inah. Vse vec raziskav poroc¢a o razli¢nih pozitivnih
ucinkih uzivanja probiotikov v ¢asu nosecnosti in dojenja tako na mamo, kakor tudi na
novorojencka. Ti ucinki se kaZejo na nivoju sprememb ¢revesne mikrobiote in na
zmanjSani obolevnosti za doloCenimi akutnimi boleznimi (infekcije) ter kronicnimi
obolenji kot so npr. alergije, atopi¢ni dermatitis, sindrom razdrazZljivega ¢revesa. Vse bolj
postaja jasno, da lahko probiotiki, ki jih nose¢nica uziva v ¢asu pred porodom, po endogeni
poti prispejo v novorojenckova prebavila in ugodno delujejo na njegovo zdravje in razvoj.

Mehanizmi, preko katerih zauziti probiotiki vplivajo na mikrobioto mle¢ne Zleze in s tem
¢revesno mikrobioto in zdravje dojencka, pa so Se precejSnja neznanka. Predlagani so
razli¢ni mehanizmi, ki lahko delujejo samostojno ali v interakciji/kombinaciji:
» direkten prenos bakterij iz ¢revesja v mle¢no Zlezo po endogeni poti;
» prehod bakterij v mle¢no Zlezo z zunanjim vnosom preko areole in bradavice;
> vpliv na imunski sistem matere, ki posredno vpliva na sestavo mikrobiote
materinega mleka in dojenckovega prebavnega trakta.

Objave o direktnem prehodu komercialnih probioti¢nih sevov iz ¢revesa matere v njeno
mleko so malostevilne, vendar kazejo na to, da lahko poleg komenzalnih bakterij (obicajno
prisotnih v ¢revesni mikrobioti), tudi probioti¢ne bakterije, ki jih nosecnica ali doje¢a mati
zauzije z mle¢nimi izdelki ali prehranskimi dopolnili, prehajajo v materino mleko.
Pomembno je dodati, da verjetno ne more preiti v mleko katerakoli bakterija, ampak le
tista, ki lahko poseljuje in je prilagojena na specifi¢ne ekoloske nise.

Na vprasanje, kako uzivanje probiotikov v ¢asu nose¢nosti vpliva na mikrobioto mleka in
mleéne zleze, smo poskusali odgovoriti na dveh razli¢nih nivojih. Mehanizem morebitnega
endogenega prenosa probioti¢nih sevov iz materinega Crevesa do mlecnih Zlez smo
proucevali in vitro, na celiénem modelu tankega ¢revesa. Vpliv na mikrobioto mle¢ne
Zleze in mleka smo proucevali z uporabo miSjega modela in probioti¢nih sevov
Lactobacillus gasseri K7 (LK7) in Lactobacillus rhamnosus GG (LGG). Poleg odkrivanja
moznih mehanizmov prenosa probioticnih bakterij do mleéne Zleze, smo pridobili
pomemben vpogled v sestavo mikrobiote mle¢ne Zleze in mleka miSi, ki so pogosto
modelni organizem na podroc¢ju raziskovanja probiotikov.
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1.1 HIPOTEZE

Glede na rezultate dosedanjih raziskav smo postavili naslednje hipoteze:

» Dolocene probioticne bakterije lahko stimulirajo nezrele dendriti¢ne celice, da
privzemajo bakterije preko sloja epitelnih celic, ter jih s tem prenesejo na
bazolateralno stran.

» Sposobnost prezivetja probioti¢nih sevov znotraj dendriti¢nih celic, po fagocitozi
preko sloja epitelnih celic, je sevno specificna in bo vplivala na uspeSnost
endogenega prenosa sevov po limfatiénem sistemu do mlecne Zleze.

» Krmljenje probioti¢nih sevov Lactobacillus gasseri K7 (LK7) in Lactobacillus
rhamnosus GG (LGG) poskusnim misim v ¢asu brejosti in dojenja, bo vplivalo na
sestavo mikrobiote mle¢ne zleze in mleka ter na prisotnost sevov LK7 in LGG v
mlecni zlezi in mleku poskusnih zivali.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 PROBIOTIKI

Pri pregledu literature najveckrat naletimo na definicijo probiotikov, ki sta jo leta 2002
priporocili Svetovna zdravstvena organizacija (WHO) ter Organizacija za kmetijstvo in
prehrano (FAO) in ki pravi, da so to zivi mikroorganizmi, ki imajo ob zauzitju/aplikaciji v
zadostni/ustrezni koli¢ini pozitivne uinke na zdravje gostitelja (FAO/WHO, 2006). Pri
tem je potrebno poudariti, da se definicija nanaSa samo na zive mikroorganizme, ¢eprav
obstajajo dokazi, da imajo pozitivne fizioloske ucinke tudi nekateri mrtvi probioti¢ni
mikroorganizmi oziroma deli njihovih celic (Taverniti in Guglielmetti, 2011).

Kriteriji za izbiro probioticnega seva vkljucujejo varnostni, funkcionalni in tehnoloski
vidik. Ne glede na to, ali se probioti¢ni sev nahaja v prehranskem dopolnilu ali zdravilu,
mora izpolnjevati dolocene selekcijske kriterije. Sev mora biti (Borchers in sod., 2009;
Saarela in sod., 2000):
» natan¢no taksonomsko identificiran (rod, vrsta, sev);
» primeren/varen za uzivanje (ni patogen, ne vsebuje prenosljivih genov za odpornost
proti antibiotikom, ne razgrajuje ¢loveske sluzi);
» sposoben preziveti prehod skozi prebavno cev (odporen proti zelod¢ni kislini in
zol¢nim solem);
» je sposoben vsaj za nekaj Casa poseliti Crevesje;
» mora imeti dokazane ugodne ucinke na zdravje (vsaj en ugodni ucinek dokazan v 2.
fazi klini¢nih $tudij);
» stabilen med pripravo in shranjevanjem izdelka.

Probiotiki so pogosto predstavniki komensalnih bakterij, izoliranih iz blata dojenckov in
vzorcev biopsij Crevesnega tkiva odraslih ljudi. Veliko probiotikov so izolirali iz
fermentiranih mle¢nih izdelkov in iz ostalih tradicionalnih fermentiranih zivil, kot so
fermentirano meso, sadje in zelenjava (Fontana in sod., 2013). V zadnjem cCasu se kot
dober vir probioti¢nih bakterij izpostavlja tudi humano mleko (Fernandez in sod., 2012),
saj naj bi bile nekatere bakterije, izolirane iz humanega mleka, uspeSne pri zdravljenju
mastitisa (Arroyo in sod., 2010) in preprecevanju prenosa infekcije s HIV-1 preko
materinega mleka (Martin in sod., 2010). Poleg rodov Lactobacillus in Bifidobacterium,
med probioticnimi bakterijami pogosto zasledimo tudi predstavnike rodov Lactococcus,
Streptococcus, Enterococcus, nekatere seve Escherichia (E.) coli in nekatere seve kvasovk
(Borchers in sod., 2009).
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Natan¢ni mehanizmi ugodnega delovanja probiotikov so v ve¢ji meri Se neznanka, saj gre
najverjetneje za kombinacijo ve¢ dejavnikov. Osnovni mehanizmi delovanja probiotikov
zajemajo:

> Krepitev epitelne pregrade preko: vpliva na izraZzanje genov za proteine tesnega
stika, poveCanega izloCanja sluzi in protimikrobnih snovi, preprecevanja celicne
apoptoze in indukcije izloGanja protiteles IgA ter molekul, ki $¢itijo celice (Ohland
in Macnaughton, 2010).

> Pripenjanje na ¢revesno sluz in epitelij preko steri¢nih in hidrofobnih interakcij ter
preko razliénih adhezivnih glikoproteinov (mucin-vezavnih proteinov) na povrsini
bakterij. Sposobnost pripenjanja na ¢revesno sluz in epitelij predstavlja osnovni
mehanizem ugodnega delovanja probiotikov (Van Tassell in Miller, 2011).

» Uc¢inki na metabolizem preko: zniZevanja toksi¢nih in mutagenih reakcij,
dekonjugacije zol¢nih soli, hidrolize laktoze in povecevanja dostopnosti razli¢nih
hranil (Parvez in sod., 2006).

» lzloCanje protimikrobnih snovi: gre za izloanje snovi z nizko molekulsko maso
(organske kisline, dekonjugirane zol¢ne kisline, benzojska kislina, peroksid,..) in
snovi z veliko molekulsko maso (bakteriocini), kar omogoca probioti¢nim
bakterijam ve¢jo kompetitivnost in moznost prezivetja v ekolosko gosto poseljenih
ekoloskih niSah in obenem ugodno delovanje na gostitelja (Dobson in sod., 2012).

» lzrivanje potencialnih patogenih bakterij preko kombinacije razli¢nih dejavnikov
kot so: krepitev epitelne pregrade in imunskega sistema, zaviranje virulentnih
dejavnikov, izloCanje protimikrobnih snovi in selektivnih metabolitov ter
tekmovanje za nujno potrebna hranila (Corr in sod., 2009).

» Modulacija imunskega sistema: preko vpliva na epitelne celice, limfocite,
monocite/makrofage in DC (poglavje 2.1.1).

2.1.1 Probiotiki in modulacija imunskega odziva

Ravnotezje med razli¢nimi populacijami celic T je pomembno za vzdrZzevanje homeostaze.
Porusenje homeostaze privede do pojava razlicnih imunolosko povezanih bolezni kot so
alergije in kroni¢ne infekcije. V sploSnem velja, da so probiotiki, ki inducirajo interlevkin
(IL)-12, uporabni za krepitev imunskega odziva gostitelja (npr. pri rakavih obolenjih),
medtem ko so probiotiki, ki inducirajo 1L-10, primernejSi za zmanjSevanje vnetnega odziva
(npr. pri kroni¢nih vnetjih). V preteklosti so se probiotiki izkazali pri lajSanju in
zdravljenju mnogih bolezni kot so artritis, razli¢ne alergije, sindrom razdrazljivega
Srevesa, rak debelega ¢revesa, itd. (Drisko in sod., 2003). Zal so mehanizmi, preko katerih
probiotiki dejansko uc¢inkujejo v dobrobit gostitelja, v vecji meri Se neznani, zato je veliko
Studij osredotodenih na njihovo prouevanje. Sele natanéno poznavanje mehanizmov
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delovanja namre¢ omogoca izbiro ustreznega probioticnega seva za specificno bolezensko
stanje.

2.1.1.1 Glavne komponente imunskega odziva v ¢revesu

Splosno znano je, da lahko probioticne bakterije vplivajo na imunski sistem predvsem
preko vpliva na epitelne celice, limfocite, monocite/makrofage in dendriti¢ne celice (DC).
Primarni imunski odziv gostiteljevega imunskega sistema na zauziti probiotik zacnejo
¢revesni enterociti, s katerimi bakterija pride v stik. To se v najve¢ji meri zgodi na
posebnih predelih epitelija (s folikli povezan epitelij), ki je sestavljen iz enterocitov in celic
M. Na tem podrocju so prisotne celice B, makrofagi, celice T in DC, ki zajemajo antigene
in oblikujejo imunski odziv (Cummings in sod., 2004). Poleg tega pridejo bakterije v stik z
imunskim sistemom preko DC, ki neposredno prodrejo v ¢revesni epitelij in sprejmejo
bakterije iz ¢revesne svetline (Rescigno in sod., 2001). DC skupaj z makrofagi in monociti
predstavljajo povezavo med prirojenim in pridobljenim imunskim odzivom, saj delujejo
kot antigen-predstavljajoce celice (APC), ki lahko aktivirajo celice T in s tem humoralni
imunski odziv. Na svoji povrsSini izraZzajo razlicne vzoréno prepoznavne receptorje
imunskega odziva, kot so Toll-u podobni receptorji (angl. Toll-like receptors (TLR)),
lektinu-podobni receptorji tipa C (angl. C-type lectin-like receptors (CLR)), RIG-1 podobni
receptorji (angl. RIG-I-like receptors (RLR)) in Nod-u podobni receptorji (angl. Nod-like
receptors (NLR))(lwasaki in Medzhitov, 2010).

Stik nezrelih DC (nDC) z antigenom (npr. bakterijo ali virusom) sprozZi program zorenja, ki
zajema zmanjSano sposobnost fagocitoze, izrazanje razlicnih citokinov, kemokinov in ko-
stimulatornih molekul, izpostavitev antigenov na povrSini celice preko poglavitnega
kompleksa tkivne skladnosti Il (angl. major histocompatibility complex Il (MHC 11)) in
potovanje v lokalne limfne vozle, Kkjer poteka predstavitev antigena limfocitom T
(Rescigno in sod., 1999). Naivni limfociti T, v odziv na izpostavljene antigene, citokine in
ko-stimulatorne molekule, dozorijo v citotoksi¢ne limfocite T (Tc), regulatorne limfocite T
(Treg) ali pa celice T pomagalke (angl. T-helper cells (Th)).

Populacija celic Th se lahko glede na citokine, ki jih celice izloCajo ob aktivaciji, deli na tri
razrede. Tip 1 Th (Thl) izlo¢ajo vnetne citokine kot so interferon-y (IFN-y), tumorje
nekrotizirajoci dejavnik a (angl. tumour necrosis factor-o (TNF-a)), IL-2 in IL-12. Thls
tem aktivirajo makrofage, naravne celice ubijalke (angl. natural killer cells (NK)) in
spodbudijo nastajanje Tc ter posledi¢no spodbujajo vnetni odziv. Nasprotno pa tip 2 Th
(Th2) izlo¢ajo protivnetne citokine (IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 in IL13) in s tem spodbujajo
humoralni tip imunosti tako, da aktivirajo eozinofilce in spodbujajo limfocite B k izdelavi
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protiteles (Sanz in De Palma, 2009). Tretja, najkasneje odkrita populacija celic, Th17 pa
izlo¢a IL-17, 1L-21, IL-22 in IL-23 in je zelo pomembna pri vnetnem odzivu proti
zunajceli¢nim bakterijam, predvsem v mukusnih tkivih (Barbi in sod., 2013).

Naivne celice T lahko, po stimulaciji T-celicnega receptorja in ob prisotnosti
transformirajocega rastnega dejavnika 3 (angl. transforming growth factor-8 (TGF-R)), IL-
2 in IL-10, dozorijo v Treg. Treg loc¢imo v ve¢ podskupin glede na povrsinski fenotip in
citokine, ki jih izlocajo (Preglednica 1). Treg regulirajo Thi1, Th2 in Th17 imunski odziv in
vzdrzujejo toleranco proti sebi lastnim antigenom. Napake pri delovanju Treg lahko vodijo
do alergij (Th2) in avtoimunskih bolezni (Thl in Th17)(Wan in Flavell, 2006).

Preglednica 1: Razliéne podskupine regulatornih celic T (Treg) (Wan in Flavell, 2006: 115). CTLA-4 —
citotoksi¢ni-T limfocitni antigen 4, DC — dendriti¢ne celice, EC — epitelne celice, GITR — glukokortikoidni
receptor za dejavnik tumorske nekroze, IL — interlevkin, LAG — limfocitni aktivacijski antigen, TGF-p —
transformirajo¢i rastni dejavnik B, nTreg — naravne regulatorne celice T, Trl — regulatorne celice tipa 1, NK
— naravne celice T ubijalke, Th3 — celice T pomagalke tipa 3.

Table 1: Different subsets of regulatory T cells (Treg) (Wan and Flawell, 2006: 115). CTLA-4 — cytotoxic T-
lymphocyte antigen-4, DC — dendritic cells, EC — epithelial cells, GITR - glucocorticoid-induced tumour
necrosis factor receptor, IL — interleukin, LAG — lymphocyte activation antigen, TGF-p — transforming
growth factor-B, nTreg — naturally occurring Tregs, Trl — type 1 regulatory T cells, NK — natural killer T
cells, Th3—type 3 T helper cells.

regulatorne i e S Lo Lo celice
. povrsinski izrazanje izlocanje citokini za citokini za .
celice 9 S . . vkljuéene v
oznaCevalec Foxp3 citokinov delovanje razvoj .
(Treg) razvoj
CD25, CTLA-
nTreg 4, GITR, da TGF-p TGF-B IL-2, TGF-p EC,DC
LAG
Trl ni znano ne IL-10 IL-10 IL-10 DC, NK,
nTreg
Th3 ni znano da TGF-B TGF-B TGF-p nTreg

Razmerje med Thl, Th17 in Th2 odlo¢a o tipu imunskega odziva. Pri tem imajo klju¢no
vlogo profesionalne APC, predvsem DC. Do sedaj so bile opisane tri glavne signalne poti,
preko katerih lahko DC inducirajo Th2 in Treg imunski odziv: preko jedrnega
transkripcijskega dejavnika-xB (angl. nuclear transcription factor-xB (NF-xB), preko B-
katenina in preko kinaze regulirane z zunajceli¢nim signalom 1/2 (angl. extracellular
signal-regulated kinase (ERK) 1/2)(Pulendran in sod., 2010).
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2.1.1.2 p38in ERK1/2 regulatorni poti in Th1/Th2/Treg ravnovesje

Aktivacija TLR-jev z bakterijskimi ali virusnimi antigeni povzroci aktivacijsko kaskado
razli¢nih znotrajceli¢nih signalnih poti, ki dolocajo tip imunskega odziva. Vsi TLR-ji, z
izjemo TLR3, aktivirajo diferenciacijski mieloidni protein 88 (angl. differentiation myeloid
protein 88 (MyD88)), kar sprozi signalno pot preko z mitogenom aktiviranih proteinskih
kinaz (MAPK) in NF-kB (Brown in sod., 2011). MAPK delimo v tri skupine ERK, c-Jun N-
terminalne kinaze (JNK) in p38. Njihova skupna lastnost je, da je za njihovo aktivacijo
potrebna fosforilacija, ki sprozi odcepitev od pritrjenih proteinov v citosolu in potovanje v
jedro, kjer lahko aktivirajo razli¢ne induktorske proteine (Yang in sod., 2013).

Signalizacija preko TLR-jev 4, 5, 7, 8, in 9 sprozi robustno aktivacijo p38 in JNK, kar vodi v
produkcijo IL-12 in spodbujanje Thl imunskega odziva (Slika 1A)( Dillon in sod., 2004;
Poudel in sod., 2013; Pulendran in sod., 2010). Doloc¢eni ligandi TLR2 pri DC povzrocijo
povecano signalizacijo preko ERK1/2. Posledi¢no je pri DC, ki so bile stimulirane preko
ligandov TLR2, opaziti povecano fosforilacijo transkripcijskega dejavnika c-Fos, v
primerjavi s tistimi, ki so bile stimulirane z LPS iz E. coli ali flagelinom. Aktivacija
ERK1/2 tako sprozi Th2 imunski odziv preko poveéanega izrazanja IL-10 in inhibicijo IL-
12p70, delno tudi preko cFos, ki je represor izrazanja IL-12 (Agrawal in sod., 2003; Dillon
in sod., 2004; 2006).

Poleg stimulacije preko TLR2, lahko tovrstni mehanizem opazimo tudi pri stimulaciji
preko cikliénega adenozin monofosfata (cAMP), proteinov komplementa C5a in iC3b ter
signalizaciji preko ¢loveskega z osteoklasti povezanega receptorja (angl. human osteoclast-
associated receptor (OSCAR)), kanabinoidnega receptorja CB2 in receptorja FcyR
(Pulendran in sod., 2010). Tudi stimulacija preko dimera TLR2-TLR6 vodi v aktivacijo
ERK (Slika 1 B), izrazanje IL-10 ter izrazanje retinaldehid dehidrogenaze tipa 2
(RALDH2). To povzroci pretvorbo retinala v retinojsko kislino (RK), ki preko avtokrinega
delovanja povzro€i izrazanje supresorja citokinske signalizacije 3 (SOCS3) in zavrtje
aktivacije p38. IL-10 in RK inducirata razvoj Treg in s tem omejita vnetni odziv (Dillon in
sod., 2006; Manicassamy in sod., 2009).

Aktivacijo p38 (tvorba fosfo-p38(p-p38)) povezujejo z zorenjem DC in vnetnim odzivom
(Thl), medtem ko aktivacijo ERK1/2 (tvorba fosfo-ERK1/2 (p-ERK1/2)) povezujejo s
protivnetnimi Th2 imunskim odzivom. Riet in sod. (2009) ugotavljajo, da lahko razmerje
med p-p38 in p-ERK1/2 v DC nakazuje tip aktivacije limfocitov T.
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Slika 1: Vloga ERK signalne poti v dendriti¢nih celicah (DC) in regulacija razvoja celic T (Pulendran in
sod., 2010: 652). (A) Signalizacija preko TLR-jev 4, 5, 7, 8 in 9 povzroci robustno aktivacijo p38 in JNK,
kar vodi v izraZzanje IL-12 in razvoj Thl. Signalizacija preko razli¢nih receptorjev povzro¢i poveéano in
podaljSano aktivacijo ERK, Kkar stabilizira transkripcijski dejavnik cFos, ki zavre izraZzanje IL-12p70 in
poveda izrazanje IL-10, kar podpira razvoj Th2. (B) Signalizacija preko dimera TLR2-TLR6 aktivira ERK in
posledi¢no izrazanje IL-10 ter pretvorbo retinala v retinojsko kislino (RK) preko retinaldehid dehidrogenaze
tipa 2 (RALDH?2). To povzroci izrazanje supresorja citokinske signalizacije 3 (SOCS3), ki zavre aktivacijo
p38 in vnetnih citokinov. IL-10 in RK pa inducirata razvoj Treg in s tem omejitev vnetnega odziva.

Figure 1: Role of ERK signalling pathway in dendritic cells (DC) and regulation of T-cell development
(Pulendran et al, 2010: 652). (A) Signalling through TLRs 4, 5, 7, 8 and 9 induces robust activation of p38
and JNK, which leads to the induction of IL-12 and Thl responses. Signalling through diverse receptors
induces enhanced and sustained activation of ERK1/2, which results in the stabilization of the transcription
factor c-Fos that suppresses IL-12 and enhances IL-10, thus favouring a Th2 bias. (B) Signalling through
TLR2-TLR6 leads to ERK activation, which mediates induction of retinaldehyde dehydrogenase-2
(RALDH2). This results in the conversion of retinal to retinoic acid (RK), which then exerts an autocrine
effect on DCs to induce suppressor of cytokine signaling 3 (SOCS3), which suppresses activation of p38 and
proinflammatory cytokines. Further, IL-10 and RK program DCs to induce Treg cells and limit inflammatory
responses.

2.1.1.3 Vpliv probiotikov na p38/ERK signalno pot v DC in Th1/Th2 ravnovesje

Odkrivanje mehanizmov regulacije imunskega odziva je eno izmed najbolj proucevanih
podrocij probioti¢nih bakterij. Giaghi in sod. (2012) porocajo, da je stimulacija nDC s
toplotno deaktiviranim sevom LGG povzrocila zniZanje nivoja izraZzanja p38 v primerjavi s
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kontrolno skupino (LPS) in povecala izrazanje mikro RNA (miR)-155, ki blokira p38
signalno pot. To se ujema tudi s profilom izlo¢anja citokinov, saj je tovrstna stimulacija
DC povzroc¢ila poveCano izlo¢anje IL-10 in pri nizjem razmerju bakterije:DC tudi
zmanj$ano izlo¢anje IL-12 (Giahi in sod., 2013).

Hoarau in sod. (2006) so ugotovili, da lahko supernatant, ki ga dobimo pri fermentaciji
hidrolizata sirotke z Bifidobacterium breve C50 (BbC50sn), inducira povecano produkcijo
IL-10 in podaljSa prezivetje aktiviranih DC preko TLR2 signalne poti. Ko so v razli¢nih
kombinacijah uporabili inhibitorje MAPK (p38 in ERK), glikogen sintaza kinaze 3 (GSK?3)
in fosfoinozitid 3-kinaze (PI13K) so ugotovili, da je produkcija IL-10 v DC odvisna od ERK
in PI3K signalne poti, produkcija IL-12 pa od GSK3, pri ¢emer je bila signalna pot preko
p38 vpletena v obeh primerih. Poudariti velja, da sta imeli blokadi ERK in p38
nasprotujo¢e u¢inke na produkcijo IL-12, saj je blokada ERK povecala, blokada p38 pa
zmanjSala produkcijo IL-12 (Hoarau in sod., 2008). Da je signalna pot preko p38 vpletena
tako v produkcijo IL-10, kakor tudi 1L-12 potrjuje tudi Studija, v kateri so proucevali vpliv
sedmih potencialnih probioticnih bakterij na stimulacijo nDC. Inhibitor p38 je namrec¢ ob
stimulaciji nDC z Bifidobacterum breve b99, zmanjsal tako produkcijo TNF-a, IL-6, IFN-
v, kakor tudi IL-10 (Latvala in sod., 2008).

Objave o vplivu probiotikov na p38 in ERK signalno pot v DC so malostevilne, nekaj ve¢
pa je Studij o tovrstnem vplivu na makrofagih, ki prav tako spadajo v skupino APC.
Razli¢ni sevi laktobacilov lahko razli¢no stimulirajo makrofage k izlo¢anju IL-10 in IL-12.
Lactobacillus (L.) plantarum ATCC 14917 na primer lahko inducira miSje peritonealne
makrofage k izlo¢anju visokih ravni IL-10, medtem ko probioti¢ni sev Lactobacillus casei
Shirota (LcS) inducira IL-12 in nizko raven IL-10 (Kaji in sod., 2010). Kineti¢na analiza
aktivacije ERK, p38 in JNK je pokazala, da L. plantarum hitreje in intenzivneje aktivira
MAPK, Se posebej ERK, kot pa LcS. Blokiranje ERK signalne poti je povzro¢ilo niZjo
produkcijo IL-10 in ve¢jo produkcijo IL-12. Pri hkratni stimulaciji makrofagov z obema
bakterijama, pa je priSlo do sinergisticnega ucinka na produkcijo IL-10. Avtorji
ugotavljajo, da je aktivacija preko ERK klju¢nega pomena za izrazanje IL-10 (Kaji in sod.,
2010). Aktivacija p38 in JNK ter zaviranje ERK1/2 signalne poti, je predlagani mehanizem
tudi za apoptozno delovanje Lactobacillus reuteri ATCC PTA 6475 na TNF-aktiviranih
mieloidnih celicah (lyer in sod., 2008) ter za produkcijo TNF-o pri makrofagih,
stimuliranih z ekso-polisaharidom iz Lactobacillus rhamnosus KL37 (Ciszek-Lenda in
sod., 2011).

Studija stimulacije makrofagov z razliénimi nepatogenimi, po Gramu pozitivnimi

bakterijami, ki jih uporabljajo v zivilski industriji ali kot probiotike, je pokazala, da so
bakterije stimulirale izrazanje IL-10 in SOCSS3, ki kontrolira izrazanje vnetnih citokinov,
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preko zaviranja p38 aktivacijske poti (Latvala in sod., 2011). Zanimiva je tudi Studija na
misjem modelu tifoidne vrocice, v kateri je krmljenje s sevom Saccharomyces cerevisiae
UFMG 905 povzrocilo znizanje vnetnih citokinov, odsotnost aktivacije JNK, zmanjSanje
aktivacije p38 ter nespremenjeno aktivacijo ERK1/2 v c¢revesju proucevanih zivali
(Martins in sod., 2011). Podobno je kvasovka Saccharomyces boulardii zavirala vnetne
citokine ob infekciji misi z bakterijo Salmonella typhimurium preko zmanjSanja aktivacije
vseh treh MAPK, pri ¢emer je bil vpliv na ERK1/2 manj o¢iten (Martins in sod., 2013).

Kar nekaj Studij je pokazalo, da lahko razli¢ni probiotiki vplivajo na p38 in ERK1/2
signalno pot in s tem na imunski odziv razli¢nih celic in gostitelja. Pri tem je potrebno
poudariti, da so bile te Studije opravljene pri razli¢nih fizioloSkih pogojih in na razli¢nih
poskusnih modelih. Dejanski mehanizem delovanja dolo¢enega seva na gostitelja je tako
lahko multifunkcijski in obenem zajema tako prepre¢evanje infekcij, kakor tudi lajSanje
avtoimunskih bolezni. Tako je na primer uzivanje probioticne bakterije LcS povecalo
aktivnost celic NK preko povecanja izrazanja IL-12 (Takeda in sod., 2006), zniZalo
pojavnost raka (Aso in sod., 1995) in znizalo nivo alergen-specifi¢nih protiteles IgE (Ivory
in sod., 2008).

2.2 MIKROBIOTA MATERINEGA MLEKA

Materino mleko ze dolgo ve¢ ne velja za asepticno tekocino, saj raziskave kazejo, da
vsebuje 10°-10* bakterij v mililitru mleka in tako predstavlja stalen vir bakterij, ki
poseljujejo dojenckov prebavni trakt (Martin in sod., 2012; Perez in sod., 2007). Prve
raziskave o mikrobioti materinega mleka so bile osnovane na klasi¢nih mikrobioloskih
metodah. Pokazale so, da materino mleko vsebuje bakterije razliénih rodov kot so
Bifidobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Staphylococcus,
Streptococcus, in Weissella. Do sedaj so izolirali preko 200 razli¢nih vrst bakterij,
najpogosteje pa: Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Streptococcus mitis,
Streptococcus salivarius, Lactobacillus (L.) salivarius, L. fermentum, L. gasseri, L.
rhamnosus, Bifidobacterium breve in Bifidobacterium bifidum (Jeurink in sod., 2013).

Za §tudije raznolikosti mikrobnih zdruzb se v zadnjem ¢asu najve¢ uporablja od gojenja
neodvisne metode, ki slonijo na karakterizaciji nukleinskih kislin. Ve¢ina jih sloni na
pomnoZevanju genov za 16S ribosomalno RNA (rDNA) in primerjavi njihovih zaporedij z
zaporedji ostalih mikroorganizmov, shranjenih v razli¢nih bazah podatkov (Zoetendal in
sod., 2004). Uporaba teh metod je potrdila prevlado stafilokokov in streptokokov,
prisotnost mle¢nokislinskih bakterij (MKB), bifidobakterij (Gueimonde in sod., 2007;
Martin in sod., 2007a; Martin in sod., 2009), pa tudi prisotnost DNA nekaterih vrst
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bakterij, ki pripadajo po Gramu negativnim bakterijam (Collado in sod., 2009; Collado in
sod., 2012; Martin in sod., 2007b).

Se korak dlje v prou¢evanju mikrobiote materinega mleka pa je omogocil razvoj metod t.i.
sekvenciranja naslednje generacije (angl. next generation sequencing). Do sedaj so bile
objavljene le tri Studije mikrobioma materinega mleka (Preglednica 2). Prvo so objavili
Hunt in sod. (2011), kjer so na vzorcih mleka 16-ih mater proucevali spremembo
mikrobiote (sekvenciranje 16S rDNA) v treh ¢asovnih to¢kah v razmiku S$tirih tednov.
Studija je pokazala, da je kljub temu, da je vsak vzorec vseboval ved sto operativnih
taksonomskih enot (OTU, angl. operational taxonomic unit), bilo le 9 OTU prisotnih v
vseh vzorcih. Teh 9 OTU je predstavljalo ve¢ kot polovico celotne zdruzbe v posameznem
vzorcu, kar je nasprotno kot pri ¢revesni mikrobioti, kjer je variabilnost znatno vecja in je
le majhen delez OTU prisoten pri vseh posameznikih (Turnbaugh in sod., 2009). Opazili
so precejSnjo variabilnost med posameznimi preiskovankami, ki pa se casovno ni
spreminjala.

Rezultati druge Studije so pokazali, da je sestava bakterijske populacije kolostruma mater,
ki so rodile z naértovanim carskim rezom drugacna, kot sestava bakterijske populacije
tistih, ki so rodile vaginalno ali pa z urgentnim carskim rezom. Te razlike lahko ostanejo
vidne do Sestega meseca dojenja. To nakazuje, da je najverjetneje za prenos bakterij v
mlec¢no zlezo zelo pomemben fizioloski stres in hormonski signal, ki ga nosecnica dozivi
ob porodu. Podobno kot pri ¢revesni mikrobioti se je pokazalo, da se sestava mleka zensk s
prekomerno telesno tezo razlikuje od tistih z normalno telesno tezo (Cabrera-Rubio in sod.,
2012).

Nedavno so Ward in sod. (2013) objavili prvo Studijo metagenoma iz zdruzenih vzorcev
materinega mleka, kjer ni Slo za tar¢no sekvenciranje 16S rDNA, temve¢ za naklju¢no
sekvenciranje kratkih odsekov v celotni populaciji izolirane DNA (angl. »shotgun
sequencing«). Tako so lahko z analizo odprtih bralnih okvirov proucili metagenom
materinega mleka na funkcionalni ravni. Po pri¢akovanjih je vecji del odprtih bralnih
okvirov pripadalo genom, ki bakterijam omogocajo prezivetje v mleku (metabolizem
ogljikovih hidratov, geni za odgovor na stresne pogoje, bakteriocinski geni,..).

Vse tri raziskave so pokazale precejSnje neujemanje pri doloc€itvi najbolj zastopanih rodov.
TakSna razhajanja avtorji pripisujejo socialno-ekonomskim, kulturnim, genetskim in
prehranskim razlikam, saj so bile Studije narejene v ZDA in Evropi. Zelo verjetno je, da so
razhajanja rezultatov vsaj delno tudi posledica razli¢nih postopkov pridobivanja vzorcev,
izolacije DNA in uporabe razli¢nih zacetnih oligonukleotidov (ZO) pri pomnozevanju 16S
rDNA, kar navajajo tudi nekateri avtorji (Zoetendal in sod., 2004).
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Preglednica 2: Najbolj zastopani rodovi, ki so jih opazili v do sedaj objavljenih metagenomskih Studijah
materinega mleka. Podértani so najbolj zastopani rodovi v vseh treh Studijah.

Table 2: The most abundant bacterial genera observed in published metagenomic studies of breast milk.
Underlined genera were among the most represented in all three studies.

Vir
Vzorci

St. preiskovank

Nacin odvzema

Drzava Studije

Cabrera-Rubio in sod.

(2012)

kolostrum, 1 in 6
mesecev po porodu

18
asepti¢no, rocno

Spanija

16S rDNA pmnoZevanje

Hunt in sod. (2011)

tri ¢asovne to¢ke v okviru
Stirih tednov

16
asepticno,
¢rpalka
ZDA

elektri¢na

16S rDNA pmnoZevanje in

Ward in sod. (2013)

1 vzorec v obdobju med 9-
30 dni po porodu

10

ro¢no in z elektriéno
¢rpalko

ZDA

sekvenciranje metagenoma

Metoda in sekvenciranje s 454 sekvenciranje s 454 GS- z lllumina GAIlIx Genome
GS-FLX (Roche) FLX (Roche) Analyzer (Illumina)
Leuconostoc Staphylococcus Staphylococcus
Weissella Streptococcus Pseudomonas
Staphylococcus Serratia Edwardsiella
Streptococcus Pseudomonas Pantoea
Lactococcus Corynebacterium Treponema
Acinetobacter Ralstonia Streptococcus
o Citrobacter Propionibacterium Campylobacter
;\la?tk())ggni rodovi Stenotrophomonas Sphingomonas Corynebacterium
Veillonella Bradyrhizobium Thermoanaerobacter
Enterococcus Granulicatella Mycoplasma
Corynebacterium Provotella Lactobacillus
Lysinibacillus Veillonella Propionibacterium
Carnobacterium Actinomyces Escherichia
Rothia Candidadtus
Gamella Finegoldia

Glavni vir bakterij v materinem mleku naj bi bila predvsem koza in novorojenckova ustna
votlina, ki se z vaginalno in ¢revesno mikrobioto okuzita med porodom. Bakterije naj bi se
med dojenjem in negovanjem preko novorojenckovih ust naselile na podrocju alveol in v
mle¢nih vodih (Heikkila in Saris, 2003). Studija dojenja z ultrazvoénim slikanjem je
pokazala, da obstaja doloCena stopnja protitoka (Ramsay in sod., 2004), ki bi lahko
omogocil prenos bakterij iz otrokove ustne votline v mleéne vode. Vpliv dojenja na
mikrobioto mleéne Zleze potrjuje tudi Studija Cabrera-Rubio in sod. (2012), ki je pokazala
vecjo prisotnost tipi¢nih predstavnikov mikrobiote ustne votline (Veillonella, Leptotrichia,
in Prevotella) v vzorcih mleka 1 in 6 mesecev po porodu, v primerjavi z vzorci
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kolostruma. Podobno kot velja za mikrobioto materinega mleka, spada rod Streptococcus
med najbolj zastopane rodove v mikrobioti ustne votline (Nasidze in sod., 2009). Mozen
vir bakterij v mleku je lahko tudi koZa matere, saj so predstavniki kot so Staphylococcus,
Corynebacteria in Propionibcateria, ki jih obi¢ajno najdemo na kozi odraslih (Grice in
sod., 2009), pogosto prisotni tudi v materinem mleku.

Kljub nekaterim podobnostim med mikrobioto materinega mleka in mikrobioto ustne
votline ter koze dojencka, obstajajo tudi obcutne razlike, ki nakazujejo, da kontaminacija
preko dojenckovih ust in koze ni edini vir mikrobiote materinega mleka (Hunt in sod.,
2011). Raziskave kazejo, da ima bioloska tekocCina, ki se izloCa v mle¢nih Zlezah ze v
zadnjih dveh tednih pred porodom (in torej ni bila izpostavljena stiku z otrokom), podobno
bakterijsko sestavo kot kolostrum in mleko po porodu. Prav tako ni dobre razlage za
prisotnost striktninh anaerobov kot so bifidobakterije, saj niso tipi¢ni predstavniki
mikrobiote ustne votline ali koZze (Gueimonde in sod., 2007; Martin in sod., 2009).
Primerjava laktobacilov iz mleka, prebavnega trakta in koZe matere je namre¢ pokazala, da
se laktobacili, ki jih obi¢ajno najdemo v mleku, razlikujejo od tistih na kozi (Martin in
sod., 2003). Na podlagi teh opazanj je mogoce sklepati, da vsaj nekatere skupine bakterij
(npr. laktobacili in bifidobakterije) lahko pridejo v materino mleko tudi po endogeni poti
(t. i. ¢revesno-mlecna pot), preko z mukozo povezanega limfaticnega sistema (Perez in
sod., 2007).

2.2.1 Crevesno-mle¢na in respiratorno-mle¢na pot potovanja limfocitov v mle¢no
Zlezo

2.2.1.1 Mehanizem potovanja limfocitov po telesu

Dejstvo, da je v mleku opaziti protitelesa, specificna proti razlicnim antigenom iz
prebavnih in dihalnih poti, predstavlja direkten dokaz, da med temi tkivi obstaja
imunoloka povezava (Brandtzaeg, 2003). Ze iz $tudij v sedemdesetih letih je razvidno, da
celice, ki izlo¢ajo protitelesa (protitelesa-izlocujoce celice (PIC)) in Ki so bile inducirane v
¢revesnem limfoidnem tkivu (mezenteri¢nih limfnih vozlih in Peyerjevih plos¢icah),
poseljujejo razliéna z mukusom obdana tkiva (npr. urogenitalni trakt, mle¢na Zleza, Zleze
slinavke, ¢revesje,..), kjer izlocajo predvsem IgA (Roux in sod., 1977; Weisz-Carrington in
sod., 1979). Obratno pa IgA PIC, ki so inducirane v limfoidnem tkivu zgornjega prebavno-
respiratornega trakta (usta, zrelo, grlo, poziralnik, bronhij, pljuca), poseljujejo predvsem
zleze slinavke in dihala in manj prebavni trakt. 1IgG PIC so, ne glede na njihov izvor
aktivacije, nezmozne prodreti do mukusnih tkiv in jih v vecji meri najdemo v limfoidnih
tkivih in na mestih kroni¢nega vnetja. 1z tega so sklepali, da je potovanje IgA PIC odvisno
predvsem od mesta njihove aktivacije, kar pa ne velja za 1gG PIC. Ze zgodnje $tudije so
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tako nakazovale, da obstaja dobro nadzorovan mehanizem, ki omogoca potovanje razli¢nih
limfocitov na razli¢na mesta po telesu, kjer opravljajo svojo vlogo aktivacije imunskega
sistema in izlo¢anja protiteles (Kunkel in Butcher, 2003).

Levkociti, ki kroZijo po telesu, se pripnejo na endotelij preko interakcij med integrini na
povrsini levkocitov in njihovimi ligandi, Ki jih izrazajo endotelne celice. S tem levkocitom
omogocijo, da se pripnejo na dolocen endotelij in s kotaljenjem zaznajo Se ostale signalne
molekule (npr. kemokine), ki nato omogocijo, da se ti vezani levkociti prebijejo Cez
endotelij in pridejo v ekstravaskularni prostor in do epitelija (Ward in Marelli-Berg, 2009).
Pri potovanju limfocitov po telesu igrajo najpomembnejsSo vlogo integrin ouf7, Ki se veze
na MAJCAM-1 (angl. mucosal addressin cell-adhesion molecule 1)« ter integrin ouf; in
ligand VCAM-1 (angl. vascular cell-adhesion molecule 1)(Rott in sod., 1996). Razli¢no
izrazanje integrinov na razli¢nih limfocitih in razli¢no izrazanje njihovih ligandov v tkivih,
lahko deloma pojasni selektivno potovanje limfocitov na razlicna mesta v telesu (Slika 2).
MAJdCAM-1 izrazajo endotelne celice prebavnega trakta (tanko in debelo ¢revo), v manjsi
meri pa tudi endotelne celice mle¢ne Zleze, urogenitalnega trakta ter placente. VCAM-1
izraza vecina kapilarnih venul na razli¢nih mestih, ki niso nujno povezana s tkivi, ki so
prekrita z mukozo (npr. kostni mozeg, koza, vnetna mesta, dihalne poti). I1zjema so mle¢na
zleza, urogenitalni trakt in placenta, kjer endotelne celice izrazajo MAACAM-1 in VCAM-
1 (Kunkel in Butcher, 2003).

Kemokini so majhne molekule (7-10 kDa), ki spadajo v skupino citokinov. V ¢loveskem
telesu je pribl. 50 razlicnih kemokinov, vefina od njih je inducibilnih in kontrolira
potovanje in aktivacijo levkocitov na razlicna mesta v telesu. V veini primerov
predstavljajo ligand za dolo¢en kemokinski receptor. Med najbolj proucenimi
kemokinskimi receptorji je CC kemokinski receptor (CCR) 7, ki igra kljucno vlogo pri
rekrutiranju celic v razli¢na limfati¢na tkiva (Worbs in Forster, 2007). 1zrazanje CCR7 na
povrsini aktiviranih DC in limfocitov T je kljunega pomena za potovanje teh celic do
perifernih limfnih vozlov (Bromley in sod., 2005; Forster in sod., 1999). Kemokini in
njihovi receptorji tako v kombinaciji z razlicnimi integrini omogocajo dodatno specificnost
potovanja razli¢nih levkocitov na razli¢na mesta v telesu (Kunkel in Butcher, 2003).

2.2.1.2 Crevesno-mleéna in respiratorno-mleéna pot potovanja limfocitov

Aktivacija celic B v najvecji meri poteka v limfaticnem tkivu, ki je neposredno povezano z
mukoznim (angl. mucosa-associated lymphid tissue (MALT)«). Najvecji MALT se nahaja
v Crevesju, kjer stalno vzorCenje in vdiranje razli¢nih Crevesnih antigenov povzroca
aktivacijo limfocitov B. Aktivirani limfociti B (limfoblasti), ob aktivaciji zacnejo izrazati
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razli¢ne receptorje in integrine, ki jim omogocijo potovanje na razli¢na mesta v telesu, kot
je na primer mle¢na Zleza (Brandtzaeg, 2010).

A IgA PIC B IgG PIC

limfoidna tkiva zgornjega limfoidna tkiva zgornjega
prebavno/respiratornega prebavno/respiratornega
trakta trakta

Zleze
slinavke

wvnetna mesta

Slika 2: Potovanje IgA in 1gG protitelesa-izloGujoéih celic (PIC) v odvisnosti od mesta njihove aktivacije in
izraZanja tkivno specifi¢nih integrinov in njihovih ligandov (Kunkel in Butcher, 2003: 823). (A) najveé IgA
PIC nastane v limfnem tkivu prebavnega in zgornjega prebavno-respiratornega trakta ter potuje glede na
mesto njihove aktivacije. Del specifi¢nosti potovanja lahko pripisemo izrazanju tkivno specifi¢nih ligandov
za integrine, ki se nahajajo na endoteliju tarénega tkiva (B) najve¢ IgG PIC potuje v kostni mozeg in vnetna
mesta, ne glede na mesto njihove aktivacije. Debelina pus¢ic odgovarja relativnemu $tevilu celic, ki potujejo
na doloc¢eno mesto, barva organov pa izrazanju integrinov in njihovih ligandov (v okvirju).

Figure 2: Distinctive trafficking patterns of IgA and 1gG antibody-secreting cells (ASCs) depending on their
site of induction and expression of tissue specific integrins and their ligands (Kunkel and Butcher, 2003:
823). (A) most of IgA ASCs is induced in upper aerodiagestive lymphoid tissue and traffics regarding to their
site of induction. Part of this specificity is due to the expression of tissue-specific integrin ligands on the
endothelium in target tissues. (B) most of IgG ASCs mainly traffic to the bone marrow or inflammatory sites
irrespective of their site of induction. Arrow thickness corresponds to the relative amount of IgA or 1gG
ASCs that traffic to each site. The colour of the organs corresponds to the expression of the integrins and
their corresponding ligands (in frame).

Osnovna znacilnost limfoblastov, ki izvirajo iz prebavnega trakta, je izraZanje integrina
ouf7 in receptorja CCR10. Endotelne celice v mle¢ni Zlezi izrazajo MAdCAM-1, Kar
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omogoci vezavo aktiviranih limfoblastov (Nishimura, 2003; Van der Feltz in sod., 2001).
Gradient kemoatraktanta CCL28, ki ga izloc¢ajo epitelne celice, povzro¢i prehajanje
vezanih limfoblastov, ki izrazajo receptor CCR10, preko endotelija proti epiteliju in
spreminjanje limfoblastov v IgA PIC (Morteau in sod., 2008). Z mukusom povezani
imunski odziv nastaja tudi v MALT prebavno-respiratornega trakta, vendar imajo te celice
drugacen vzorec potovanja, kot limfoblasti iz prebavnega trakta. Na svoji povrsini izrazajo
integrin  oP; in pa receptor CCR10, kar jim omogoca potovanje v mle¢no zlezo, kostni
mozeg in urogenitalni trakt. Endotelne celice mle¢ne Zleze namreC izrazajo poleg
MAdCAM-1 tudi VCAM-1, kar je kljunega pomena za t.i. respiratorno-mlecno pot
potovanja limfocitov (Bourges in sod., 2008; Low in sod., 2010). Ce povzamemo, med
nosec¢nostjo in laktacijo aktivirani limfociti B potujejo iz prebavnega trakta in zgornjega
dela prebavil ter respiratornega trakta v mle¢no Zlezo, kjer v mleko izloCajo protitelesa,
specificna proti antigenom, ki se tam nahajajo — to predstavlja osnovo ¢revesno-mlecne in
respiratorno-mle¢ne poti.

2.3 PREHOD BAKTERIJ V MLECNO ZLEZO PO ENDOGENI POTI

Nekatere Studije nakazujejo, da bakterije, ki so jih zasledili v popkovni¢ni krvi, amnioti¢ni
tekocini, mekoniju (Bearfield in sod., 2002; Dasanayake in sod., 2005; Jimenez in sod.,
2005), kolostrumu in mleku (Donnet-Hughes in sod., 2010), prihajajo iz materine ¢revesne
mikrobiote po endogeni poti, preko z mukozo povezanega limfati¢nega sistema (Martin in
sod., 2004). Mehanizem, ki bakterijam omogoca, da preidejo ¢revesni epitelij, se izognejo
imunskemu sistemu in doseZejo mekonij ter kolostrum Ze med nose¢nostjo, Se ni povsem
znan. Najverjetneje igrajo kljuéno vlogo celice prirojenega imunskega odziva (DC in
makrofagi), ki domujejo v prebavnem traktu in bi lahko bili prenaSalci bakterij iz ¢revesja
matere do mle¢ne zleze (Slika 3). DC namre¢ lahko prodrejo v CErevesni epitelij in
sprejmejo bakterije iz Crevesne svetline ter pri tem ne spremenijo integritete epitelija. S
svojimi dendriti prodrejo skozi ¢revesni epitelij, pri tem pa izrazajo proteine tesnega stika,
kar omogoc¢i ohranitev integritete epitelija in nemoteno vzoréenje bakterij iz Crevesne
svetline (Rescigno in sod., 2001).

Tovrstni mehanizem najverjetneje ni prisoten samo pri DC, saj so Vazques-Torres in sod.
(1999) pokazali, da so CD18+ celice (vklju¢no z makrofagi) kljuénega pomena pri $irjenju
ne-invazivne salmonele. Prav tako lahko celice M v Payer-jevih plos¢ah in limfati¢nih
foliklih vzorcijo ¢revesne bakterije in jih posredujejo DC, ki jih nato transportirajo do
mezentericnih limfnih vozlov, saj lahko bakterije znotraj DC ostanejo zive ve¢ dni
(Macpherson in Uhr, 2004). Od tam bi lahko bakterije, preko ¢revesno-mle¢ne poti
potovanja limfocitov (glej poglavje 2.2.1), presle v druga tkiva prekrita z mukusom, kot so
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mlecna zleza, urogenitalni trakt in zleze slinavke. Obicajno aktivirane DC potujejo do
perifernih limfnih vozlov, kjer antigene predstavijo limfocitom T. Vendar pa je znano, da
je v posebnih primerih povecane migracije DC, lahko opaziti preliv DC preko perifernega
vozla (Randolph in sod., 2005).

érevesne bakterije

Erevesno-mlecna
pot mlec¢na Zleza

enterociti

¢revesje otroka

Slika 3: Potencialni izvor bakterij, prisotnih v kolostrumu in materinem mleku (Fernandez in sod., 2012: 4).
DC - dendriti¢ne celice.

Figure 3: Potential sources of the bacteria present in human colostrum and milk (Fernandez et al, 2012: 4).
DC - dendritic cells

Na moznost potovanja bakterij iz ¢revesja v mle¢no zlezo so nakazali tudi Perez in sod.
(2007) na misjem modelu. Izkazalo se je, da je imelo 3 dni pred kotitvijo vecje Stevilo
brejih miSi povecano prisotnost bakterij v mezenteri¢nih limfnih vozlih (70 % zivali), v
primerjavi z nebrejimi (10 % zivali). Dan po kotitvi je imelo le Se 40 % zivali prisotne
bakterije v mezenteri¢nih limfnih vozlih, kar 80 % zivali pa v mle¢ni Zlezi, kar nakazuje,
da so bakterije v tem casu presle iz mezentericnih limfnih vozlov do mle¢ne Zleze,
najverjetneje pod vplivom razliénih hormonov, ki se izlocajo ob kotitvi. Da so za transport
najverjetneje odgovorne enojedrne celice iz periferne krvi, so pokazali z raziskavo na 7-ih
prostovoljkah in njihovih otrocih. Genetski profil bakterij, prisotnih v blatu mame, se je
ujemal z genetskim profilom bakterij v njeni krvi, v enojedrnih celicah, prisotnih v mleku
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in bakterij v blatu njenega otroka. Poleg tega je bila pri Zenskah v laktaciji ve¢ja pestrost
bakterij, prisotnih v enojedrnih celicah, izoliranih iz periferne krvi (Donnet-Hughes in sod.,
2010; Perez in sod., 2007).

Kljub prepricljivim dokazom o endogenem potovanju bakterij v mlecno zlezo, obstaja Se
vedno kar nekaj odprtih vprasanj. Ni Se namre¢ jasno, na kaksen nacin bakterije reagirajo s
celicami imunskega sistema, da jih njihov imunski odziv ne uni¢i, ampak omogoci prehod
do mlecne Zleze in ostalih tkiv ter v katerem obdobju nosecnosti in dojenja je prehajanje
najintenzivnejse.

2.3.1 Mozni vplivi fizioloskih in hormonskih sprememb v pozni nose¢nosti na prehod
bakterij v mle¢no Zlezo po endogeni poti

Med nosecnostjo se pod vplivom razlicnih hormonov (npr. prolaktin, progesteron,...) in
lokalnih rastnih dejavnikov, zacnejo iz ozkih vodov razvijati alveole. Parenhimsko tkivo
postopoma nadome$¢a mascobne blazinice v nerazviti mle¢ni Zlezi. Epitelne celice se
razvijejo v sloj, ki je locen od stromalnega tkiva s tankim slojem mioepitelnih celic. Pred
laktacijo se alveole povecajo in razvijejo v grozdasto strukturo, medtem ko mle¢ni vodi
ostanejo zoZeni. Manjse koli¢ine mleku podobne tekoCine se lahko izlo¢ijo Ze nekaj tednov
pred porodom. Ob porodu se epitelne celice transformirajo v popolne celice izlocalke, ki
nato stalno izloCajo mleko v alveolarni lumen, kjer se hrani do ustrezne stimulacije, ki
sprozi kréenje mioepitelnih celic in iztiskanje mleka v mle¢ne vode. Ti se zdruzijo v
mlecne sinuse, ki vodijo do vrha bradavice. Pretok krvi ¢ez mle¢no Zlezo je v Casu
nose¢nosti zelo povecan, kar omogoca neprekinjen dotok razli¢nih plazemskih in imunskih
celic ter snovi za tvorbo mleka (Neville, 1999). Povecan pretok krvi in limfe ter izlo¢anje
oksitocina, ki povzro¢i kréenje mioepitelnih celic, tako lahko olajSa prehod bakterij v
mlecno Zlezo (Fernandez in sod., 2012). Tovrstne fizioloSke spremembe zagotavljajo dobre
pogoje za nastanek biofilma na mle¢nih vodih in areoli (Martin in sod., 2004). Hormonske
spremembe, ki spremljajo nosecnost, lahko pripravijo ugodne pogoje za celice imunskega
sistema, da prenesejo bakterije do mlecne zleze in ostalih mukoznih tkiv.

2.3.1.1 Progesteron

Progesteron ima pomembno vlogo pri razvoju in delovanju mle¢ne zleze, saj pospesuje
izloCanje kemokinov in citokinov, ki povzro€ijo potovanje monocitov in makrofagov do
mlecne zleze (Santos in sod., 2009). Poleg tega progesteron deluje imunosupresivno na ve¢
ravneh (Szekeres-Bartho in sod., 2001). Progesteron zavira signalno pot, ki poteka preko
TLR-jev. S tem vpliva na regulacijo zorenja fagosomov, ki so kljuénega pomena za
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citotoksi¢nost makrofagov (Blander in Medzhitov, 2004; Sun in sod., 2012). DC, izolirane
iz kostnega mozga podgan, so imele ob prisotnosti progesterona nizjo raven izlocanja
vnetnih citokinov TNF in IL-1B, obenem pa je bila nespremenjena raven izlo¢anja
protivnetnega citokina IL-10 in sposobnost fagocitoze (Butts in sod., 2007). Do podobnih
zakljuckov so prisli Xu in sod. (2011). Ugotavljajo, da imajo DC, izolirane iz kostnega
mozga misi, ob prisotnosti progesterona nizjo raven izloCanja vnetnega citokina IL-12 in
vi§jo raven izlocanja protivnetnega citokina IL-10. Poleg tega so imele s progesteronom
tretirane DC manjSo sposobnost aktivacije limfocitov T.

2.3.1.2 Prolaktin

Med razvojem mlecne Zleze igra pomembno vlogo prolaktin, hormon, ki ga v najve¢ji meri
izlo¢ajo posebne celice spodnjega reznja hipofize — laktotrofi. Je poli-peptidni hormon s
Sirokim spektrom delovanja, predvsem pri reprodukciji in vzdrZzevanju homeostaze. Med
nosec¢nostjo in laktacijo sodeluje pri razvoju mle¢ne zleze, sintezi mleka in vzdrZevanju
izlo¢anja mleka (Freeman in sod., 2000). NajviSje serumske vrednosti doseze v zadnjem
tromesecju nosecnosti (Oleary in sod., 1991). Vpliva na proteine tesnega stika (klavdine)
in s tem poveduje paraceli¢ni transport Ca®* (Charoenphandhu in sod., 2009). Prolaktin
sodeluje tudi pri regulaciji imunskega sistema, ki pa je odvisna od njegove koncentracije
(Reber, 1993). Pri nizjih koncentracijah stimulira izrazanje T-bet, transkripcijskega
dejavnika, ki usmerja v razvoj Thl. Pri vi§jih koncentracijah, ki so primerljive tistim v
zadnjem tromesecju nosecnosti, pa zavira izrazanje T-bet in s tem usmerja v razvoj Th2
(Tomio in sod., 2008).

2.3.1.3 Aktivin A

Aktivin A (ActA) je hormon in rastni dejavnik, katerega koncentracije v plazmi se v
zadnjem tromesecju nosecnosti povecéajo tudi do 69-krat (Fowler in sod., 1998; O'Connor
in sod., 1999). Spada v skupino aktivinov, ki so del nad-druzine TGF-B. Aktivini delujejo
kot hormoni, saj pospesujejo izlo¢anje folikulotropina iz hipofize (Corrigan in sod., 1991).
NovejSe raziskave kaZzejo, da je poglavitna vloga ActA predvsem regulacija imunosti ter
vnetja in fibroze. Proizvaja ga veliko razli¢nih vrst celic kot so epitelne celice, hepatociti,
keratinociti v kozi, folikularne celice v jetrih, nevronske celice, endotelijske celice, celice
gladkega misi¢ja, stromalne celice kostnega mozga, nevtrofilci, mastociti,
monociti/makrofagi, DC in nekateri podtipi celic T (Hedger in sod., 2011). Delovanje
ActA je regulirano z izlo¢anjem folastatina, antagonista, ki se z visoko afiniteto veze na

ActA (Nakamura in sod., 1990).
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Vse ve¢ je dokazov, da ActA lahko deluje vnetno, kakor tudi protivnetno in igra
pomembno vlogo pri uravnavanju izlo¢anja citokinov, od katerih je odvisen imunski odziv
(Slika 4). Njegovo delovanje je dvoli¢no, saj ucinkuje vnetno ob zacetku vnetnega odziva,
kasneje pa ucinkuje protivnetno na celice, Ki SO v »vnetnem« stanju. Ob pojavu vnetnega
draZljaja in razli¢nih vnetnih mediatorjev razliéne vrste celic (predvsem monociti,
makrofagi in DC) za¢nejo izlocati ActA preko aktivacije TLR-jev ter MyD88-odvisne in
MyD88-neodvisne signalne poti. Obe poti nato preko fosforilacije MAPK (p38, ERK1/2 in
JNK) aktivirata transkripcijski dejavnik, aktivatorski protein 1 (AP-1) (Hedger in sod.,
2011). Vnetno delovanje ActA so dokazali na monocitih/makrofagih iz razli¢nih vrst.
ActA lahko spodbudi monocite/makrofage k izloCanju razli¢nih vnetnih mediatorjev, kot
so IL-1, TNF-a, IL-6, NO, prostaglandini-E2 in tromboksani (Nusing in Barsig, 1999;
Nusing in sod., 1995; Yamashita in sod., 2004). Poleg tega ActA stimulira potovanje
mastocitov na mesto vnetja (Funaba in sod., 2006). Kot smo Ze omenili, lahko ActA deluje
tudi protivnetno, saj lahko zavre pretvorbo prekurzorja IL-1p v aktivno obliko (Ohguchi in
sod., 1998), izloc¢anje kljucnih vnetnih citokinov kot so TNF-a, IL-18 in IL-6 ter blokira
ucinkovanje IL-1p ter IL-6 na monocite, limfocite in hepatocite (Hedger in sod., 2011).

ActA ima podobno kot na monocite/makrofage, velik vpliv na razvoj in aktivacijo DC in
stimulacijo limfocitov T. Raziskave na misih, ki so jih opravili Semitekolou in sod. (2009)
so pokazale, da pri alergijski bolezni dihal pri miSih zavira tako Thl, kakor tudi antigen-
specificni Th2 imunski odziv, preko aktivacije antigen-specificnih Treg. Poleg tega lahko
pri misih stimulira razvoj populacije CD4"CD25"Foxp3” Treg (Huber in sod., 2009), ki je
kljuénega pomena pri razvoju in vzdrzevanju avtoimunosti in imunski homeostazi
(Sakaguchi in sod., 2006).

Stevilne Studije nakazujejo, da ActA lahko zavira zorenje DC, ki predstavljajo glavne
regulatorje antigen-specificnega imunskega odziva (Robson in sod., 2009; Segerer in sod.,
2008). To lahko predstavlja pomembno imuno-regulatorno funkcijo, saj interakcija med
celicami T in nDC lahko povzro¢i imunosupresivni imunski odziv in toleranco (Jonuleit in
sod., 2000). nDC aktivirajo TGF-B, ActA in inhibin A, vendar je pri zadnjih dveh opaziti
nepopolno aktivacijo in oslabljeno zmoznost aktivacije celic T, Ceprav brez opaznih razlik
v izlo¢anju citokinov in kemokinov (Segerer in sod., 2008). Podobno vliogo ActA so
ugotovili pri tkivih, ki so povezana z nose¢nostjo. Pri tem igra zelo pomembno vlogo
koncentracija, saj je bilo izlocanje vnetnih mediatorjev v tkivih iz rodil nosec¢nic, ki so
rodile s carskim rezom, pospeseno pri nizkih koncentracijah ActA in zavrto pri visokih
koncentracijah (Keelan in sod., 2000). Serum nose¢nic ima zaviralni ucinek na aktivacijo
nDC (Bozorgmehr in sod., 2012; Della Bella in sod., 2011). Della Bella in sod. (2011) so
nakazali, da gre tovrstni u€inek najverjetneje pripisati prav visokim koncentracijam ActA v
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zadnjem stadiju nosecnosti, saj so opazili pri dodatku ActA serumu ne-nosecih zensk enak
ucinek na nDC, kakor pri serumu nosecnic.

monociti

M2 Th2/1'reg
ILH
IL10

vnetje celienje/fibroza SPFOUKﬂCSl' , celi¢no-posredovana
; T posredovana imunost imunost
alergija ZavVInitey
toleranca avtoinmnost

Slika 4: Imuno-regulatorne funkcije aktivina A (ActA) (Hedger in sod., 2011: 277). iNOS - inducibilna NO
sintaza, IFN — interferon, TNF — tumorje nekrotizirajo¢i dejavnik, IL — interlevkin, Th — celice T pomagalke,
Treg — regulatorne celice T; M — populacija makrofagov.

Figure 4: Immunoregulatory functions of activin A (ActA) (Hedger et al, 2011: 277). iNOS - inducible NO
synthase, IFN — interferon, TNF — tumour necrosis factor, IL — interleukin, Th —helper T cells, Treg —
regulatory T cells; M — macrophage population.

Tako rezultati klini¢nih, kakor tudi eksperimentalnih Studij nakazujejo, da je za normalno
nosecnost znacilen Th2 imunski odziv, ki je povezan s povecano sintezo protiteles in z
zmanjSanim celi¢no posredovanim Thl imunskim odzivom (Szekeres-Bartho in sod.,
2001). Sprememba imunoloskega stanja matere v zadnjem stadiju nose¢nosti najverjetneje
pospesi prenos bakterij in njihovih komponent iz materinega ¢revesja v krvni in limfni
sistem (Donnet-Hughes in sod., 2010).

2.3.2 Vpliv probiotikov na oblikovanje mikrobiote mle¢ne Zleze in mleka

Vse ve¢ raziskav poro¢a o razlicnih pozitivnih vplivih uzivanja probiotikov v Casu
nosec¢nosti in dojenja tako na mamo, kakor tudi na novorojencka. Ti ucinki se kazejo na
nivoju sprememb C¢revesne mikrobiote novorojencka (Gronlund in sod., 2011;
Grzeskowiak in sod., 2012; Gueimonde in sod., 2006) in pa na zmanjSani obolevnosti za
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dolo¢enimi akutnimi ter kroni¢nimi boleznimi, kot so npr. nose¢niski diabetes (Asemi in
sod., 2013), vaginalne infekcije in z njimi povezani splavi (Myhre in sod., 2011;
Stojanovi¢ in sod., 2012), ekcemi (Rautava in sod., 2012b), pojavnost prebavnih tezav
(Ortiz-Andrellucchi in sod., 2008), preobcutljivost (Huurre in sod., 2008) in atopi¢ni
dermatitis (Kopp in sod., 2008).

Mehanizmi delovanja zauZitih probiotikov na mikrobioto mle¢ne Zleze in s tem na
¢revesno mikrobioto in zdravje dojencka pa so Se precejSnja neznanka. Predlagani so
razli¢ni mehanizmi, ki lahko delujejo samostojno ali v interakciji/kombinaciji (Fernandez

in sod., 2012):
> direkten prenos bakterij iz ¢revesja v mle¢no zlezo po endogeni poti;
> prehod bakterij v mle¢no Zlezo z zunanjim vnosom preko areole in
bradavice;
> vpliv na imunski sistem, ki posredno vpliva na sestavo mikrobiote

materinega mleka in dojenckovega prebavnega trakta.

Objave o direktnem prehodu komercialnih probioti¢nih sevov iz ¢revesa matere v njeno
mleko so malostevilne, vendar kazejo na to, da lahko poleg komensalnih bakterij (obi¢ajno
prisotnih v ¢revesni mikrobioti), tudi probioticne bakterije iz mlecnih izdelkov in
prehranskih dopolnil, prehajajo v materino mleko po endogeni poti (Jimenez in sod.,
2008). Probioti¢no bakterijo Escherichia coli Nissle 1917 so zasledili v limfnih Zlezah in
Peyer-jevih ploscicah 6 ur po oralni aplikaciji (Schultz in sod., 2005). Probioti¢ni sev LGG
so v mezenteri¢nih vozlih misi zaznali 24 ur po oralni aplikaciji (Kandasamy in sod.,
2011). Finskim raziskovalcem je pri raziskavi bakterijske raznolikosti humanega mleka
uspelo dolociti DNA seva LGG v mleku dojec¢ih mater, vendar na osnovi rezultatov
omenjene raziskave ni mogoce trditi, da je sev presel v materino mleko po endogeni poti,
saj je njegova prisotnost lahko tudi posledica zunanjega vnosa preko areole in bradavice
(Heikkila in Saris, 2003). LGG je namre¢ probioti¢ni sev, na katerem je bilo opravljenih ze
veliko raziskav in se ga pogosto uporablja v mle¢nih izdelkih (Salminen, 1996), zlasti na
Finskem. Iz dosedanjih raziskav je razvidno, da uzivanje LGG v Casu nose¢nosti vpliva
tudi na imunski sistem mle¢ne zleze (Prescott in sod., 2009), kar lahko privede do
spremenjenega procesa kolonizacije mlecne zleze ter posledicno do spremenjenga
dojenckovega prebavnega trakta (Schultz in sod., 2004).

Studija na 352-ih prostovoljkah z infekcijskim mastitisom je pokazala, da predstavlja
uzivanje probioti¢nih sevov Lactobacillus fermentum CECT 5716 in Lactobacillus
salivarius CECT 5713 dobro alternativo zdravljenju infekcijskega mastitisa z antibiotiki
(Arroyo in sod., 2010). Prostovoljke, ki so seva dnevno uZivale, so imele v mleku manjSe
Stevilo stafilokokov in manjSe celokupno Stevilo bakterij. Poleg tega so raziskovalci
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potrdili prisotnost obeh sevov v mleku prostovoljk, ki so bile na probioti¢ni terapiji. Po
uzivanju Lactobacillus reuteri ATCC 55730 v ¢asu nose¢nosti so v probioti¢ni skupini
zasledili povecano prisotnost Lactobacillus reuteri v materinem mleku, kar avtorji
pripisujejo prehodu testiranega seva v materino mleko (Abrahamsson in sod., 2009).

NaSa pilotna raziskava na dveh dojeCih materah, ki sta en teden uzivali liofiliziran
pripravek seva LK7, je pokazala prisotnost DNA seva K7 v mleku ene matere (Bogovi¢
Matijasi¢ in sod., 2009). LK7 je sev z dokazanimi probioti¢nimi lastnostmi, ki je bil
izoliran iz blata teden dni starega dojencka (Bogovi¢-Matijasi¢ in Rogelj, 2000). S svojimi
bakteriocini in drugimi metaboliti in vitro zavira rast Sirokega spektra bakterijskih vrst,
zmanjSa vezavo E. coli na Caco-2 celi¢no linijo, prasicjo in Elovesko sluz ter prezivi
prehod skozi prebavila in vsaj zaCasno kolonizira ¢revesno sluznico konvencionalnih in
gnotobioti¢nih prasicev (Rogelj in Bogovi¢ Matijasi¢, 2006). Njegova prisotnost v blatu Ze
po prvem tednu dojenja nakazuje na to, da je priSel v otrokovo ¢revo z dojenjem, preko
materinega mleka.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 PRIPRAVA RAZTOPIN

V poskusih smo uporabljali sledece raztopine:

>

Fosfatni pufer (PBS) smo pripravili tako, da smo v 850 ml destilirane vode
(dH20) raztopili 8 g NaCl (Merck, 1.06404), 0,2 g KCI (Sigma, 31248) 1,80 g
Na,HPO4x2H,0 (Merck, 1.06580), 0,24 g KH,PO,4 (Merck, 1.05104), uravnali pH
na 7,4 in dodali dH,0 do enega litra ter avtoklavirali 15 min pri 121 °C.

Anaerobni diluent smo pripravili tako, da smo v 900 ml dH,O ob rahlem gretju
raztopili 8,5 g NaCl, 1 g peptona (Merck, 1.02239), 2 g svinjske zelatine (Fluka,
48724), 0,557 g CysHCIxH,O (Merck, 1.02839) in dodali dH,O do enega litra ter
avtoklavirali 15 min pri 121 °C.

0,5 M EDTA smo pripravili tako, da smo v 400 ml dH,O raztopili 74 g EDTA
(Sigma, E5134) ob dodajanju NaOH (Merck, 1.06498) do pH 8,0 in dopolnili z
dH,0 do enega litra ter avtoklavirali 15 min pri 121 °C,

10 x Tris-EDTA (TE) pufer smo pripravili tako, da smo v 80 ml dH,O 0,12 g
Tris, 0,2 ml 0,5 M EDTA, s HCI (37 %; Merck 1.00317) umerili pH na 8,0 in z
dH,0 dopolnili do 100 ml ter avtoklavirali 15 min pri 121 °C.

50 x Tris-acetat-EDTA (TAE) pufer smo pripravili tako, da smo zatehtali 242 g
Trizma baze (Sigma, T6066), 57,1 g ledocetne kisline (Merck, 1.00063), dodali 100
ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) in dopolnili z dH,0 do enega litra ter avtoklavirali 15
min pri 121 °C.

0,25 % tripsina-EDTA smo pripravili tako, da smo 2,5 g tripsina (Sigma, T4799)
raztopili v 1 | 0,5 mM EDTA in sterilizirali s filtracijo preko filtra s porami
velikosti 0,22 um (Corning, #431174).

Rekonstituirano mleko smo pripravili tako, da smo 6 g posnetega mleka v prahu
(Merck, 1.15363) raztopili v 60 ml dH,O vode ter avtoklavirali 15 min pri 110 °C.
Fiksacijski pufer smo pripravili tako, da smo 4 g paraformaldehida (PFA; Sigma,
P6148) raztopili v 90 ml PBS, motno raztopino greli do 58 °C in po kapljicah
dodajali NaOH, dokler ni raztopina postala bistra. Nato smo raztopino ohladili na
sobno temperaturo, uravnali pH na 7,3 in dopolnili s PBS do 100 ml.

Pufer za spiranje 1 (P1) smo pripravili tako, da smo 2 ml toplotno deaktiviranega
seruma govejega zarodka (FBS; Gibco, 10500) dodali k 98 ml PBS (2 % FBS v
PBS).

Pufer za spiranje 2 (P2) smo pripravili tako, da smo v 99,9 ml pufra P1 dodali 0,1
ml detergenta Triton X-100 (Sigma, T9284).
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3.2 PRIPRAVA GOJISC
Pri gojenju bakterij smo uporabljali sledeca gojisca:

» Tekoce gojis¢e MRS (Merck, 1.10661) smo pripravili po navodili proizvajalca, in
sicer smo 52,2 g gojisca raztopili v 1 1 dH,0, razdelili v epruvete po 10 ml in
avtoklavirali 15 min pri 118 °C.

» MRS agar (Merck, 1.10660) smo smo pripravili po navodili proizvajalca, in sicer
smo 13,64 g gojis¢a raztopili v 200 ml 1 dH,0 in avtoklavirali 15 min pri 118 °C.
Se tekod agar smo razlili v petrijevke.

> Tekote in trdno gojis¢e MRS z dodatkom rifampicina (MRSF) smo pripravili
tako, da smo pred uporabo oziroma razlitjem na petrijevko gojisc¢u dodali zalozno
raztopino rifampicina v metanolu (12,5 mg/ml; Sigma, R3501) do konc¢ne
koncentracije 125 pg/ml.

» Tekoce gojis¢ée BHI (Brain Heart Infusion; Merck, 1.10493) smo pripravili po
navodilih proizvajalca in sicer smo 37 g gojisca raztopili v 1 1 dH,O, razdelili v
epruvete po 10 ml in avtoklavirali 15 min pri 121 °C.

» Modificirano gojis¢e M2 smo pripravili, kot je opisano v delu Hobson (1969).

Pri gojenju celi¢nih kultur smo uporabljali sledeca gojisca:

» DMEM Advanced (Gibco, 12491) je ze pripravljeno gojis¢e DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium) z izboljSano formulacijo, pri kateri je potrebno gojis¢u
dodati manj seruma govejega zarodka (FBS).

> DMEM brez FBS (DMEM™®) smo pripravili tako, da smo gojis¢u DMEM
Advanced dodali penicilin (100 IE/ml; Sigma, P3032), streptomicin (1 mg/ml;
Sigma, S9137) in L-glutamin (2 mM; Sigma, G1326).

> Kompletni DMEM (DMEMX) smo pripravili tako, da smo DMEM™®° dodali
deaktiviran FBS (Gibco, 10500) v kon¢ni koncentraciji 5 % (v/v).

> DMEM brez antibiotikov (DMEM™™) smo pripravili tako, da smo gojii¢u
DMEM Advanced dodali L-glutamin (2 mM) in deaktiviran FBS v kon¢ni
koncentraciji 5 % (v/v).

» RPMI (Sigma, R8758) je ze pripravljeno gojis¢e RPMI (Roswell Park Memorial
institute medium) z dodanim L-glutaminom (0,3 g/l), ki ga obi¢ajno uporabljamo
za gojenje suspenzijskih celic.

> Kompletni RPMI (RPMIX) smo pripravili tako, da smo gojiséu RPMI dodali
deaktiviran FBS v kon¢ni koncentraciji 10 % (v/v).
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3.3 BAKTERISKI SEVI IN GOJENJE BAKTERN

V poskusih smo uporabljali sledece bakterijske seve:

>

Lactobacillus gasseri K7 (LKY7) je izolat iz blata teden dni starega dojencka z in
vitro in in vivo dokazanimi probioticnimi lastnostmi, izoliran na Katedri za
mlekarstvo, Oddelka za zootehniko, BiotehniSke fakultete v Ljubljani. Tvori
bakteriocina gasericin K7 A in gasericin K7 B. Sev je deponiran v zbirki
mikroorganizmov na Institutu za mlekarstvo in probiotike, Oddelka za Zootehniko,
Biotehniske fakultete v Ljubljani, pod oznako IM 105 ter v ceski zbirki
mikroorganizmov (Czech Collection of Microorganisms) pod oznako CCM 7710.
Lactobacillus gasseri K7 Rif" (LK7) je derivat seva LK7, ki je z zaporednim
precepljanjem v gojis¢a z narascajoco koncentracijo rifampicina pridobil odpornost
proti rifampicinu. Sev je deponiran v zbirki mikroorganizmov na Institutu za
mlekarstvo in probiotike, Oddelka za Zootehniko, Biotehniske fakultete v
Ljubljani, pod oznako IM 238.

Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) je izolat s Stevilnimi dokazanimi
probioticnimi lastnostmi. Sev je deponiran v ameriski celi¢ni zbirki (American
Type Cell Collection; ATCC) pod oznako ATCC 53103. LGG je trzna znamka v
lasti Finske mlekarske korporacije Valio.

Escherichia coli Nissle 1917 (EcN) je eden redkih predstavnikov po Gramu
negativnih mikroorganizmov s S$tevilnimi dokazanimi probioticnimi lastnostmi.
Probioti¢ni ucinki so se pokazali pri zelo razli¢nih prebavnih motnjah, kot so npr.
driske in sindrom razdrazljivega crevesa. Sev EcCN je komercialno dostopen v
izdelku Mutaflor nemskega podjetja Ardeypharm.

Razli¢ne seve rodu Lactobacillus (Preglednica 3) smo uporabili pri razvoju
metode za ugotavljanje LK7 v kompleksnih vzorcih (poglavje 3.4).

LK7, LGG in razli¢ne seve iz rodu Lactobacillus smo gojili v tekoCem gojis¢u MRS
(Merck, 1.10661) pri 37 °C. Pred poskusi smo laktobacile, ki so bili hranjeni pri -80 °C,
inokulirali (1 % v/v) v sveze gojis¢e MRS in gojili 18 ur pri 37 °C. Po 18-ih urah smo
precepljanje ponovili, tako da smo v poskusih uporabljali 18-urno kulturo po dvakratnem
precepljanju. EcN smo gojili na enak nacin, vendar v gojiscu BHI (Merck, 1.10493). Pri

LK7R

smo pri prvem precepljanju uporabili gojis¢e MRS z dodatkom rifampicina

(Calbiochem, 557303) v konéni koncentraciji 125 ug/ml (MRSF).

Po 18-ih urah in po dvakratnem spiranju s PBS je bilo $tevilo LK7 in LK7® priblizno 4 x
10® kolonijskih enot (KE)/ml, LGG priblizno 6 x 10® KE/ml, EcN pa 1 x 10° KE/ml. Ta

Stevila smo uporabljali za izratun volumnov kulture, ki so bili potrebni za pripravo
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ustrezne koncentracije bakterij za poskuse. Dejansko Stevilo bakterij pa smo ugotavljali
med vsakim poskusom posebej.

Pri ugotavljanju Stevila kopij 16S bakterijske rDNA v razli¢nih bioloskih vzorcih z metodo
PCR v realnem casu (poglavje 3.6.5.8) smo za pripravo standardne premice uporabili
Bacteroides thetaiotaomicron DSM2079, ki smo ga gojili v modificiranem M2 (Hobson,
1969) pri 37 °C in pri anaerobnih pogojih.

Preglednica 3: Bakterijski sevi rodu Lactobacillus, ki smo jih uporabili pri razvoju metode za ugotavljanje
LK?7 v kompleksnih vzorcih.

Table 3: Bacterial strains belonging to genus Lactobacillus, which were used in development of method for
detection of LK7 in complex samples.

Bakterijski sev vir' Lastnosti

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 ATCC Tipski sev

Lactobacillus acidophilus CCDM 109 CCDM Izolat iz blata dojencka
Lactobacillus acidophilus CCDM 149 CCDM Izolat iz blata dojencka
Lactobacillus gasseri CCDM 214 CCDM Izolat iz blata dojencka
Lactobacillus gasseri CCDM 215 CCDM Izolat iz blata dojencka
Lactobacillus gasseri CCDM 332 CCDM Izolat iz blata dojencka
Lactobacillus gasseri CCDM 335 CCDM Izolat iz blata dojencka
Lactobacillus gasseri CCDM 340 CCDM Izolat iz blata dojencka
Lactobacillus gasseri CCDM 377 CCDM Izolat iz blata dojencka
Lactobacillus gasseri DSM 20243 DSM Tipski sev

Lactobacillus gasseri FAM 17266 FAM Izolat iz ¢loveske sline
Lactobacillus gasseri FAM 17828 FAM Izolat iz vaginalnega trakta
Lactobacillus gasseri LF221 IML-PRO Izolat iz blata dojencka, tvori

bakteriocina, acidiocin LF221 A in
acidocin LF221 B

Lactobacillus johnsonii ATCC 11506 ATCC Izolat iz ¢loveskega blata, tvori laktacin
F

Lactobacillus johnsonii FAM 1158 FAM Izolat iz sira

Lactobacillus johnsonii NCC 533 NCC Izolat iz ¢loveskega blata

Lactobacillus johnsonii FAM 17265 FAM I1zolat iz blata piscanca

!ATCC - American Type Culture Collection, ZDA; CCDM - Culture Collection of Dairy Microorganisms
Lacto-Flora, Ceska; DSM — German Collection of Microorganisms and Cell Cultures, Neméija; FAM —
Federal Dairy Research Station, Svica; IML-PRO — Zbirka instituta za mlekarstvo in probiotike, Slovenija;
NCC - Nestle Culture Collection, Svica

3.4 RAZVOJMETODE ZA UGOTAVLJANJE LK7 V KOMPLEKSNIH VZORCIH

Razvoj metode za ugotavljanje prisotnosti LK7 v kompleksnih vzorcih je temeljil na
rezultatin predhodnih raziskav, ki so pokazale, da sev proizvaja dva specificna
bakteriocina, gasericin K7 A in gasericin K7 B (Rogelj in Bogovi¢ Matijasi¢, 2006). V prvi
fazi smo izdelali vrsto zacetnih oligonukleotidov (ZO), specificnih za dele regij, ki
kodirajo gasericin K7 A in K7 B. V drugi fazi smo izolirali DNA iz ¢istih kultur sevov iz
rodu Lactobacillus ter iz blata 45-ih zdravih prostovoljcev, ki niso uzivali seva LK7. Nove
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in Ze obstojece ZO, specifi¢ne za dele regij, ki kodirajo gasericin K7 A in K7 B, smo nato
uporabili pri verizni reakciji s polimerazo (angl. polymerase chain reaction (PCR)), kjer
smo poskusali izbrati par ZO, ki bi bil primeren za dolo¢anje LK7 v kompleksnih vzorcih.
Izbrani par ZO smo nato uporabili pri proucevanju vpliva probiotikov LK7 in LGG na
mikrobioto mezentericnih vozlov, mle¢ne Zleze in mleka misi linije FVB/NHan/Hsd
(poglavje 3.6).

3.4.1 lzolacija DNA iz ¢istih kultur in iz vzorcev blata zdravih prostovoljcev

Pri izolaciji DNA smo uporabili 45 vzorcev blata zdravih prostovoljcev (23 moskih in 22
zensk), ki niso nikoli uzivali seva LK7. Vsi prostovoljci so podpisali pisno privolitev.
Eti¢no sprejemljivost raziskave je odobrila Komisija Republike Slovenije za medicinsko
etiko (36/12/11). Po odvzemu smo vzorce do analiz hranili pri -70 °C.

Odtaljen vzorec blata (0,1 g) smo razred¢ili z 9,9 ml anaerobnega diluenta. Razredceni
vzorec (1 ml) smo centrifugirali 5 min pri 12000 x g in pelet dvakrat sprali s PBS. Pelet
smo nato resuspendirali v 500 pl TE pufra, ki je vseboval 5 mg/ml lizocima (Sigma,
L6876) in 25 U/ml mutanolizina (Sigma, M9901). MeSanico smo 2 h inkubirali pri 37 °C.
Po encimski obdelavi smo meSanico sonicirali s sonikatorjem Soniprep 150 (MSE
Scientific Instruments, VB) v treh ciklih po 30 s delovanja in 15 s odmora. Med sonikacijo
smo mesanico hladili z raztopino ledu in vode. Celokupno DNA smo nato izolirali s
kompletom za izolacijo DNA Maxwell 16 Tissue DNA Purification Kit (Promega,
AS1030) in z uporabo aparata Maxwell TM 16 (Promega, ZDA), po navodilih
proizvajalca. Morebitne inhibitorje PCR smo odstranili z uporabo kolone Zymospin V-
HRC (Zymo Research, C1010), po navodilih proizvajalca.

Za izolacijo DNA iz kulture LK7 in ¢istih kultur sevov rodu Lactobacillus (Preglednica 1),
smo uporabili 1 ml sveze 18-urne kulture ter postopali enako kot pri 1 ml razred¢enega
vzorca blata.

3.4.2 PomnoZevanje delov kodirajo¢ih regij gasericina K7 A in K7 B z verizno
reakcijo s polimerazo (PCR)

ZO, ki smo jih uporabili za pomnozevanje delov kodirajoc¢ih regij gasericina K7 A in K7
B, so navedeni v Preglednici 4 in 5. Nekateri ZO so bili uporabljeni Ze v predhodnih
Studijah, nekatere pa smo izdelali za namene te Studije. Kot osnova za izdelavo sta nam
sluZili Ze znani nukleotidni zaporedji gasericina K7 A (Stevilka GenBank: EF392861) in
K7 B (Stevilka GenBank: AY307382)(Zori¢ Peternel in sod., 2010). Pri izdelavi primernih
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ZO z enakimi temperaturami prileganja smo si pomagali s programskim paketom
LightCycler probe design (v1.0, Applied Science, Nemcija).

Preglednica 4: Zagetni oligonukleotidi za pomnozevanje delov kodirajo¢ih regij gasericina K7 A. AcP —
aktivna podenota, CP — komplementarna podenota, IP — domnevni protein imunosti, ES — kon¢ni del
zaporedja.

Table 4: Oligonucleotide primers for amplification of parts of gassericin K7 A coding regions. AcP — active
subunit, CP — complementary subunit, IP — putative immunity protein, ES — end sequence.

Dolzina
Taréni pomnozka Program
Ime gen Nukleotidno zaporedje (5°—3°) (bp) PCR
LFA 185"  AcP GTTGCAGGATCATGTG 84 94°C (60 s),
LFA 268°  AcP TGTTGCAGCTCCGTTA 55°C (30's),
72°C (30 5)
BOJA® CP TGGCGGATCAGTACAATGTG 204 94°C (60 s),
BOJB® AcP TGATGTTGCAGCTCCGTTAG 52 °C (305),
72°C (30 5)
GasA _1F° CP TGCATGGAGAGGTGCACG 118 95°C (30's),
GasA 1R CP CCAGCCCACACATTGTACTGAT 60 °C (30's),
0,
GasA 2F° AcP  GGATCATGTGGTAAAGGTGCAGTA 105 72°C (40)
GasA 2R°  AcP TCCACTAGCAGTTTGTAGAACCAAT
GasA 3F° IP CACCAATATAGTAGCTCTAATACAGACAC 106
GasA 3R° IP ATATTTTGGATTATTTTTACCTGCATAGGC
GasA _4F° ES GCTTTACCTGCTTTAATTTGATTATCAACA 110
GasA 4R° ES GCTAAGAACTCAAACGCTGCC

Canzek Majhenié in sod. (2003); "Zori¢ Peternel in sod. (2010); izdelani v tej Studiji

Reakcijo smo izvajali v napravi za PCR (Mastercycler gradient, Eppendorf, Nemcija).
MeSanico PCR (25 pl) smo sestavili iz:
» 1 x Green GoTaq Flexi pufra (Promega, M891A);
1,5 mM MqgClI;, (Promega, A351B);
0,2 mm deoksiribonukleotid trifosfata (ANTP; Thermo Scientific, R0192);
0,5 uM vsakega od ZO (Preglednica 4 in 5);
0,625 U GoTaq DNA polimeraze (Promega, M830A);
2 ul 100-krat v vodi red¢ene vzoréne DNA.

YV V V VYV

Reakcijo smo zaceli z zacetno dvominutno denaturacijo pri 95 °C, kateri je sledilo 30
ciklov denaturacije, prileganja in podaljSevanja pri pogojih specifi¢nih za vsak par ZO
(Preglednica 4 in 5). Reakcijo smo koncali s 5 min podaljSevanja pri 72 °C. Po konc¢ani
reakciji smo pomnozke PCR nanesli na 1,8 % agarozni gel. Gel smo pripravili s
segrevanjem agaroze (Lonza, 5004) v 1 x pufru TAE. Po loc¢bi fragmentov DNA z
elektroforezo pri napetosti 90 V smo agarozni gel obarvali s fluorescenénim barvilom

30



Treven P. Vpliv probiotikov na mikrobioto mle¢ne zleze in mleka.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2014

SYBR Safe (Invitrogen, S33102) in nato obarvane fragmente pogledali pod UV pri 254
nm.

Preglednica 5: Zacetni oligonukleotidi za pomnoZevanje delov kodirajo¢ih regij gasericina K7 B. AP —
domnevni dodatni transportni protein, CP — komplementarna podenota, AcP — aktivna podenota, TP —
domnevni transportni protein, IP — domnevni protein imunosti.

Table 5: Oligonucleotide primers for amplification of parts of gassericin K7 B coding regions. AP — putative
additional transport protein, CP — complementary subunit, AcP — active subunit, TP — putative transport
protein, IP — putative immunity protein.

Tar Dolzina
¢ni pomnoZz-  Program

Ime gen  Nukleotidno zaporedje (5°—3°) ka (bp) PCR

B 348° AP  ACCTACAGTAGACGGCTTGA 616 95 °C (30s),

B 833° CP  GCTCCACCTACTCCACCTAT 55 °C (30 s),
72°C (30 )

K7Bc.f. for® CP TGGGAGAAATAATTGGGCTG 165 95 °C (60 s),

K7Bc.f.rev* CP  TTTCCGAATCCACCAGTAGC 56 °C (30 s),
72°C (205)

K7 LFB 1193° AcP GGAGCTACTCGCGGAGTAAG 70 96 °C (30 s),

K7 LFB 1262° AcP CTCCTAACGCACAGGCAGTC 55 °C (30s),
72°C (30 )

GasB_1F° TP TGATAAGCATACGTTGCGGTCAT 102 95 °C (30s),

GasB_1R° TP TCTGGCCTACAACCTAACAACAAATTC 60 °C (30 s),
72°C (40's

GasB_2F° AP AATTTCTCGACAATGATTATTATTCCAGCC 118 (40s)

GasB_2R° AP  CCGTTGGTTCAACAACGCC

GasB_3F° CP  GAAATGCAGTTTGCGGTCCT 105

GasB_3R° CP  TTCTTATCTTTCCGAATCCACCAGTAG

GasB_4F° AcP  GAATTAAGAAATGTAATGGGTGGAAACAAG 102

GasB_4R° AcP  TGGTCCGAATCCTCTGCACCAA

GasB_5F° IP TTGTATTGGCCAATTTATGTTTTTGAAGT 116

GasB_5R° IP CCTATTACAAACGATATGGCCAAAATTAGT

*Canzek Majhenic (2008); ®Canzek Majhenié in sod. (2003); “izdelani v tej Studiji

3.5 POSKUSI NA in vitro MODELU CREVESNEGA EPITELIJA

Na modelu ¢revesnega epitelija smo Zeleli ugotoviti ali DC zajemajo testirane probioti¢ne
bakterije in ali je prezivetje razlicnih sevov probioti¢nih bakterij znotraj DC razli¢no. Ker
je bilo odprtih veliko vpraSanj o sami izvedbi poskusa, smo se odlocili najprej preizkusiti
sev LK7. Pri tem je bilo potrebno prouciti rast in diferenciacijo celic H4-1 na vloZenih
filtrih, saj se celice na poroznih filtrih obnaSajo drugace kot v stekleni¢kah. Zelo
pomembna za ovrednotenje samega poskusa je dolo¢itev minimalne stopnje diferenciacije,
Ki je potrebna, da celice tvorijo tesne stike in tako ne prepuséajo ve¢ bakterij preko porozne
membrane. Z aparatom ImageStream™ smo proudevali tudi vpliv ActA na aktivacijo
kinaz p38 in ERK1/2 v DC, pri ¢emer je bilo potrebno preveriti tudi vpliv ActA na
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transepitelno elektriéno upornost (angl. transepithelial electrical resistance (TEER))
epitelnih celic H4-1.

3.5.1 Invitro model ¢revesnega epitelija

Shema modela ¢revesnega epitelija je prikazana na Sliki 5. Na zgornjo stran poroznega
filtra smo nasadili celi¢no linijo H4-1. Celi¢na linija H4-1 predstavlja enterocite tankega
Crevesa.

filterni vstavek

testiran probioti¢mi sev

celice H4-1

dendriti¢ne celice

Slika 5: Shematski prikaz uporabljenega 3D modela &revesnega epitelija. Dendriti¢ne celice lahko
prevzemajo testirani probioti¢ni sev preko sloja H4-1 epitelnih celic in jih prenaSajo na bazolateralno stran.
Izrazanje tesnih stikov (modra) omogo¢a dendritiénim celicam ohranitev integritete enosloja.

Figure 5: Schematic presentation of used 3D model of intestinal epithelium. Dendritic cells can take the
tested probiotic strain across monolayer of H4-1 epithelial cells. Expression of tight junctions (blue) enables
dendritic cells to maintain monolayer integrity.

Celice po nasaditvi sprva rastejo kot enosloj. Po dosegu konfluentnosti se zaénejo
diferencirati v celice, podobne absorpcijskim enterocitom, ki izrazajo lastnosti epitelnih
celic tankega Crevesa. Ker postane enosloj elektricno aktiven Sele po vzpostavitvi tesnih
stikov, lahko z merjenjem TEER preverjamo stopnjo diferenciacije (Fantini, 1992). Po
dosegu ustrezne TEER smo filter obrnili in na bazolateralno stran epitelnega sloja nasadili
nDC, izolirane iz monocitov periferne krvi zdravih prostovoljcev. Po treh urah inkubacije
smo filtre zopet obrnili ter na zgornjo stran dodali razli¢ne seve probioti¢nih bakterij. Na ta
nacéin smo v in Vitro pogojih simulirali ¢revesni epitelij.
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3.5.2 Celi¢na linija H4-1 in gojenje celic

Celicna linija H4 je bila pridobljena iz tankega ¢revesa 20 tednov starega zarodka. Celice
imajo v in vitro pogojih lastnosti nezrelih ¢loveskih enterocitov (Nanthakumar in sod.,
2000; Sanderson in sod., 1996). V laboratoriju Katedre za biologijo, mikrobiologijo,
molekularno biologijo in biotehnologijo Univerze v Mariboru, so celi¢no linijo H4
klonirali z metodo omejenega red¢enja ter tako pridobili celi¢no linijo H4-1 (Cenci¢ in
Langerholc, 2010). Za razliko od celic H4, so celice H4-1 sposobne diferenciacije in
tvorbe TEER. Celice H4-1 niso kancerogenega izvora in predstavljajo dobro alternativo
celicéni liniji Caco-2. Poleg tega je TEER, ki jo dosegajo, blizje fizioloSkim vrednostim,
kakor pri celicah Caco-2 (Langerholc in sod., 2011).

Celice H4-1 smo obic¢ajno gojili v gojis¢cu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) z
izboljSano formulacijo DMEM Advanced (Gibco, 12491), pri kateri je potrebno gojis¢u
dodati manj seruma govejega zarodka (FBS). Ze pripravljenemu gojiséu DMEM Advanced
smo dodali penicilin (100 IE/ml; Sigma, P3032), streptomicin (1 mg/ml; Sigma, S9137) in
L-glutamin (2 mM; Sigma, G1326). Taksno gojii¢e smo ozna¢ili z DMEM™®®, Pred
uporabo smo gojis¢u dodali Se toplotno dezaktiviran FBS (Gibco, ZDA 10500) v kon¢ni
koncentraciji 5 % (v/v) — DMEMX. Gojis¢e z L-glutaminom in FBS (brez antibiotikov)
smo oznatili z DMEM™T®,

Delo s celi¢nimi kulturami je vedno potekalo v sterilnih pogojih, v brezprasni komori
(laminar). Celice H4-1 smo gojili v steklenitkah s povr§ino dna 25 cm? (Costar Corning,
ZDA). Vzdrzevali smo jih v DMEMX gojiscu pri fizioloskih pogojih (v inkubatorju pri 37
°C v aerobnih razmerah s 5 % CO; in nasi¢eno vodno paro). Gojis¢e smo menjali 3-krat
tedensko. Morfologijo in prerascenost celic v steklenickah smo spremljali z opazovanjem
pod svetlobnim mikroskopom. Ko so celice postale konfluentne, smo jih presadili. Celice
smo najprej sprali z 2 ml 0,25 % raztopine tripsina-EDTA. Celice smo nato prekrili s
tripsin-EDTA ter inkubirali 10 minut pri fizioloSkih pogojih, da so se celice odlepile od
podlage. Odlepljene celice smo resuspendirali v 5 ml DMEM™®3, celotno vsebino prenesli
v centrifugirko ter centrifugirali 5 minut pri 22 °C in pri 120 x g. Supernatant smo odlili,
pelet pa resuspendirali v 10 ml DMEM™®S. V primeru, ko smo celice potrebovali za
nasaditev na filtre, smo celice presteli s hemocitometrom ter 2 ml suspenzije (petino celic)
vrnili v gojitveno posodico in dodali 8 ml DMEMK.
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3.5.3 Gojenje H4-1 na poroznih filtrih in spremljanje transepitelne elektri¢ne
upornosti (TEER)

Celice H4-1 smo gojili v steklenickah s povrino 25 cm?. Ko so celice prerasle povrsino,
smo jih tripsinizirali ter preSteli s hemocitometrom.

V poskusu smo uporabljali dve vrsti poliestrskih filtrov Transwell (Costar Corning, ZDA):
6,5 mm $iroke z 0,33 cm® gojitvene povrsine (velikost por: 3 pm; kat. §t.: 3472),
vstavljene v gojitveno ploito s 24-imi vdolbinicami in 12 mm Siroke z 1,12 cm? gojitvene
povrSine (velikost por: 0,4 pum; kat. St.: 3460), vstavljene v gojitveno plosco z 12-imi
vdolbinicami. V plos¢o s 24-imi vdolbinicami smo vstavili 12 filtrov premera 6,5 mm.
Spodaj smo dodali 600 pl DMEMY, zgoraj pa smo na vsak filter nasadili 5 x 10* celic H4-1
(v 100 pl DMEMY). Pri gojenju na filtrih premera 12 mm smo spodaj dodali 1,5 ml
DMEMY, zgoraj pa 1 x 10° celic H4-1 (v 0,5 ml DMEMX). Velikost por na 6,5 mm filtrih
je onemogocala jasno sliko pod svetlobnim mikroskopom, zato je bilo merjenje TEER
edini pokazatelj rasti in diferenciacije celic. Vsake 3 dni smo celicam zamenjali medij
tako, da smo odvzeli medij najprej spodaj in nato Se zgoraj. Svez medij smo dodali v
obratnem vrstnem redu. Po sedmih dneh gojenja smo zaceli vsakodnevno meriti TEER.

Integriteto oz. transepitelno elektricno upornost (TEER) celic, ki so rasle na poroznem
filtru, smo merili z Millicell-ERS Volt/Ohm metrom (EMD Millipore, ZDA) in
pripadajo¢im parom elektrod. Pred pri¢etkom merjenja smo zamenjali medij (DMEM) na
obeh straneh filtrov. Nato smo eno elektrodo pomocili v gojisce nad filtrom s plastjo celic,
drugo pa v gojisc¢e v predel pod filtrom ter merili upornost celi¢ne plasti oz. razliko v
napetosti med apikalno (zgornjo) in bazolateralno (spodnjo) povrsino celic. Upornost smo
izracunali po enacbi (1):

R[Q = cm?] = (Rv — Rf)[Q] * P[cm?] ..(1)

pri ¢emer je R — upornost celic, Rv — izmerjena upornost celic in filtra, Rf — upornost filtra
brez celic in P — povrSina filtra.

3.5.4 Dolo¢itev minimalne TEER celic za nepropustnost bakterij

Za doloc¢itev minimalne TEER, ki je potrebna, da bakterije spontano ne prehajajo preko
sloja epitelnih celic, smo uporabili 12 filtrov premera 6,5 mm. Celice H4-1 smo gojili na
filtrih 12 dni in nato obe strani membrane sprali z DMEM™® ter izmerili zagetni TEER.
Nato smo membrane e dvakrat sprali z DMEM™ ™. Na apikalno stran smo dodali 2 x 10°
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KE prekono¢ne kulture LK7 v 100 pl DMEM™® in na bazolateralno stran 600 pl DMEM®
ATB Po treh urah inkubacije pri fiziolokih pogojih smo apikalno stran sprali s PBS in
celice inkubirali Se nadaljnjih 15 ur (skupaj 18 ur). Zatem smo spodnji medij razmazali na
trdno gojis¢e MRS (Merck, 1.10660) ter inkubirali pri 37 °C v anaerobnih pogojih. Po 72-
ih urah smo presteli zrasle kolonije.

3.5.5 Vpliv ActA na rast in diferenciacijo celic H4-1 na filtrih s porami premera 0,4
pm

Za opredelitev vpliva ActA na TEER smo uporabili 8 filtrov premera 12 mm. Po 12-ih
dneh gojenja celic H4-1 smo v medij na bazolateralni strani epitelija dodali ActA v konéni
koncentraciji 100 ng/ml (Sigma, SRP3003). Morfologijo in preras¢enost celic na filtrih
smo spremljali z opazovanjem pod svetlobnim mikroskopom. TEER smo 8 ur merili na
vsake dve uri ter Se po 24-ih in 30-ih urah.

3.5.6 Priprava nezrelih dendriti¢nih celic (nDC)

nDC iz krvi zdravih prostovoljcev so pripravili na Zavodu Republike Slovenije za
transfuzijsko medicino (ZTM, doc. dr. Urban Svajger) po standardnem protokolu opisanem
v Svajger in sod. (2011). Ce povzamemo, so Vv skladu s smernicami ZTM iz venske krvi
zdravih prostovoljcev pridobili zgoséeno levkocitno plast (angl. buffy coat), iz katere so
izolirali enojedrne celice periferne krvi (angl. peripheral blood mononuclear cells
(PBMC)). 1z PBMC so z magnetno loc¢bo izolirali CD14 pozitivne celice, ki so jih nato
gojili ob prisotnosti IL-4 ter granulocitne in makrofagne kolonije stimulirajoéega dejavnika
(angl. colony stimulating factor 2 (granulocyte-macrophage) — CSF2 ). Po petih dneh so
nDC predstavljale nepritrjeno frakcijo. Nepritrjene celice so suspendirali v zamrzovalnem
mediju, razdelili po 1 ml v ohlajene zamrzovalne ampule in postopoma ohladili do
temperature tekocega dusika (-196 °C).

Na dan poskusa smo celice delno odtalili na vodni kopeli (37 °C) ter sterilno prenesli v
centrifugirko, hlajeno na ledu. Po kapljicah smo med rahlim meSanjem dodali 20 ml
ohlajenega medija RPMI (Sigma, R8758) z dodanim 10 % FBS - RPMIX (brez dodanih
antibiotikov). Celice smo centrifugirali na 120 x g pri sobni temperaturi. Pelet smo nato
resuspendirali v 2 ml RPMI¥, ogretega na sobno temperaturo. Resuspendirane celice smo
pustili pocivati eno uro pri sobni temperaturi. Zatem smo celice presteli na hemocitometru
in pripravili ustrezno koncentracijo zivih nDC v RPMIX.
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3.5.7 Priprava 3D modela ¢revesnega epitelija

Priprava 3D modela je potekala po prirejenem protokolu Mileti in sod. (2009). Ko so celice
dosegle ustrezno TEER, smo naslednji dan odmrznili nDC (poglavje 3.5.6) in pripravili 3D
model Crevesnega epitelija. 1z vdolbinic smo najprej odvzeli medij (najprej spodaj, nato
zgoraj). Zgornji del filtrov smo dvakrat sprali z DMEM™®, spodnji pa z RPMI. S pinceto
smo pobrali vstavljene filtre iz vdolbinic in jih obrnjene postavili v petrijevko z dvignjenim
robom iz plasti parafilma. Na filter smo previdno dodali 70 pl (v primeru 6,5 mm filtrov)
0z. 200 pl (v primeru 12 mm filtrov) suspenzije nDC (Slika 6). V obeh primerih smo
dodali 3 x 10° nDC suspendiranih v RPMIX. Ob obrnjene filtre smo dodali 5 ml DMEM,
da se celice niso izsusile, petrijevko pokrili in 3 h inkubirali pri fizioloSkih pogojih.

Slika 6: Nasaditev nezrelih dendriti¢nih celic (nDC) na obrnjene filtre.

Figure 6: Seeding of immature dendritic cells (nDC) on inverted filter inserts.

Po treh urah smo medij previdno odvzeli s povrsine filtra, filtre zopet obrnili in vstavili v
Ciste vdolbinice. Tako pripravljen 3D model Crevesnega epitelija sSmo uporabljali pri
proucevanju prehajanja in prezivetja bakterij skozi sloj epitelnih celic H4-1 in ugotavljanju
vpliva ActA na aktivacijo kinaz p38 in ERK1/2.

3.5.8 Prehajanje bakterij LK7 skozi sloj epitelnih celic H4-1 in preZivetje znotraj DC

Poskuse smo izvajali na filtrih premera 6,5 mm in s porami 3 pm. Med pripravo modela
(poglavje 3.5.7) smo prekonoc¢no kulturo LK7 5 min centrifugirali pri 3500 x g pri 4 °C ter
dvakrat sprali s PBS. Pelet smo resuspendirali v ustrezni koli¢ini DMEM™ ™, da je bila
koncentracija bakterij 3 x 108 KE/ml. Poskuse smo izvajali po naslednjih korakih:
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10.

11.

12.

Na apikalno stran 3D modela Crevesnega epitelija smo dali 100 ul suspenzije
bakterij, na bazolateralno stran pa 600 pl RPMI¥. Razmerje med bakterijami in
nDC je tako znaSalo 1:100.

Filtre smo inkubirali 2 h pri fizioloSkih pogojih.

Po dveh urah smo odvzeli medij na spodnji strani (vzorec ob ¢asu 0 — V).
Apikalno stran epitelija smo 3-krat sprali s PBS, da smo odstranili nepritrjene
bakterije.

Na zgornjo stran smo dodali DMEM™®, na spodnjo pa RPMIX. Pri filtrih, kjer so
bile nasajene nDC, smo na obe strani dodali gentamicin v kon¢ni koncentraciji 100
pug/ml. Ker gentamicin ne prodira v celice, smo tako odstranili zunajceli¢ne
bakterije. Pri filtrih brez nDC (kontrolni) smo gentamicin dodali samo na zgornjo
stran.

Filtre smo inkubirali eno uro pri fizioloSkih pogojih.

Po eni uri smo zgornji in spodnji medij z gentamicinom zamenjali z DME n
RPMI® ter vzor¢ili po treh, 18-ih in 24-ih urah (od &asa 0) inkubacije pri fizioloskih
pogojih.

Po dolo¢enem casu smo odvzeli spodnji medij (vzorec ob ¢asu X - Vy) ter zgornjo
stran 3-krat sprali s PBS.

Spodnjo stran filtra in dno vdolbinice smo najprej sprali s 300 pl raztopine tripsin-
EDTA in dodali k vzorcu V.

Na spodnjo stran smo dodali novih 300 ul tripsin-EDTA, inkubirali 5 min pri
fizioloSkih pogojih, sprali in dodali k vzorcu V.

Vzorca Vg in Vi smo centrifugirali pri 300 x g, dvakrat sprali s PBS in DC lizirali z
dodatkom 100 pl Tritona X-100 (0,25 %) za pol ure.

Vseh 100 pl smo razmazali na trdno gojis¢e MRS ter inkubirali pri 37 °C v
anaerobnih pogojih. Po 72-ih urah smo presteli zrasle kolonije.

M-ATB i

3.5.9 Vpliv probiotikov in ActA na aktivacijo kinaz p38 in ERK1/2 v DC

Poskuse smo izvajali na filtrnih filtrih premera 12 mm in s porami 0,4 um. Glede na
izkusnje iz prej$njih poskusov smo se odlocili za uporabo filtrov s porami 0,4, saj nam ti

filtri omogocajo pregled celic pod svetlobnim mikroskopom, poleg tega smo na teh filtrih
pri¢akovali boljso rast celic H4-1. Med pripravo modela (poglavje 3.5.7) smo prekonoc¢ne
kulture LK7, LGG in EcN 5 min centrifugirali pri 3500 x g pri 4 °C ter dvakrat sprali s
PBS. Pelet smo resuspendirali v ustrezni kolicini DMEM™® da je bila koncentracija
bakterij 1,1 x 10° KE/ml. Kot pozitivno kontrolo smo pripravili raztopino lipopolisaharida
(LPS) v DMEM™T® v koncentraciji 10 pg/ml. Poskuse smo izvajali po naslednjih korakih:
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Na apikalno stran 3D modela Crevesnega epitelija smo dali 266 ul suspenzije
bakterij ali raztopino LPS, na bazolateralno stran pa 800 ul RPMI¥ ali pa RPMI¥ z
dodatkom ActA v kon¢ni koncentraciji 100 ng/ml. Razmerje med bakterijami in
nDC je tako znaSalo 1:100.

Filtre smo inkubirali 2 h pri fizioloSkih pogojih.

Po dveh urah smo odvzeli spodnji medij, v katerem so bile nepritrjene DC (Vzorec
Vl).

Apikalni del epitelija smo dvakrat sprali s PBS.

Spodnjo stran filtra smo najprej sprali s 500 pl raztopine tripsin-EDTA, Kkar je
predstavljalo prvi del vzorca V,. Da bi preprecili nadaljnjo razgradnjo celic s
tripsinom, smo v epice za vzorec \V, predhodno dodali 200 pl RPMI.

Drugi del vzorca V; (frakcija pritrjenih DC) smo dobili tako, da smo na spodnjo
stran dodali novih 500 ul tripsin-EDTA, inkubirali 5 min pri fizioloskih pogojih,
sprali in dodali k vzorcu V».

Vzorca V1 in V, smo centrifugirali pri 300 x g in dvakrat sprali s PBS.

Vzorcem smo dodali 250 pl fiksacijskega pufra (4 % PFA v PBS).

Fiksacija je potekala 15 min pri sobni temperaturi.

. Zatem smo dodali 500 pl PBS in centrifugirali pri 300 x g pri sobni temperaturi.
. Fiksirane celice smo shranili v pufru za spiranje (pufer P1: 2 % FBS v PBS) pri

4 °C do barvanja z oznacenimi protitelesi.

3.5.9.1 Barvanje celic z oznacenimi protitelesi

Prisotnost aktiviranih p38 in ERK1/2 smo detektirali z vezavo primarnih protiteles,
specificnih za fosforilirano obliko p38 in ERK1/2 (misja anti-p-p38 IgG in kuncja anti-p-
ERK1/2 IgG) in vezavo sekundarnih protiteles, specifi¢nih za misja in kuncja protitelesa,
konjugirana s fluorescin izotiocianatom — FITC (anti-miSja IgG-FITC) in s Cruzfluor-647
(anti-kuncja IgG-CFL 647). Jedra smo obarvali s 7-amino-aktinomicinom D (7AAD), ki se
veze na nukleinske kisline. Postopek barvanja smo izvedli po naslednjih korakih:

1.

3.

Vzorce smo dobro premeSali na vibracijskem meSalniku in prenesli v 5 ml

polistirenske epruvete z okroglim dnom (Corning, 352054) ter 5 min centrifugirali

pri 400 x g in 4 °C.

Pelet smo resuspendirali v 50 pl vsakega od ustrezno red¢enih primarnih protiteles:

» miSja anti-p-p38 IgG (Cell Signaling Technology, 9216), red¢ena v pufru za
redcenje (pufer P2: 0,1 % Triton X-100 v pufru 1), v razmerju 1:800;

» kuncja anti-p-ERK1/2 1gG (Cell Signaling Technology, 4370), red¢ena v pufru
P2, v razmerju 1:200.

Vzorce smo inkubirali 30 min pri sobni temperaturi.
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4. Nato smo dodali 2 ml pufra P2, premeSali na vibracijskem meSalniku, centrifugirali
pri 400 x g in 4 °C in zavrgli supernatant.
5. Pelet smo resuspendirali v 50 pl vsakega od ustrezno redcenih sekundarnih
protiteles:
» kozja anti-miSja IgG-FITC (Sigma, ZDA), red¢ena v pufru P2, v razmerju
1:200;
» kozja anti-kuncja 1gG-CFL 647 (Santa Cruz Biotechnology, ZDA), red¢ena v
pufru P2, v razmerju 1:100.
6. Vzorce smo inkubirali 30 min v temi pri sobni temperaturi.
7. Nato smo dodali 2 ml pufra P1, premesali na vibracijskem mesalniku, centrifugirali
pri 400 x g in 4 °C in zavrgli supernatant.
8. Na koncu smo pelet resuspendirali v 45 pl PBS. Deset minut pred analizo smo
vzorcu dodali 10 pl 7-amino-aktinomicina D (7AAD; Sigma, A9400) v
koncentraciji 1 mg/ml.

3.5.9.2 Analiza celic z aparatom ImageStream™

ImageStream™ (ImS; Amnis, ZDA) je v osnovi pretoéni citometer, ki omogoéa tudi
posnetke posameznih celic s 40-kratno povecavo na podlagi svelobnega in laserskega
mikroskopa (vzbujanje s 488 nm in 658 nm laserjem). Za razliko od pretocne citometrije se
pri ImS podatki zbirajo kot slike (Slika 7 A), ki si jih lahko predstavljamo kot
dvodimenzionalne prostorske mreze, pri katerih tretjo dimenzijo predstavlja intenziteta
zajetega signala za vsako to¢ko (McGrath in sod., 2008). Slike se zajemajo s 40-kratno
povecavo, kar omogoca analizo na podceli¢ni ravni. Posebna lastnost ImS analize je, da s
kombiniranjem razli¢nih spremenljivk, kot so velikost, oblika, tekstura ter intenziteta
signala svetlega polja in fluorescence, lahko lo¢imo razli¢ne populacije celic (Slika 7 B). V
primerjavi s preto¢no citometrijo je prednost ImS, da iz slik lahko dolo¢imo lokacijo
fluorescen¢nega barvila in s tem lahko izlo¢imo lazno pozitivne rezultate (npr. barvilo
zunaj celic). V primerjavi s flurescen¢nim mikroskopiranjem, ImS omogoca statisti¢no bolj
opredeljive rezultate, saj lahko posnamemo do 1000 celic/s oziroma ve¢ deset tiso¢ celic na
vzorec (Barteneva in sod., 2012).
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Slika 7: Osnovni pogled programa IDEAS 4.0. (A) galerija slik posameznih celic, Kjer je vsaka celica v svoji
vrstici. (B) Vsaka celica je posneta na ve¢ nadinov. Navpi¢no so prikazani razli¢ni kanali in njihove
kombinacije. stolpec 1 — svetlo polje, stolpec 2 — p-p38-FITC; stolpec 3 — 7TAAD, stolpec 4 — p-ERK1/2-CFL
647, stolpec 5 — kombinacija svetlega polja in 7AAD, stolpec 6 — kombinacija p-p38-FITC in 7AAD, stolpec
7 — kombinacija p-ERK1/2-CFL 647 in 7AAD. (C) grafi¢na analiza populacij celic (podrobneje na Sliki 8).
(D) podokno za statisti¢no analizo.

Figure 7: Basic view of the program IDEAS 4.0. (A) image gallery of individual cells, where each cell is in
each row. (B) Each cell is recorded in several ways. Different channels and their combinations are shown
vertically: Column 1 — bright field, column 2 - p-p38-FITC, column 3 - 7AAD, column 4 - p-ERK1/2-CFL
647, column 5 - a combination of a bright field, and 7AAD, column 6 - a combination of p-p38-FITC and
7AAD, column 7 - a combination p-ERK1/2-CFL 647 and 7AAD. (C) graphical analysis of cell populations
(for details see Figure 8). (D) statistical analysis panel.

Prisotnost aktiviranih p38 smo detektirali s 488 nm vzbujevalnim laserjem in emisijskim
filtrom pri 480-560 nm (kanal 2), jedrno DNA z emisijskim filtrom 595-660 nm (kanal 4)
ter p-ERK1/2 s 658 nm vzbujevalnim laserjem in emisijskim filtrom pri 660-740 nm (kanal
11).

Analiza s programsko opremo, ki je bila razvita za obdelavo podatkov, zajetih z ImS
(Image Data Exploration Analysis Software - IDEAS), je osnovana na dolo¢itvi
dvodimenzionalnih podro¢ij (»maskiranjax) znotraj posameznih slik celic. Osnova za
doloceno »masko« So ostre spremembe intenzitet na sliki, zajeti na dolo¢enem kanalu.
Zaradi razlike v intenziteti med obarvanim jedrom in citosolom lahko »maskiramo« npr.
jedro. Tak$na maska pa je potem lahko osnova za analizo prisotnosti doloCenega
oznacevalca v jedru. To nam omogoca vrsto specifi¢nih analiz, med drugim tudi analizo
podceli¢ne lokalizacije dolocenega oznacevalca, razlik v morfologiji celic in organelov ter
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endocitozo oznacenih delcev. Pogovorno okno programa IDEAS je sestavljeno iz treh
sklopov, ki so medsebojno povezani (Slika 7). Galerija slik, ki so bile posnete na razli¢nih
kanalih, je interaktivno povezana z grafi¢no analizo populacij, kjer lahko za vsako od slik

vidimo njen polozaj na doloCenem grafu in obratno, za vsako tocko na grafu lahko
pogledamo posneto sliko. Statisti¢no porocilo se sprotno prilagaja izbrani populaciji.

Z ImS smo analizirali do 10000 celic oziroma celoten vzorec, Ce je bilo celic manj.

Analizirali smo sledece parametre:

» povprecna intenziteta p-p38 in p-ERK1/2;

> indeks premestitve (IP) p-p38 in p-ERK1/2 v jedro (srednja vrednost
logaritemsko transformiranega Pearsoovega koeficienta korelacije — merilo
za stopnjo, do katere sta dve sliki linearno povezani; veéji IP — ve¢ja stopnja
premestitve v jedro);

> perimeter (premer med robom celice in koncem izrastkov — razras¢enost
celice).

Potek analize s programom IDEAS 4.0.735 je prikazan na Sliki 8. Analiza je potekala po
slede¢em vrsten redu in hierarhiji:

>

>

dolocitev populacije celic, ki so pretezno okrogle oblike, in po 1 celica na sliko —
populacija P1;

dolocitev populacije celic iz populacije P1, ki so izostrene v svetlem polju —
populacija P2;

dolocitev populacije celic iz populacije P2, ki so izostrene na jedro — populacija P3;
doloc¢itev populacije celic iz populacije P3, Ki imajo zadostno obarvana jedra in
zadosten signal za p-p38 — populacija P4;

dolocitev populacije celic iz populacije P4, kjer je priSlo do premestitve p-p38 v
jedro (populacija P5) — osnova za izraun IPp.pss;

doloc¢itev populacije celic iz populacije P3, ki ima zadostno obarvana jedra in
zadosten signal za p-ERK1/2 — populacija P6;

dolocitev populacije celic iz populacije P6, kjer je priSlo do premestitve p-ERK1/2
v jedro (populacija P7) — osnova za izracun IPp.grk1/2;

izris grafa frekvence intenzitete p-p38 pri populaciji P3 (sluzi za izra¢un povprecne
intenzitete signala za p-p38);

izris grafa frekvence intenzitete p-ERK1/2 pri populaciji P3 (sluzi za izra¢un
povpreéne intenzitete signala za p-ERK1/2);

izris grafa frekvence perimetra pri populaciji P3 (sluZi za izracun povpre¢nega
perimetra).
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Slika 8: Potek analize s programom IDEAS 4.0. (A) izbira populacije, ki predstavlja samo enojne
sorazmerno okrogle celice — populacija P1. (B) dolo¢itev populacije celic iz populacije P1, ki so izostrene v
svetlem polju — populacija P2. (C) dologitev populacije celic iz populacije P2, ki so izostrene na jedro —
populacija P3 (D) doloditev populacije celic iz populacije P3, ki imajo zadostno obarvana jedra in zadosten
signal za p-p38 — populacija P4. (E) dolo¢itev populacije celic iz populacije P4, kjer je priSlo do premestitve
p-p38 v jedro (populacija PS) — osnova za izracun IPy.p3s. (F) dolocitev populacije celic iz populacije P3, ki
ima zadostno obarvana jedra in zadosten signal za p-ERK1/2 — populacija P6. (G) dolo¢itev populacije celic
iz populacije P6, kjer je prislo do premestitve p-ERK1/2 v jedro (populacija P7) — osnova za izracun IP,.
erxye- (H) graf frekvence intenzitete p-p38 pri populaciji P3 (sluZi za izradun povpreéne intenzitete signala za
p-p38). (I) graf frekvence intenzitete p-ERK1/2 pri populaciji P3 (sluzi za izradun povpreéne intenzitete
signala za p-ERK1/2). (J) grafa frekvence perimetra pri populaciji P3 (sluzi za izradun povpre¢nega
perimetra).

Figure 8: Analysis with IDEAS 4.0 program. (A) selection of the population, which represents single and
relatively round cells — population P1. (B) determination of cell population from a population of P1, which
are focused on bright field — population P2. (C) determination of cell population from a population of P2,
which are focused on nucleus — population P3. (D) determination of the cell population from a population of
P3, which have sufficiently stained nucleus and sufficient signal for p-p38 (population P4) — the basis for the
IPp.pas calculation. (E) determination of the cell population from a population of P4, where the nuclear
translocation of p-p38 occurred — population P5. (F) determination of the cell population from a population
of P3, which have sufficiently stained nucleus and sufficient signal for p-ERK1/2 — population P6. (G)
determination of the cell population from a population of P4, where the nuclear translocation of p-ERK1/2
occurred (population P7) — the basis for 1P,.erk1/2 Calculation. (H) frequency graph of the intensity of signal
for p-p38 in a population of P3 (used to calculate the average signal intensity for p-p38). (I) frequency graph
of the intensity of signal for p-ERK1/2 in a population of P3 (used to calculate the average signal intensity
for p-ERK1/2). (J) frequency graph of the perimeter of the cells in a population of P3 (used to calculate the
average perimeter of cells).
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3.5.10 Prikaz in statisticna obdelava podatkov

Rezultate smo analizirali s programom IDEAS 4.0.735 (Amnis, ZDA) in SigmaPlot 11.0
(Systat Software, Nemcija). Prikaz dobljenih rezultatov v obliki grafov in statisticno
analizo smo izvedli s programom SigmaPlot. Zaradi majhnega Stevila ponovitev na
skupino (2-4), nenormalne porazdelitve (test normalne porazdelitve po metodi
Kolmogorov-Smirnov) in nehomogenosti varianc (test homogenosti varianc po metodi
Levane-Median), smo obicajno izvedli neparametricno analizo varianc (ANOVA) na
rangih po metodi Kruskal-Wallis. Statisticno znacilne razlike med posameznimi skupinami
smo nato ugotavljali s testom mnogoterih primerjav po Dunn-u.

Pri primerjavi aktivacije p38 in ERK1/2 med pritrjenimi in odlepljenimi DC (poglavje
4.3.2.3) smo podatke iz skupine, stimulirane z ActA, in kontrolne skupine (RPMI) zdruzili,
kar nam je omogocilo uporabo enosmerne ANOVA in testa mnogoterih primerjav po
metodi Holm-Sidak. V vseh primerih so bile p-vrednosti, manjSe od 0,05, opredeljene kot
statisti¢no znacilne.
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3.6 VPLIV PROBIOTIKOV LK7 IN LGG NA MIKROBIOTO MEZENTERICNIH
VOZLOV, MLECNE ZLEZE IN MLEKA MISI LINIJE FVB/NHAN/HSD

Poskus na misih je potekal v prostorih Centra za laboratorijske Zivali na Katedri za
genetiko, animalno biotehnologijo in imunologijo, na Oddelku za zootehniko Biotehniske
fakultete. Veterinarska uprava republike Slovenije (VURS) je dne 27.5.2011 izdala
dovoljenje za izvajanje poskusov na zivalih, Stevilka 34401-17/2011/5, z veljavnostjo treh
let.

3.6.1 Nastanitev in oskrba zivali

V poskusih smo uporabljali misi specificnih patogenov proste (SPF; angl. specific
pathogen free) inbridirane linije FVB/NHanHsd, ki smo jih narocali v vzrejnem centru
Harlan (Italija). Ob prihodu smo v karanteni nastanili po 5 samic v veéje individualno
prezratevane kletke (IVC, angl. individually ventilated cage) za podgane (904 cm? talne
povrsine; Techniplast, Italija). Kletke IVC predstavljajo samostojno mikrobiolosko enoto s
svojimi individualnimi filtri, kamor je preko prezraevalne naprave dovajan filtriran zrak
(preko filtrov HEPA). Samce smo nastanili posami¢no v manjSe IVC kletke za misi (501
cm? talne povrsine). Vsako Zival smo ustrezno oznadili z ugesno $&ipalko, da smo lahko
tekom poskusa identificirali posamezno Zival. V kletke smo dali gnezditveno mrezo, ki se
obicajno uporablja za privajanje zivali na metabolne kletke (Techniplast, Italija). Mrezo
smo prekrili z meSanico stelje iz lesenih opilkov (Lignocel, 3/4) in peletov iz koruznih
storzev (Rehofix, MK2000) ter v kletko dodali Se miSjo hiSko (angl. mouse house;
Techniplast, Italija), kateri smo dno prelepili z rde¢im plastificiranim kartonom. V kletko
smo dodali Se bombazno blazinico (Plexx, 14010), ki miSim omogoca izdelavo gnezda.
Zivalim v karanteni smo postopoma, vsake 3 dni, odvzeli dolo¢en del stelje in jih s tem
privajali na Zivljenje na mrezah. Po 14-ih dneh v karanteni smo zivali preselili v kolonijo
in prieli s parjenjem (Slika 9).

Dnevno smo Zivali pregledali in poskrbeli, da so imele na voljo zadostno koli¢ino (ad
libitum) peletirane krme (Altromin, #1324) v krmilniku in vode v napajalniku. V karanteni
in koloniji smo imeli 12-urni svetlobni ciklus, 21-22 °C in 50-70 % relativno zra¢no vlago.
Enkrat tedensko smo opravili menjavo kletk v posebni brezprasni komori in kletke ocistili
s pranjem in kemiéno sterilizacijo. Zivali smo v ¢asu privajanja tehtali 3-krat tedensko, v
Casu poskusa pa vsak dan. Zdravstveno stanje zivali smo preverjali s tehtanjem ter
opazovanjem njihovega izgleda in obnasanja (gladka in svetleCa dlaka, odziv na drazljaje,
Zivahnost). Nobena Zival ni poginila pred na¢rtovanim zrtvovanjem. Odstranjevanje trupel
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poskusnih Zivali je bilo izvedeno v skladu s predpisi, ki dolo¢ajo pogoje o nacinu
neSkodljivega odstranjevanja trupel in odpadkov Zivalskega izvora.

0?////””ff! EEEETY)Y

Slika 9: Zivljenjski prostor poskusnih Zivali po 14-ih dneh privajanja. Kletke so vsebovale mesanico lesene
in peletirane stelje, na katero smo poloZili gnezditveno mrezo. Dno misje hiSke smo zaprli z rde¢im
plastificiranim kartonom in jo s $Cipalko za perilo pri¢vrstili na gnezditveno mrezo. Vanjo smo poloZili
bombaZno blazinico, ki mi§im omogoca izdelavo gnezda.

Figure 9: Living space of experimental animals after 14 days of habituation. Cages contained a mixture of
wooden and pelleted bedding on which breeding net was laid. Bottom of the mouse house was closed with
red plasticized cardboard, and fixed on the breeding net with clothes-peg. To allow the creation of mice nests,
a cotton pad was placed into mouse house.

3.6.2 Parjenje Zivali

Prvi ponedeljek po prenosu zivali v kolonijo smo priceli s parjenjem. Ker je bil celotni
potek poskusa (termini Zrtvovanj) odvisen od pricetka brejosti, smo vedno parili od
ponedeljka do srede. Parili smo po dve samici z enim samcem. V torek in sredo zjutraj smo
samice pregledovali za prisotnost vaginalnega Cepa. Pojav vaginalnega Cepa sicer ne
pomeni uspesne oploditve, ampak zgolj da je prislo do kopulacije. Brejost Zivali smo lahko
glede na njeno maso in izgled potrdili Sele 10. — 12. dan po pojavu ¢epa. V sredo smo
samce in samice locili in samice brez ¢epa ponovno parili naslednji ponedeljek. Pri
naslednjem parjenju smo uporabili uspeSnejSe samce. Za en poskus smo parjenje ponovili
trikrat. Na dan pojava ¢epa smo samico nastanili v svezo kletko in ji pripisali poskusno
Stevilko.
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3.6.3 Potek in izvedba poskusa

Zaradi zapletenosti poskusa, ki je zahteval veliko priprav in dela, smo se odlo¢ili, da
poskus izvedemo v ve¢ sklopih, s po 24 brejih zivali. V prvem poskusu smo potencialno
breje zivali naklju¢no razdelili v 3 skupine in jih Zrtvovali ob Stirih razli¢nih terminih, kar
je pomenilo 2 zivali na skupino. Glede na dobljene rezultate iz prvega poskusa in ¢asovni
okvir doktorske naloge, smo v drugem poskusu zivali zrtvovali samo dvakrat, zato smo
imeli po 4 zivali na skupino.

Zivali so imele tekom poskusov na voljo obi¢ajno krmo za laboratorijske glodalce. Zivali
smo nakljuc¢no razdelili v 3 skupine:

» Skupina N: kontrolna skupina, kateri smo od 7. dneva brejosti dalje vsakodnevno z
orogastri¢no sondo aplicirali rekonstituirano mleko.

» Skupina G: od 7. dneva brejosti dalje smo zivalim vsakodnevno z orogastricno
sondo aplicirali 200 pl suspenzije bakterij LGG (4,1 x 10° KE) v rekonstituiranem
mleku.

» Skupina K: od 7. dneva brejosti dalje smo zivalim vsakodnevno z orogastricno
sondo aplicirali 200 pl suspenzije bakterij LK7 (3,6 x 10° KE) v rekonstituiranem
mleku.

Zivali smo oznagili po enacbi XN1/Ny, pri ¢emer:
» X predstavlja oznako skupine (N, G ali K),
» Nj predstavlja dan Zrtvovanja (1 — 15. dan po paritvi, 2 — dan po kotitvi, 3 — 3. dan
po Kkotitvi, 4 — 8. dan po kotitvi)
» N predstavlja Stevilko paralelke.

Tako je bil na primer vzorec z oznako K3/4 odvzet cetrti zivali, ki je od 7. dneva brejosti
dalje vsakodnevno prejela LK7% in je bila Zrtvovana 3. dan po kotitvi.

Shematski prikaz prvega poskusa je prikazan na Sliki 10. V prvem poskusu smo po treh
parjenjih pridobili 22 brejih miSi. Ker pojav vaginalnega ¢epa ne pomeni uspesne
oploditve, je prislo do razlik v Stevilu Zivali po skupinah. Sedmi dan smo Zivalim glede na
skupino zaceli vsakodnevno z orogastricno sondo aplicirali 200 pl skupini primernega
pripravka. Dvanajsti dan smo zivali depilirali po predelu seskov in trebuha z namenom
zmanjSanja moznosti kontaminacije pri odvzemanju vzorcev mleka. Po dve zivali (kjer je
bilo to mogoce) iz vsake skupine smo s cervikalno dislokacijo zrtvovali 15. dan po paritvi
ter 1., 3. in 8. dan po kotitvi. V brezprasni komori smo pod sterilnimi pogoji odvzeli vzorce
krvi, mle¢ne zleze, vranice, ledvice, jeter ter aksilarnih in mezenteri¢nih limfnih vozlov.
Tretji in osmi dan po kotitvi smo pred zrtvovanjem odvzeli vzorce mleka.
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V drugem poskusu smo po treh parjenjih pridobili 25 brejih miSi. Glede na rezultate iz
prvega poskusa smo pri drugem Zrtvovali po 4 Zivali iz vsake skupine tretji in osmi dan po
kotitvi. Odvzeli smo vzorce krvi, mleka, mle¢ne Zleze ter aksilarnih in mezenteri¢nih
limfnih vozlov.

pﬁrj[gflljel.l‘j’ikggtvi] 7 12 15 0 1 3 8
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—— I I E— I E—

skupina N

Y \ Y RER T —y
paritev zaletek depilacija kotitev | Zrtvovanje Zrtvovanje
hranjenjaz  po predelu I v
orogastri¢no seskov 4,
sondo Y

irtvoIvanje 2rtvci‘11anj e

Slika 10: Shematski prikaz prvega poskusa.

Figure 10: Schematic view of first set of experiment.

3.6.3.1 Priprava probioti¢nih pripravkov in hranjenje z orogastri¢éno sondo

Za kontrolno skupino smo po 500 pl rekonstituiranega mleka razdelili v posamezne
mikrocentrifugirke. Bakterije sevov LGG in LK7® smo pripravili kot je opisano v poglavju
3.3. Tako pripravljeno prekono¢no kulturo (10 ml) smo 5 min centrifugirali pri 3500 x g
pri 4 °C, dvakrat sprali s PBS, pelet resuspendirali v 2 ml rekonstituiranega mleka ter po
500 pl razdelili v posamezne mikrocentrifugirke. Pripravke smo hranili v hladilniku, pri
4°C in najve¢ teden dni.

Prvi in sedmi dan hranjenja pripravka v hladilniku smo suspenzijo nacepljali na gojisce
MRS, da smo preverjali §tevilo KE/mL. V poskusu smo aplicirali v povpre&ju 4,1 x 10° KE
bakterij LGG/Zival/dan in 3,6 x 10° KE bakterij LK7"/Zival/dan.

Za oralno aplikacijo smo uporabljali ravne orogastri¢ne sonde velikosti 1,4 x 38 mm, 20G
(Eickemeyer, 405820). Za vsako skupino smo imeli 2 orogastri¢cni sondi. Vedno smo
uporabljali isti par sond za isto skupino. Pred aplikacijo smo pripravek ogreli na sobno
temperaturo in dobro premeSali. Nato smo zival fiksirali ter sondo usmerili na koren jezika
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ter tako izzvali poziralni refleks. PoCasi smo aplicirali 200 pl suspenzije ter pazili, da pri
aplikaciji nismo ¢utili nobenega odpora. Po kon¢anem postopku smo sondo najprej dobro
sprali s toplo vodo in etanolom ter sterilizirali v sterilizatorju na steklene kroglice
(Germinator 500, CellPoint Scientific, ZDA).

3.6.3.2 Uporaba inhalacijske anestezije

Pred depilacijo po predelu seskov in trebuha, odvzemu vzorcev mleka ter zrtvovanjem smo
zivali anestezirali z inhalacijskim anestetikom. Aparatura za anestezijo (Harvard Aparatus,
ZDA) je bila sestavljena iz rotametra za merjenje pretoka O, in N,O, hlapilnik za
dodajanje utekocCinjenega hlapnega anestetika, anestezijskih mask ter absorpcijske posode
za absorbiranje odvecnega anestetika. Kot prenaSalni plin smo uporabljali meSanico O; in
N,O v razmerju 30 %/70 %. Za doseg globoke anestezije smo uporabljali 3 % izoflurana,
za vzdrzevanje pa 1,5 %. Celoten postopek smo izvajali v brezprasni komori na grelni
blazini (Sanitas SHK18, Hans Dinslage, Nemcija), ki je preprecevala podhladitev. Pred
pri¢etkom smo na hlapilniku nastavili ustrezno koncentracijo izoflurana (3 %). Kletko smo
prenesli v brezprasno komoro, zival fiksirali in ji nastavili masko. Po dosegu globoke
anestezije smo jo polegli na grelno blazino ter nastavili koncentracijo izoflurana na 1,5 %.
Ves cCas anestezije smo spremljali njeno dihanje in morebitne znake prebujanja. Po
kon¢anem posegu smo odstranili masko, Zival polozili nazaj v kletko in pocakali, da se je

prebudila.

3.6.3.3 Depilacija po predelu seskov in trebuha

Zivali smo 12. dan depilirali po predelu seskov in trebuha, s ¢imer smo zmanj3ali moznost
kontaminacije pri odvzemu vzorcev mleka. S prstom smo razmazali depilacijsko kremo
(Weet, Reckitt Benckiser, Velika Britanija) po predelu seskov in trebuha. Kremo smo
pustili u€inkovati 1 min in jo nato obrisali z mokro gazo, ki smo jo pomakali v mla¢no
vodo. KozZo smo nato obrisali do suhega in namazali s kremo Bepanthen (Bayer Pharma,
Nem¢ija). Zival smo prestavili nazaj v kletko in jo opazovali do prebujenja.

3.6.4 Odvzem vzorcev

3.6.4.1 Odvzem vzorcev mleka

Vzorce mleka smo odvzeli 3. in 8. dan po kotitvi, neposredno pred zrtvovanjem. Pred
samim odvzemom (6-8 ur) smo mladice zrtvovali z dekapitacijo. Po 6-ih do 8-ih urah smo
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samicam intraperitonealno aplicirali 150 pl raztopine oksitocina (2 1U/zival) v PBS. Po 15-
ih minutah smo samico anestezirali z inhalacijskim anestetikom. Celoten postopek
odvzema vzorca mleka je bil izveden v brezprasni komori na grelni blazini. Samico smo
najprej rahlo masirali po predelu seskov, da smo pospesili izlo¢anje mleka. Predel seskov
smo poskropili z dezinfekcijskim sredstvom (Octanisept, Schilke & Mayr, Nemcija) in
prvo kapljico iz vsakega seska obrisali z blazinico, prepojeno z etanolom. Posamezne seske
smo stiskali od korena proti vrhu in iztisnjene kapljice mleka s kapilarnim vlekom posesali
v sterilno stekleno Pasteurjevo pipeto (John Poulten, VB). Po kon¢anem odvzemu smo
mikrocentrifugirko z mlekom zamrznili v tekoéem dusiku in nadaljevali z odvzemom
vzorcev krvi.

3.6.4.2 Odvzem vzorcev krvi s kardialno punkcijo

Predel prsnega koSa smo poskropili z dezinfekcijskim sredstvom ter s palcem in kazalcem
privzdignili prsni koS tako, da je bila prsnica dobro vidna. Z iglo smo zabodli vodoravno
cca. 0,5 cm globoko ter pocasi vlekli. Ko smo pridobili dovolj krvi, smo zival zrtvovali s
cervikalno dislokacijo in prenehali z dodajanjem anestetika. Na zival smo pridobili do
500 pl krvi. Vzorec smo iz brizge prelili v mikrocentrifugirko, prevleceno s heparinom,
(Sarsted Multivette 600, 15.1673) in do analize (v roku treh ur) shranili v hladilniku pri 4
°C.

3.6.4.3 RazteleSenje in odvzem vzorcev tkiv

Po odvzemu krvi smo nadaljevali z razteleSenjem in odvzemom organov. Secirno orodje
smo sproti Cistili s toplo vodo in etanolom ter razkuZevali v suhem sterilizatorju na
steklene kroglice. Secirali smo v brezpraSni komori na podlagi iz plute, prekriti s PVC
vrecko, ki smo jo pred tem razkuZili z etanolom. Po vsaki secirani Zivali smo PVC vrecko
zamenjali in delovno povrsino dobro prebrisali z etanolom. Vse vzorce smo takoj prenesli
v mikrocentrifugirko, zamrznili v teko¢em dusSiku ter kasneje prenesli v zamrzovalnik pri -
70 °C.

Usmréeno zival smo fiksirali v razkoracen poloZaj in dobro poSkropili z etanolom. S
Skarjami smo prerezali kozo najprej po sredini trebuha proti vratu in nato pre¢no od
srediS¢a proti vsaki od okonc¢in. KoZo smo nezno povlekli na vsako stran in jo fiksirali na
podlago. S Cisto pinceto in Skarjami smo najprej odvzeli axilarne limfne vozle in nato e
vseh 5 parov mle¢nih Zlez, ki smo jih pred zamrzovanjem razrezali na manjSe koscke.
Zival smo zopet poskropili z etanolom, s &istim priborom odprli trebusno votlino in s &im
manj premikanja Crevesja izrezali vranico ter ledvico. Prebavno cev smo odrezali na
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podrocju poziralnika (nekaj mm od Zelodca) in na podro¢ju danke, celotno Crevesje
potegnili iz trebudne votline in raztegnili tako, da sta bila danka in poziralnik dovolj
oddaljena od mezenteri¢nih limfnih vozlov in da ni prislo do kontaminacije mezenteri¢nih
limfnih vozlov. S ¢istim priborom smo odvzeli mezenteri¢ne limfne vozle in koséek jeter.

3.6.5 Analiza vzorcev

Vzorce smo analizirali s kombinacijo genetskih in klasi¢nih mikrobioloskih metod. Glede
na rezultate iz prvega poskusa smo pri analizi vzorcev iz drugega poskusa pri nekaterih
postopkih uvedli spremembe in dopolnitve. Shematski prikaz poteka analiz v obeh
poskusih je prikazan na Sliki 11.

genetske metode klasi¢ne metode
zdruzitev izolacija MZ | razmaz na KA % ba]%t. o
paralelnih 4—| cclokupne |c= MV teri)
vzorcev DNA \

bogatenje v

\[ \|MLEKOIL o
celokupno St. -

A7

0 razmaz na
bakterij MRS in
MRSF
selvonsh pcRza || izolaciia DNAz | fkonorci zivin
metagenoma sev, rod spirkov MKB
prisotnost prisotnost
sestava DNA Zivih
mikrobiote sevov LGG sevov LGG
in LK7® in LK7S

Slika 11: Shematski prikaz poteka analiz vzorcev. Barva pusic oznacuje razlike med obema poskusoma:
siva — postopki, izvedeni v obeh poskusih, rde¢a — postopki, izvedeni samo v prvem poskusu, modra —
postopki izvedeni samo v drugem poskusu. MZ — mleéna Zleza, MV — mezenteriéni limfni vozli, MKB —
mleénokislinske bakterije, LGG — Lactobacillus rhamnosus GG, LK7® — sev Lactobacillus gasseri K7
odporen proti rifampicinu, PCR — veriZna reakcija s polimerazo, KA — krvni agar, RT-PCR — PCR v realnem
asu, MRS® — MRS z dodatkom rifampicina.

Figure 11: Schematic view of sample analysis workflow. Colour of arrows indicate the differences between
the two sets of experiment: grey — procedures carried out in both sets, red — procedures carried out only in the
first set, blue — procedures carried out only in the second set of the experiment. MZ — mammary gland, MV —
mesenteric lymph nodes, MKB - lactic acid bacteria, LGG — Lactobacillus rhamnosus GG, LK7® —
rifampicin resistant strain Lactobacillus gasseri K7, PCR — polymerase chain reaction, KA — blood agar, RT-
PCR - real time PCR, MRS® — MRS with addition of rifampicin.
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3.6.5.1 Analiza vzorcev krvi

Heparinzirane vzorce krvi smo razdelili na tri dele. Del (100 pul) smo odpipetirali v 900 pl
tekocega gojisca MRS in bogatili 24 ur pri 37 °C. Po 24-ih urah smo 100 pl suspenzije
razmazali na trdno gojisée MRS in trdno gojis¢e MRSF ter po 72 urah zrasle kolonije sprali
z gojis¢a z 2 ml PBS ter shranili pri -20 °C do izolacije DNA (poglavje 3.6.5.5). V
primeru, da je izraslo zgolj nekaj kolonij (do 50), smo morfolosko razli¢ne kolonije pobrali
s sterilnim zobotrebcem in jih prenesli v 15 ul 5 x Green GoTaq Flexi pufra. MeSanico smo
nato 15 min inkubirali pri 99 °C ter zamrznili pri -20 °C do analize s PCR (poglavje
3.6.5.6), kjer smo tako prekuhano suspenzijo obravnavali kot izolirano DNA.

Preostali del krvi smo razdelili na polovico in eno polovico zamrznili v teko¢em dusiku,
drugo polovico pa 15 min centrifugirali pri 3000 x g pri 4 °C ter supernatant (krvna
plazma) zamrznili v teko¢em duSiku. Oba vzorca smo nato prenesli na -70 °C.

3.6.5.2 Analiza vzorcev mle¢ne Zleze in mleka

Vzorce mle¢ne Zleze smo odmrznili, stehtali in prestavili v odrezano sterilno
mikrocentrifugirko (12 ml, TPP, Svica). Nato smo dodali polovi¢no koli¢ino PBS in ob
hlajenju na ledu homogenizirali s paliénim homogenizatorjem (Ultra-turrax T8, Ika,
Nemcija). Celoten postopek priprave vzorca smo izvajali ob ognju. Po homogenizaciji smo
kovinski del palicnega homogenizatorja razstavili, sprali s curkom destilirane vode in
oCistili in nato splaknili Se z etanolom. Kovinski del palicnega homogenizatorja smo
potopili v 70 % ctanol in homogenizator vkljuéili za nekaj sekund. Postopek smo ponovili
Se s sterilnim PBS.

Po konc¢ani homogenizaciji smo 100 pl homogenata odpipetirali v 900 pl teko¢ega gojisca
MRS in bogatili 24 ur pri 37 °C. Po 24-ih urah smo 100 pl suspenzije razmazali na trdno
gojis¢e MRS in trdno gojisée MRS®. Po 72 urah inkubacije pri 37 °C smo zrasle kolonije
sprali z gojis¢a z 2 ml PBS ter shranili pri -20 °C. V drugem poskusu smo vzorec
homogenata in njegovo 10-kratno red¢itev (v PBS) razmazali tudi na krvni agar (KA; BD,
ZDA\). Kolonije na plosc¢ah krvnega agarja smo Steli po 48-ih urah aerobne in anaerobne
inkubacije pri 37 °C.

V prvem poskusu smo za izolacijo DNA iz vzorcev mle¢ne zleze v 2-mililitrsko
mikrocentrifugirko zatehtali 338 mg homogenata, kar je ustrezalo 225 mg Cistega tkiva, pri
drugem pa 450 mg homogenata (300 mg ¢istega tkiva) in vzorec shranili pri -70 °C do
nadaljnje obdelave. Ostanek homogenata smo shranili pri -70 °C.
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V prvem poskusu smo mleko odmrznili, premeSali na vibracijskem meSalniku, 40 pl
homogenata odpipetirali v 360 pl tekocega gojis¢a MRS in bogatili 24 ur pri 37 °C. Po 24-
ih urah smo 100 pl suspenzije razmazali na trdno gojis¢e MRS in trdno gojis¢e MRSR ter
po 72-ih urah inkubacije pri 37 °C v anaerobnih pogojih pregledali morebitne zrasle
kolonije. V drugem poskusu smo celoten vzorec mleka uporabili za izolacijo DNA.

3.6.5.3 Analiza vzorcev mezenteri¢nih limfnih vozlov

Vzorce mezenteri¢nih limfnih vozlov smo odmrznili, stehtali, dodali 9-kratno koli¢ino PBS
(cca. 400 ul) in ob hlajenju na ledu homogenizirali s paliénim homogenizatorjem. PO
kon¢ani homogenizaciji smo 50 pl homogenata odpipetirali v 450 pl tekocega gojisca
MRS in bogatili 24 ur pri 37 °C. Po 24-ih urah smo 100 pl suspenzije razmazali na trdno
gojisée MRS in trdno gojis¢e MRS ter po 72-ih urah inkubacije pri 37 °C v anaerobnih
pogojih zrasle kolonije sprali z gojis¢a z 2 ml PBS ter shranili pri -20 °C. V drugem
poskusu smo 10-krat in 100-krat red¢en vzorec homogenata v PBS razmazali tudi na krvni
agar (BD, ZDA). Kolonije na ploscah krvnega agarja smo steli po 48-ih urah aerobne in
anaerobne inkubacije pri 37 °C.

3.6.5.4 Izolacija DNA iz tkiv in mleka

Homogenizirane vzorce tkiv smo odmrznili, dodali 1 ml ohlajenega PBS in centrifugirali 5
min pri 14000 x g in 4 °C. Supernatant smo zavrgli in s sterilno pinceto in filter papir¢kom
obrisali mascobo z roba mikrocentrifugirke. Nato smo dodali 600 ul meSanice 50 mM
EDTA, lizocima (10 mg/ml) in mutanolizina (12,5 U/ml) ter dobro premeSali. Suspenzijo
smo inkubirali v vodni kopeli 2 uri pri 37 °C, pri ¢emer smo jo vsake pol ure dobro
premeSali na vibracijskem meSalniku. Po encimski obdelavi smo suspenzijo 5 min
centrifugirali pri 14000 x g in 23 °C, odlili supernatant in s sterilno pinceto in filter
papirckom obrisali preostalo maS¢obo z roba mikrocentrifugirke. Pri nadaljnjem postopku
izolacije smo uporabili komercialni komplet za izolacijo DNA (Qiagen stool Mini Kit,
Qiagen, 51504), pri ¢emer smo postopek prilagodili nasim vzorcem tako, da smo peletu
dodali 1,4 ml pufra ASL (iz kompleta), dobro premeSali in sonicirali s sonikatorjem
Soniprep 150 (MSE Scientific Instruments, VB) v treh ciklih po 30 s delovanja in 15 s
odmora. Med sonikacijo smo meSanico hladili z ledeno vodo. MeSanico smo nato 5 min
inkubirali pri 95 °C ter se naprej ravnali po navodilih proizvajalca.

Da bi povecali izplen izolacije, smo v drugem poskusu postopek izolacije DNA prilagodili
tako, da smo za izolacijo uporabili vecjo koli¢ino homogenata (300 mg cCistega tkiva).
Poleg tega smo proizvajal¢eva navodila za izolacijo DNA (Qiagen stool Mini Kit, Qiagen,
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51504) dodatno prilagodili tako, da smo pri postopku obdelave s proteinazo K namesto 200
ul uporabili 600 pl supernatanta in posledi¢no na kolono za izolacijo DNA nanesli 600
namesto 200 ul vzorca. Vezano DNA smo s kolone izprali z dvakratnim izpiranjem s 100
ul AE pufra (iz kompleta), namesto z enkratnim izpiranjem z 200 pl.

3.6.5.5 Izolacija DNA iz spirkov kolonij s trdnih gojis¢

Genomsko DNA iz bakterij, ki so zrasle na trdnem gojis¢u MRS in MRS® po 24-urnem
bogatenju, smo izolirali s pomoc¢jo komercialnega kompleta za izolacijo genomske DNA
(Wizard Genomic DNA Purification Kit; Promega, A1120). Pri postopkih izolacije smo se
drzali originalnih navodil proizvajalca (Protokol za izolacijo genomske DNA iz
grampozitivnih in gramnegativnih bakterij).

3.6.5.6 Ugotavljanje prisotnosti sevov LGG in LK7 z metodo PCR

Za ugotavljanje prisotnosti seva LGG smo uporabili za sev specificna ZO (Ahlroos in
Tynkkynen, 2009) LGG_for (5-CGCCCTTAACAGCAGTCTTCAAAT-3') in LGG_rev
(5-ACGCGCCCTCCGTATGCTTAAACC-3).

Mesanico PCR (25 ul) smo sestavili iz:
> 1 x Green GoTaq Flexi pufra;
1,5 mM MgCly;
0,2 mm dNTP;
1,0 UM vsakega od ZO;
0,625 U GoTaq DNA polimeraze;
1 pl 100-krat v vodi red¢ene DNA iz vzorca.

YV VV VYV

Program PCR se je zacel z denaturacijo pri 95 °C (1 min), prileganjem ZO pri 65 °C (1
min) in podaljSevanjem verige pri 72 °C (1 min). Nato je sledilo 5 ciklov denaturacije pri
95 °C (1 min), prileganja ZO pri 60 °C (1 min) in podaljSevanja verige pri 72 °C (1 min) ter
25 ciklov, pri katerih je bilo prileganje ZO pri 55 °C. Sledilo je zaklju¢no podaljSevanje
verige pri 72 °C (5 min) in inkubacija pri 4 °C (vsaj 15 min). Pomnozke smo preverili z
elektroforezo na agaroznem gelu, kot je opisano v poglavju 3.4.2.

Za ugotavljanje potrjevanja prisotnosti seva LK7 smo uporabili par ZO GasA_2F/R po
protokolu, ki je opisan v poglavju 3.4.2.
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3.6.5.7 Ugotavljanje prisotnosti dolo¢enih rodov in vrst bakterij z metodo PCR

V prvem poskusu smo v vzorcih DNA iz mezenteri¢nih limfnih vozlov, mle¢ne Zleze in
mleka ugotavljali prisotnost znacilnih nukleotidnih zaporedij za razli¢ne rodove in vrste
bakterij. Pri tem smo uporabili za rod in za vrsto specificne ZO, ki so navedeni v
Preglednici 6. MeSanico PCR (25 pl) smo sestavili iz:

» 1 x Green GoTaq Flexi pufra;
1,5 mM MgClI; (pri ZO Prl in Rhall smo uporabili 2 mM));
0,2 mm dNTP;
0,5 uM vsakega od ZO;
0,625 U GoTaq DNA polimeraze;
1 ul 100-krat v vodi red¢ene DNA iz vzorca.

YV V V VYV

Preglednica 6: Zacetni oligonukleotidi za ugotavljanje rodu ali vrste bakterij.

Table 6: Oligonucleotide primers for bacterial genus and species determination.

Dolzina
Taréni pomnoz  Program
Ime organizem Nukleotidno zaporedje (5'—3") ka [bp] PCR
LbLMA1-rev® Lactobacillus CTCAAAACTAAACAAAGTTTC 200-250 95°C (155),
R16-1° spp. CTTGTACACACCGCCCGTCA 55 °C (30s),
72°C (305)
Lgas-3° Lactobacillus AGCGACCGAGAAGAGAGAGA 360 95 °C (30 5),
Lgas-2° gasseri TGCTATCGCTTCAAGTGCTT 65 °C (2 min),
74 °C (2 min)
Pri° Lactobacillus CAGACTGAAAGTCTGACGG 150-400 95°C (305),
Rhall® rhamnosus GCGATGCGAATTTCTATTATT 58 °C (30 s),
72°C (305)
EncF® Enterococcus CCCTTATTGTTAGTTGCCATCATT 144 95 °C (1559),
EncR® spp. ACTCGTTGTACTTCCCATTGT 61 °C (30s),
72°C (455)
STRI° Streptococcus TGTTTAGTTTTGAGAGGTCTTG 150-210 95°C (30),
STRII® spp. CGTGGAATTTGATATAGATATTC 55 °C (30s),
72°C (305)
STAI° Staphylococcus GGAATAACGTGACATATTGTA 100-200 95°C (305),
STAII® spp. TTCACTCGGTTTTGCTTGG 55 °C (30s),
72°C (305)

®Dubernet in sod. (2002); "Song in sod. (2000); “Walter in sod. (2000); “Rinttila in sod. (2004); *Forsman in
sod. (1997)

Reakcijo smo zaceli z zacetno dvominutno denaturacijo pri 95 °C, Kateri je sledilo 30
ciklov denaturacije, prileganja in podaljSevanja pri pogojih, specifi¢nih za vsak par ZO
(Preglednica 6). Reakcijo smo koncali s 5 min podaljSevanja pri 72 °C. Pomnozke smo
preverili z elektroforezo na agaroznem gelu kot je opisano v poglavju 3.4.2.
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3.6.5.8 Ugotavljanje Stevila kopij genov za 16S bakterijsko ribosomalno RNA (rDNA) z
metodo PCR v realnem Casu

Za ugotavljanje Stevila kopij 16S rDNA je bilo najprej potrebno pripraviti standardno
umeritveno premico. Pripravili smo 5- ali 3-kratne zaporedne red¢itve vzorcev DNA seva
Bacteroides thetaiotaomicron DSM2079, izolirane iz 1 ml prekono¢ne kulture, ki smo jo
centrifugirali 5 min pri 12000 x g in pelet dvakrat sprali s PBS. Nato smo nadaljevali po
postopku za izolacijo DNA iz tkiv in mleka (poglavje 3.6.5.4). Po koncani izolaciji Smo
spektrofotometri¢no dolo¢ili koncentracijo izolirane DNA in glede na izmerjeno
koncentracijo DNA izracunali $t. kopij taréne DNA/pul po enacbi (2):

CDNAxN 4
ky = ng * ——A

(2)

N asmy,

pri ¢emer je ki — St. kopij taréne DNA/ul, n; — §t. tarénih sekvenc v genomu seva
Bacteroides thetaiotaomicron DSM2079 [6], Cona — izmerjena koncentracija DNA [ng/ul],
Na — Avogadrovo tevilo [6,022 * 10% bp/mol], Iona — dolZina genoma [4,693 * 10° bp],
Mpp — povprec¢na molska masa baznega para v dvoverizni DNA [6,6 * 10" ng/mol].

V vzorcih izolirane DNA iz tkiv in mleka iz drugega poskusa smo spektrofotometricno
(NanoVue 4282; GE Healthcare Life Sciences, Velika Britanija) dolocili koncentracijo
izolirane DNA z merjenjem absorbance pri 260 nm. Nato smo vsak vzorec DNA red¢ili z
Milli-Q (Sigma, 95284) do koncentracije DNA10 ng/pl.

Za dolocitev Stevila kopij 16S rDNA v DNA, izolirani iz razli¢nih vzorcev iz drugega
poskusa, smo uporabili ZO, specificna za variabilno regijo V3 na 16 S rDNA, Ki
pomnoZujeta 200 bp dolg produkt (Fierer in sod., 2005):

» Eub338F: 5-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3;;

» Eub518R: 5-ATTACCGCGGCTGCTGG-3.

Reakcijska meSanica (20 pl) za PCR v realnem cCasu je vsebovala:
» 0,2 UM vsakega od ZO;
» 1 x KAPA SYBR FAST Universal 2X gPCR Master Mix (KapaBiosystems,
KK4601);
» 1 pl redcitve standardne DNA ali pa 1 pl umerjene genomske DNA vzorca
(umerjena na 10 ng/ul).
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Reakcijo smo izvajali v aparatu Stratagene Mx3000P (Stratagene, ZDA) po naslednjem
programu:
» 2 min pri 50 °C in 2 min pri 95 °C (zacetna denaturacija DNA);
» 30 ciklov po: 1 min pri 95 °C, 30 s pri 53 °C in 1 min pri 72 °C;
» 1minpri72°C;
» disociacijska krivulja (1 min pri 95 °C, 1 min pri 70 °C, od¢itavanje fluorescence
pri vsakem dvigu T za 0,5 °C do kon¢nih 95 °C).

Analize vseh DNA iz vzorcev in redc¢itev standardne DNA so bile narejene v paralelkah.
Po koncani reakciji smo dobljene podatke o intenziteti fluorescence pri vsakem ciklu
obdelali s programom MxPro QPCR Software (Stratagene, ZDA). Ucinkovitost
pomnozevanja in $t. kopij 16S rDNA v vzorcu smo dolocili glede na izdelano umeritveno
premico. Specificnost pomnozevanja smo ugotavljali na osnovi disociacijske Krivulje.
Razli¢ni fragmenti se med seboj lo¢ijo po razli¢ni temperaturi talis¢a DNA (vrh krivulje).

3.6.5.9 Globinsko sekvenciranje metagenoma

Vzorce DNA, izolirane iz mezenteri¢nih limfnih vozlov, mle¢nih Zlez in mleka iz drugega
poskusa na brejih misih, smo analizirali z globinskim sekvenciranjem metagenoma. Ker je
metoda razmeroma draga, smo po 4 paralelne vzorce mezenteri¢nih limfnih vozlov,
mlecne zleze in mleka iz vsake skupine zdruzili, tako da smo dobili zgolj 18 vzorcev (3
skupine, 2 Casa vzoréenja, 3 tipi vzorcev). Tako smo na primer vzorce mezenteri¢nih
limfnih vozlov misi, Zrtvovanih osmi dan po kotitvi in hranjenih z LK7® (K4/3, K4/4,
K4/5, K4/6), zdruzili v vzorec K4-MV. Vsak zdruzen vzorec izolirane DNA je tako
vseboval po 20 ul DNA, izolirane iz tkiv Stirih zivali iz iste skupine. Pri kontrolni skupini,
zrtvovani osmi dan po kotitvi, smo uporabili vzorce dveh Zivali iz prvega poskusa (N4/1 in
N4/2), ker smo v drugem poskusu imeli v tej skupini samo dve zivali. Zdruzeno DNA smo
poslali podjetju DNAVision (Belgija), ki izvaja storitve globinskega sekvenciranja z
napravo Roche GS-FLX 454 (Roche, Svica) in bioinformacijske analize dobljenih
podatkov.

Za pripravo knjiznice so uporabili ZO 784F and 1061R, ki so specifi¢ni za V5-V6

variabilno regijo 16S rDNA (Andersson in sod., 2008). Nadaljnji postopki sekvenciranja in
obdelave podatkov so natanéneje opisani v publikaciji De Filippo in sod. (2010).
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4 REZULTATI

41 RAZVOJ METODE ZA UGOTAVLJANJE LK7 V KOMPLEKSNIH VZORCIH

Sev LK7 proizvaja dva specifi¢na bakteriocina, gasericin K7A in gasericin K7B (Rogelj in
Bogovi¢ Matijasi¢, 2006). Genske determinante za oba bakteriocina bi lahko bile primerna
tar¢a za odkrivanje seva LK7 z metodo PCR v vzorcih z bogato mikrobioto, kot so mleko
in blato. Seveda pa je bilo potrebno ugotoviti, ali so dovolj specifi¢ne, zato smo morali
najprej ugotoviti pogostost pojavljanja genov za oba bakteriocina v ¢im ve¢jem Stevilu
sorodnih, referen¢nih sevov in blatu zdravih prostovoljcev, ki nikoli niso uzivali seva LK?7.
Za namen poskusa smo izdelali vrsto zacetnih oligonukleotidov (ZO), specifi¢nih za dele
regij, ki kodirajo gasericin K7 A in K7 B. Nove in ze obstoje¢e ZO smo nato uporabili pri
PCR, kjer smo kot matricno DNA uporabili DNA iz vzorcev ¢istih kultur sevov iz rodu
Lactobacillus (skupina acidophillus) ter DNA, izolirano iz blata 45-ih zdravih
prostovoljcev, ki nikoli niso uzivali LK?7.

4.1.1 Pojavljanje genskih determinant za gasericina K7 A in K7 B v razli¢nih
referenc¢nih sevih iz rodu Lactobacillus

Pojavljanje genskih determinant za gasericin K7 A in K7 B smo preverili na 18-ih
referen¢nih sevih iz rodu Lactobacillus (skupina acidophillus). Rezultati so prikazani v
Preglednicah 7 in 8. Nekateri sevi vsebujejo le dele genskega klastra za gasericin K7 A.
Pomnozevanje z vsemi ZO, specificnimi za gasericin K7 A, je bilo uspeSno pri sevih
Lactobacillus gasseri 17266, LK7, Lactobacillus gasseri LF221 in Lactobacillus johnsonii
1158. PomnoZevanje z ZO GasA _2F/R, ki kodira aktivno podenoto gasericina K7 A, je
bilo uspedno samo v primerih, ko je bilo uspeSno pomnoZevanje z vsemi ZO.

Podobno kot pri gasericinu K7 A, smo pri K7 B opazili, da nekateri sevi vsebujejo le dele
genskega klastra za gasericin K7 B. PomnoZevanje z vsemi ZO, specifiénimi za gasericin
K7 B, je bilo uspesdno le pri Lactobacillus gasseri LF221 in LK7. UspeSno pomnoZevanje z
vsemi ZO je sovpadalo s pomnoZevanjem z ZO GasB_3F/R in GasB_4F/R, ki kodirajo
komplementarno in aktivno podenoto gasericina K7 B.

Skupno je tako izmed 14-ih ZO (Preglednici 4 in 5), testiranih na 18-ih sevih, en par ZO
izkazoval specifi¢nost za celotni genski klaster gasericina K7 A (GasA_2F/R) in 2 para ZO
za celotni genski klaster gasericina K7 B (GasB_3F/R in GasB_4F/R), saj so bili ustrezni
produkti prisotni zgolj takrat, ko so bili prisotni pomnoZzki pri vseh uporabljenih ZO.
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Preglednica 7: Detekcija genov za gasericin K7 A v razli¢nih referen¢nih sevih. AcP — aktivna podenota, CP
— komplementarna podenota, IP — domnevni protein imunosti, ES — kon¢éni del zaporedja, + — zaznan produkt
ustrezne velikosti, - —produkt ustrezne velikosti ni zaznan.

Table 7: Detection of gassericin K7 A genes in different reference strains. AcP — active subunit, CP —
complementary subunit, IP — putative immunity protein, ES — end sequence, + — detected product of the
appropriate size, - — absence of product of the appropriate size.

Zacetni oligonukleotidi (Proteini, ki jih kodirajo taréna zaporedja)

GasA_1 LFA GasA 2 GasA_ 3 GasA 4

F/IR BOJA/B 185/268 F/IR F/IR F/IR
Sev (CP) (CP-AcP) (AcP) (AcP) (1P) (ES)
L. acidophilus ATCC 4356 - - - - N -
L. acidophilus CCDM 109 - - - - - -
L. acidophilus CCDM 149 - - - - - -
L. gasseri CCDM 214 - - - - +
L. gasseri CCDM 215 - + + - R .
L. gasseri CCDM 332 - - - - . +
L. gasseri CCDM 335 + + + - + }
L. gasseri CCDM 340 - + + + +
L. gasseri CCDM 377 - - - - . +
L. gasseri DSM 20243 - - - - - +
L. gasseri FAM 17266 + + + + + +
L. gasseri FAM 17828 - - - - R .
L. gasseri K7 + + + + + +
L. gasseri LF221 + + + + + "
L. johnsonii ATCC 11506 - - - - - -
L. johnsonii FAM 1158 + + + + + 4

L. johnsonii NCC 533 - - - - -
L. johnsonii FAM 17265

4.1.2 Pojavljanje genskih determinant za gasericina K7 A in K7 B v mikrobioti blata
zdravih prostovoljcev, ki niso uzivali seva LK7

Z namenom, da izberemo primerne ZO za detekcijo LK7 z metodo PCR v kompleksnih
vzorcih, smo Sest izbranih ZO preizkusili na realnih vzorcih, vzorcih blata zdravih
prostovoljcev. Poleg stirih ZO, ki so jih Ze uporabili v preteklih studijah (Canzek Majhenié
in sod., 2003; Zori¢ Peternel in sod., 2010), smo preizkusili Se dva ZO (GasA_2F/R in
GasB_4F/R), ki sta v preskusu na referen¢nih sevih izkazovala specifi¢nost za celotni
genski klaster gasericina K7 A in K7 B. Kot matricno DNA smo uporabili DNA izolirano
iz blata 45-ih zdravih prostovoljcev, ki niso uzZivali LK?7.

Na celokupni bakterijski DNA iz blata prostovoljcev smo z izbranimi ZO v PCR uspeli
potrditi prisotnost razlicnih genskih determinant za gasericina K7 A in K7 B (Preglednica
9). Najpogosteje se je pojavljalo taréno zaporedje, ki smo ga pomnozili z ZO B 348/833 in
kodira del transportnega proteina ter del komplementarne podenote gasericina K7 B.
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Odsotnost specificnega PCR produkta po pomnoZevanju genomske DNA iz blata zdravih
prostovoljcev z ZO GasA_2F/R in GasB_4F/R nakazuje na smiselnost njune uporabe pri
detekciji LK7 v kompleksnih vzorcih. GasA 2F/R smo tako pri nadaljnjih poskusih
uporabljali za ugotavljanje prisotnosti LK7 v razli¢nih vzorcih.

Preglednica 8: Detekcija genov za gasericin K7 B v razli¢nih referenénih sevih. AP — domnevni dodatni
transportni protein, CP — komplementarna podenota, AcP — aktivna podenota, TP — domnevni transportni
protein, IP — domnevni protein imunosti, + — zaznan produkt ustrezne velikosti, - —produkt ustrezne velikosti
ni zaznan.

Table 8: Detection of gassericin K7 B genes in different reference strains. AP — putative additional transport
protein, CP — complementary subunit, AcP — active subunit, TP — putative transport protein, IP — putative
immunity protein, + — detected product of the appropriate size, - — absence of product of the appropriate size.

Zacetni oligonukleotidi (Proteini, ki jih kodirajo taréna zaporedja)

GasB_  GasB_ B K7Bcf. GasB_ GasB_ LFB GasB _
1F/R 2F/R 348/833 for/rev 3F/R 4F/IR 1193/1262  5F/R
Sev (TP) (AP) (AP-CP) (CP) (CP) (AcP) (AcP) (IP)

L. acidophilus
ATCC 4356

L. acidophilus
CCDM 109

L. acidophilus
CCDM 149

L. gasseri
CCDM 214

L. gasseri
CCDM 215

L. gasseri
CCDM 332

L. gasseri
CCDM 335

L. gasseri
CCDM 340

L. gasseri
CCDM 377

L. gasseri DSM
20243

L. gasseri FAM
17266

L. gasseri FAM
17828

L. gasseri

K7

L. gasseri LF221 + + + + + + + +
L. johnsonii
ATCC 11506

L. johnsonii
FAM 1158

L. johnsonii NCC
533

L. johnsonii
FAM 17265
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Preglednica 9: Pogostost pojavljanja genskih determinant za gasericina K7 A in K7 B v mikrobioti blata

zdravih prostovoljcev, ki niso uzivali seva Lactobacillus gasseri K7.

Table 9: Prevalence of gassericins K7 A and K7 B gene determinants in faecal microbiota from adult

volunteers who didn’t consumed Lactobacillus gasseri K7.

Zacetni Taréni sen Prisotnost v mikrobioti
oligonukleotid & blata [%6]

LFA 185/268 aktivna podenota gasericina K7 A 4,4

BOJA/B komplementarna/aktivna podenota gasericina 156

K7 A
GasA 2F/R aktivna podenota gasericin K7 A 0,0
B 348/833 transportni proteln/k.omplementarna podenota 222
gasericina K7 B

K7B c.f. for/rev komplementarna podenota gasericina K7 B 20,0
GasB_4F/R aktivna podenota gasericina K7 B 0,0

!(8t. pozitivnih vzorcev/st vseh)*100
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4.2 PREHAJANJE BAKTERIJ LK7 PREKO SLOJA EPITELNIH CELIC H4-1 IN
PREZIVETJE ZNOTRAJ DENDRITICNIH CELIC

4.2.1 Rast in diferenciacija celic H4-1 na filtrih s porami premera 3 pm

Po pri¢akovanjih so celice na poroznih filtrih rasle pocasneje kot v stekleniCkah.
Velikokrat se je zgodilo, da celice po 7 dneh niso razvile ustrezne TEER. Poleg tega smo
pogosto opazili neenakomerno rast TEER na vstavljenih filtrih na isti plosci. Na Sliki 12 je
prikazan razvoj TEER celic H4-1 na poroznih filtrih s premerom 3 pm. Celice so najvecji
TEER dosegle med 11. in 14. dnem (139 + 16 Q*cm?), zato smo vse nadaljnje poskuse
izvajali v tem obdobju gojenja. Po 15-ih dneh gojenja so celice zacele propadati, kar se je
odrazalo tudi v padcu upornosti.

250
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175 A

150 A
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100 A
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75 4

50

25 4

¢as [dnevi]

Slika 12: Razvoj transepitelne elektri¢ne upornosti (TEER) celic H4-1 na poroznih filtrih s premerom 3 um.
Pred vsakim merjenjem smo zamenjali medij na obeh straneh filtra. Rezultati so podani kot povprecna
vrednost 8 meritev+ standardna napaka.

Figure 12: Development of transepithelial resistance (TEER) of H4-1 cells on porous filters with diameter of
3 um. Before each measurement, medium on both sides of the filter was replaced. Results are shown as the
mean value of 8 measurements * standard error.

4.2.2 Doloditev minimalne TEER za nepropustnost bakterij LK7

Da bi ugotovili pri katerem TEER bakterije ne morejo ve¢ spontano prehajati skozi epitelij,
smo epitelne celice, ki smo jih na filtrih s porami premera 3 um gojili 12 dni, izpostavili
bakterijam za 18 ur. Tik pred dodatkom 2 x 10° KE prekonoéne kulture LK7 na apikalno
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stran epitelija, smo izmerili TEER. TEER smo izmerili Se takoj po dodatku, nato pa smo
bakterije z epitelijem 18 ur inkubirali pri fizioloskih pogojih. Po 18-ih urah smo preverili
Stevilo LK7 na spodnji strani filtra. Rezultati so prikazani v Preglednici 10, Kkjer je
razvidno, da TEER takoj po dodatku bakterij pade za priblizno 30 %. Ugotovili smo, da je
minimalna TEER, pri kateri bakterije spontano ne prehajajo epitelija priblizno 130 Q*cm?,
oziroma po dodatku bakterij upornost ne sme pasti pod 100 Q*cm?.

Preglednica 10: Transepitelna elektri¢na upornost (TEER) pred in takoj po dodatku Lactobacillus gasseri
K7 (LK7) ter Stevilo bakterij LK7 na spodnji strani filtra po 18-ih urah inkubacije. TEER smo izmerili pred
in takoj po dodatku 2 x 10° kolonijskih enot (KE) prekono¢ne kulture LK7 na apikalno stran epitelnih celic
H4-1. Podano je Stevilo KE LK7 v mediju na spodnji strani filtra po 18-ih urah inkubacije pri fizioloSkih
pogojih.

Table 10: Transepithelial electrical resistance (TEER) before and immediately after the addition of
Lactobacillus gasseri K7 (LK7) and number of LK7 bacteria on the lower side of the filter after 18 hours of
incubation at physiological conditions. TEER was measured before and immediately after the addition of 2 x
10° colony-forming units (KE) of overnight culture of LK7 on the apical side of epithelial cells H4-1.
Number of KE of LK7 in medium on lower side of the filter after 18 hours of incubation at at physiological
conditions.

TEER pred dodatkom LK7 TEER takoj po dodatku LK7 KE po 18-ih urah na spodnji

[Q*cm’] [Q*cm?] strani filtra
58 12 8
60 12 120
61 22 8
75 29 124
93 44 23
105 41 120
108 68 0
113 71 0
116 91 11
141 70
205 118
345 197

4.2.3 Prehajanje bakterij LK7 skozi sloj epitelnih celic H4-1 in preZivetje znotraj DC

Prehajanje LK7 skozi sloj epitelnih celic H4-1 in prezivetje prevzetih bakterij znotraj DC,
smo proucevali na in vitro modelu crevesnega epitelija (Poglavje 3.5.1). Ustrezno
diferencirane epitelne celice H4-1 smo za 2 uri izpostavili bakterijam LK7 v razmerju
1:100 (NDC:LK7). Po dvourni inkubaciji smo prvi¢ vzoréili medij RPMI® (Vo). Ta vzorec
nam je sluzil kot prvi kontrolni vzorec spontanega prehajanja bakterij. Pritrjene DC smo
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nato izpostavili gentamicinu, ki ne prodre v celice, uni¢i pa morebitne zunajceli¢ne
bakterije. Pri filtrih brez nDC (negativna kontrola) smo gentamicin dodali samo na zgornjo
stran. Po eni uri inkubacije smo zgornji in spodnji medij zamenjali z DMEM™® in RPMI¥
ter nato prezivetje znotraj DC spremljali z vzor¢enjem spodnjega medija z DC, v razli¢nih
terminih med inkubacijo pri fizioloskih pogojih. Po lizi DC z detergentom Triton x-100
smo dolocali Stevilo prezivelih bakterij na trdnem gojis¢u MRS.

V prvem poskusu smo vzoréili po treh, 18-ih in 24-ih urah od dodatka LK7, kar pomeni, da
je bilo vzorcenje po treh urah, takoj po menjavi medija, ki je vseboval gentamicin. Kot je
razvidno iz Preglednice 11, smo pri vsakem vzorcenju vzor¢ili na 4-ih filtrih, pri ¢emer sta
2 sluzila kot negativni kontroli (filtra brez nasajenih nDC in brez dodatka gentamicina na
spodnjo stran). 1zmed vseh vzorcev V, (takoj po dveh urah), smo bakterije ugotovili pri
dveh kontrolnih filtrih, ki so bili vzorceni po treh urah (ni prikazano), kar kaze na to, da je
pri teh dveh filtrih prislo do spontanega prehajanja bakterij. V skladu s tem je bilo Stevilo
bakterij v mediju na spodnji strani filtra po treh urah neStevno (Preglednica 11; Kontrola
(brez nDC)>300 KE).

Preglednica 11: Prehajanje Lactobacillus gasseri K7 (LK7) skozi epitelni sloj celic H4-1 in njihovo
prezivetje znotraj dendriti¢nih celic (DC). nDC — nezrele dendriti¢ne celice, KE — kolonijske enote.

Table 11: Crossing of Lactobacillus gasseri K7 (LK7) through the epithelial layer of H4-1 cells and their
survival within dendritic cellc (DC). nDC — immature dendritic cells, KE — colony-forming units.

t[h] Prisotnost nDC [KE] Kontrola (brez nDC) [KE]
3 70 92 >300 >300
18 6 1 0 0
24 0 0 0 0

Tri ure po dodatku LK7 na apikalno stran epitelnih celic je bilo Stevilo bakterij znotraj DC
najvecje. Po 18-ih urah se je to Stevilo drasti¢no zmanjSalo, po 24-ih urah pa Zivih bakterij
znotraj DC nismo ve¢ zaznali. Trend padanja Stevila znotrajceli¢nih bakterij v odvisnosti
od casa je nakazoval ¢asovno omejeno preZivetje LK7 znotraj DC. To smo Zeleli potrditi z
dodatnimi eksperimenti, vendar nam zaradi ¢asovne omejitve in tezav s celicno linijo Zal ni
uspelo.
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4.3 VPLIV PROBIOTIKOV IN AKTIVINA A NA AKTIVACIJO KINAZ p38 IN
ERK1/2 V DC

4.3.1 Vpliv ActA na rast in diferenciacijo celic H4-1 na filtrih s porami premera 0,4
pm

Rast in diferenciacija celic na poroznih filtrih s porami premera 0,4 um je bila podobna kot
na filtrih s porami 3 um. Moznost opazovanja celic pod svetlobnim mikroskopom nam je
olajSala oceno ali so celice primerne za poskus. Tudi tu smo pogosto opazili neenakomerno
rast TEER na filtrih na isti plosci, kar se kaze tudi v precejSnji standardni napaki pri
proucevanju vpliva ActA na TEER epitelnih celic H4-1 (Slika 13).

Padec TEER pri obeh skupinah celic (z in brez dodatka ActA) kaze na to, da so bile celice
v zadnji fazi razvoja in so pricele odmirati. Kljub temu je bilo dve uri po dodatku ActA
opaziti podoben TEER kakor pred dodatkom, kar pomeni, da ActA v naSem poskusu ni
direktno vplival na spremembo integritete epitelija, saj smo v poskusih uporabili zgolj
dvourno inkubacijo ob prisotnosti ActA.

dodatek ActA

250
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—O— RPMI+ACtA (100 ng/ml)

200 A
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Slika 13: Vpliv aktivina A (ActA) na transepitelno elektri¢no upornost (TEER) epitelnih celic H4-1. ActA
(100 ng/ml) smo dodali v medij RPMI na spodnji strani filtra 15. dan gojenja na poroznih filtrih (¢as 0).
Rezultati so podani kot povpre¢na vrednost 4-ih meritev + standardna napaka.

Figure 13: Effect of activin A (ActA) on transepithelial electrical resistance (TEER) of H4-1 epithelial cells.
ActA (100 ng/ml) was added in RPMI medium on the bottom side of the filters on 15th day of cultivation on
porous filters (time 0). Results are shown as the mean value of 4 measurements + standard error.
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4.3.2 Vpliv probiotikov in ActA na aktivacijo kinaz p38 in ERK 1/2 v DC

Vpliv probiotikov in ActA na aktivacijo p38 in ERK1/2 v DC smo proucevali na in vitro
modelu Crevesnega epitelija, kjer smo na apikalno stran za 2 uri dodali probioti¢ne kulture
LK7, LGG in EcN. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili LPS, kot negativno pa medij
DMEM™™. V primeru proudevanja vpliva ActA smo spodnjemu mediju RPMI® dodali
ActA (skupina ActA) in jo primerjali s kontrolno skupino brez dodatka ActA (skupina
RPMI). Po dveh urah smo pridobili dve frakciji DC: tiste, ki so ostale pritrjene na
poroznem filtru in tiste, ki so se odlepile od filtra. Obe frakciji smo barvali s specifi¢nimi
protitelesi za p-p38 in p-ERK1/2 ter analizirali z ImS.

4.3.2.1 Vpliv nasaditve nDC na porozne filtre na njihovo aktivacijo

Da bi proucili kako nasaditev nDC na porozne filtre vpliva na aktivacijo DC, smo delez
nDC po odmrzovanju pustili v centrifugirki ter jih hranili pri fizioloSkih pogojih toliko
Casa, kolikor je trajal poskus na filtrih (skupaj Sh: 3 h za pripravo modela in 2 uri za
poskus). nDC iz centrifugirke, smo fiksirali istocasno kot tiste, ki smo jih nasadili na
porozne filtre in so predstavljale kontrolno skupino DMEM (na apikalno stran dodan
DMEM™T®, na bazolateralno pa RPMIX).

Primerjava med nDC po odmrzovanju in nasajenimi na porozne filtre pokaze, da je
nasaditev nDC na filtre povzrocila statisticno znacilno aktivacijo p38 in ERKI1/2 ter
povecanje njunega razmerja v prid ERK1/2 (Slika 14 A). Pri nDC je bil opazen dolo¢en
nivo aktivacije p38, kar je najverjetneje posledica samega odmrzovanja celic. Tako pri
aktivaciji p38, kakor tudi pri aktivaciji ERK1/2 smo opazili povetano premestitev
aktiviranih molekul v jedro — povecan indeks premestitve, vendar so bile razlike statisticno
znacCilne zgolj pri premestitvi pERK1/2 (Slika 14 B). Enako velja pri razrasenosti celic
(perimeter), saj smo kljub temu, da smo pri odstranitvi celic iz filtra uporabili tripsin, Se
vedno opazili ve¢jo razraséenost pri skupini DMEM.
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Slika 14: Razlike v aktivaciji dendriti¢nih celic (DC), nasajenih na porozne filtre (skupina DMEM) in
nezrelih DC (nDC) po odmrzovanju. (A) Povpre¢na intenziteta fluorescence p-p38, p-ERK1/2 in njuno
razmerje v nDC in DMEM skupini. (B) Indeks premestitve p-p38 (IPp.pss) in p-ERK1/2 (IPygriir) V jedro
ter perimeter pri nDC in DMEM skupini. Rezultati so podani kot povpre¢na vrednost treh meritev pri nDC in
7 pri DMEM skupini = standardna napaka. * - statisti¢no znacilna razlika glede na nDC skupino (p<0,05).

Figure 14: Differences in the activation of dendritic cells (DC) seeded onto porous filters (DMEM group)
and immature DC (nDC) after thawing. (A) Mean fluorescence intensity of p-p38, p-ERK1/2 and their ratio
in nDC and DMEM group. (B) Translocation index of p-p38 (IPy.p3s) and p-ERK1/2 (IPg.grkar) into nucleus
and perimeter of the nDC and DMEM group. Results are shown as the mean value of 3 measurements in
nDC group and 8 in DMEM groupz standard error. * - statistically significant difference compared to the
nDC group (p<0.05).

4.3.2.2 Vpliv probiotikov in ActA na aktivacijo p38 in ERK1/2 v DC

Pri prou¢evanju vpliva probiotikov na aktivacijo p38 v DC primerjamo znotraj skupine
RPMI (Slika 15, skupina RPMI). Pri tej skupini smo na apikalno stran za 2 uri dodali
probioti¢ne kulture (LK7, LGG, EcN), pozitivno kontrolo (LPS) in negativno kontrolo
(medij DMEM™®), na spodnjo stran pa medij RPMI. Predvsem dodatek EcN ali LPS je
povzrocil statisticno znacilno poveéanje aktivacije p38 v primerjavi z negativno kontrolo
(Slika 15 A, skupina RPMI). Tudi dodatek probiotikov LK7 in LGG je povzro¢il aktivacijo
p38, vendar v primerjavi z LPS v veliko manjSi meri. Podoben trend je bil prav tako
opazen pri aktivaciji ERK1/2 (Slika 15 B, skupina RPMI), a je le pri dodatku ECN opaziti
statisti¢no znacilne razlike v primerjavi z negativno kontrolo.

Indeks premestitve p-p38 (IPp-p3s) v jedro je bil najvecji pri skupini EcN, pri ¢emer je bil
pri ostalih dveh probiotikih pod nivojem negativne kontrole (Slika 15 C, skupina RPMI).
Analiza varianc je pokazala statisticno znacilne razlike med posameznimi skupinami,
vendar s testi mnogoterih primerjav razlik nismo uspeli odkriti. Indeks premestitve p-
ERK1/2 (IPperkir2) v jedro se statisticno ni razlikoval od negativne kontrole (Slika 15 D,
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e

negativni kontroli (DMEM). Pri interpretaciji tega rezultata je potrebno upoStevati, da je
Stevilo celic, pri katerih smo opazili aktivacijo ERK1/2, zelo majhno, Se posebno pri
negativni kontroli (138-400 celic), kar poveca standardne napake pri izraGunu indeksa
premestitve aktiviranih kinaz v jedro. Padec razmerja med premescenimi p-ERK1/2 in p-
p38 (razmerje IPp.erki2/IPp-pzs) pa kaze na to, da je dodatek probiotikov in LPS na
apikalno stran epitelija povzrocil predvsem povecano aktivacijo in premestitev p38, pri
¢emer je pojav najbolj izrazit pri ECN (Slika 15 E, skupina RPMI).

Podatek o perimetru nam pove, kakSna je morfologija celice, saj vecji perimeter celice
pomeni ve¢jo razraséenost. Neparametri¢na analiza varianc (ANOVA) na rangih je pri
perimetru (Slika 15 F, skupina RPMI) pokazala statisti¢éno znacilne razlike med skupinami,
vendar s testi mnogoterih primerjav med posameznimi skupinami razlik nismo odkrili.
Povprecni perimeter je bil pri dodatku LK7, LGG in LPS na apikalno stran epitelija
priblizno enak. Najvecji perimeter so imele DC v EcN skupini.

Pri proucevanju vpliva ActA na aktivacijo p38 v DC primerjamo med skupinama RPMI
(kontrolna skupina). Pri tej skupini smo na apikalno stran za 2 uri dodali probioti¢ne
kulture (LK7, LGG, EcN), pozitivno kontrolo (LPS) in negativno kontrolo (medij DMEM"
ATBY 'na spodnjo stran pa medij RPMI ter skupino ActA, kjer smo na spodnjo stran k RPMI
dodali Se ActA. Kljub temu, da statisti¢na analiza ni pokazala razlik pri vplivu ActA na
aktivacijo DC v primerjavi s kontrolno skupino, je pri nekaterih vzorcih opaziti obcutnejse
razlike. ActA je pri aktivaciji p38 (intenziteta fluorescence p-p38) vplival predvsem na
negativno kontrolo (DMEM) in s tem zmanjSal razlike med negativno kontrolo in
probioti¢nimi skupinami. Dodatek ActA je povzrocil razlike v odzivu DC na razli¢ne
probiotike. Medtem ko je ActA povzrocil povecan perimeter, povecano premestitev p-p38
in p-ERK1/2 pri LGG, je bil pri EcN ucinek nasproten.

Zelo zanimiv je podatek, da je seStevek Stevila celic iz skupin LK7, LGG, EcN in LPS, pri
katerih smo opazili aktivacijo ERK1/2 (Slika 8 G, populacija P7), statisticno znacilno vecje
ob dodatku ActA (ni prikazano). ActA je povecal tudi Stevilo celic, pri katerih smo zaznali
aktivacijo p38 (Slika 8 D, populacija P4), vendar sprememba ni statistiéno znacilna. Pri
tem je potrebno omeniti, da smo tekom analize pogosto opazili vecje Stevilo celic pri ActA
skupini, ¢esar pa nismo opazili po Stetju celic z ImS, najverjetneje zaradi sorazmerno
majhnega Stevila ponovitev in velikih standardnih napak, ki nastanejo tudi tekom postopka
barvanja.
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Slika 15: Vpliv probiotikov in aktivina A (ActA) na aktivacijo p38 in ERK1/2, premestitev p-p38 in p-
ERK1/2 v jedro ter na perimeter DC iz in vitro modela ¢revesnega epitelija. (A) Povpreéna intenziteta
fluorescence p-p38. (B) Povprecna intenziteta fluorescence p-ERK1/2. (C) Indeks premestitve p-p38 (IPp.pzs)
v jedro. (D) Indeks premestitve p-ERK1/2 (IPy.grkir) V jedro. (E) Povpreéno razmerje med premescenimi p-
ERK1/2 in p-p38 (razmerje 1Pperk1/2/IPp-pss). (F) Povprecni perimeter. Rezultati so podani kot povprecna
vrednost treh meritev + standardna napaka, z izjemo LPS, Kjer sta samo 2 meritvi. * - statisti¢no znacilna
razlika glede na DMEM-RPMI skupino (p<0,05).

Figure 15: Effect of probiotics and activin A (ActA) on p38 and ERK1/2 activation, translocation of p-p38
and p-ERK1/2 to the nucleus and perimeter of DC from in vitro model of intestinal epithelium. (A) Mean
fluorescence intensity of p-p38. (B) Mean fluorescence intensity of p-ERK1/2. (C) Translocation index of p-
P38 (IPy.p3s) into nucleus. (D) Translocation index of p-ERK1/2 (IPy.grkar2) into nucleus. (E) Mean ratio
between translocated ERK1/2 and p-p38 (ratio 1Py.grk1/2/IPp-pss). (F) Mean perimeter. Results are shown as
the mean value of 3 measurements + standard error, with exception of LPS group where are only 2
measurements. * - statistically significant difference compared to the DMEM-RPMI group (p<0.05).
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4.3.2.3 Aktivacija p38 in ERK1/2 v odlepljenih DC

V odlepljenih DC ni bilo statisti¢no znacilnih razlik med posameznimi probiotiki v vseh
merjenih parametrih. Ce primerjamo rezultate pritrjenih DC z odlepljenimi DC opazimo,
da so odlepljene DC aktivirane na istem nivoju kot so aktivirane pritrjene DC v primeru,
ko na apikalni strani ni prisotnih bakterij ali LPS (Slika 16; DMEM). Iz tega lahko
sklepamo, da se v ¢asu, ko je apikalna stran epitelija izpostavljena razli¢cnim probiotikom
in LPS, DC aktivirajo predvsem preko direktnega stika.
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Slika 16: Primerjava v aktivaciji p38 in ERK1/2 med pritrjenimi in nepritrjenimi DC. (A) Povpre¢na
intenziteta fluorescence p-p38. (B) Povprecna intenziteta fluorescence p-ERK1/2. Rezultati so podani kot
povpre¢na vrednost 4 do 6 meritev + standardna napaka. * - statisti¢no znacilna razlika glede na skupino
nepritrjenih celic iz iste skupine (p<0,05).

Figure 16: Comparison of the activation of p38 and ERK1/2 between attached and floating DC. (A) Mean
fluorescence intensity of p-p38. (B) Mean fluorescence intensity of p-ERK1/2. Results are shown as the
mean value of 4 to 6 measurements * standard error. * - statistically significant difference compared to the
DMEM-RPMI group (p<0.05).
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4.4 VPLIV PROBIOTIKOV LK7® IN LGG NA MIKROBIOTO MEZENTERICNIH
VOZLOV, MLECNE ZLEZE IN MLEKA MISI

4.4.1 Spremljanje mase Zivali med poskusom

Zivali smo med poskusom vsak dan stehtali (Slika 17). VV obeh poskusih se masa med
skupinami ni razlikovala. V prvem poskusu je bila povpre¢na teza samic ob pri¢etku
parjenja visja, kakor v drugem poskusu (23,6¢/21,1g). V poskusih je bilo opaziti rahel
padec v tezi (v povpre¢ju za 2,4 %) na tisti dan, ko smo zivali depilirali po predelu seskov.
Zivali so kotile 17-18 dni po uspesnem parjenju. Ker je v drugem poskusu ena samica iz
skupine N mladi¢e zavrgla, ena pa splavila, smo imeli v skupini N4 samo dve zivali, kar se
odraza tudi v rahlem odstopanju povpre¢ne mase skupine N od ostalih dveh skupin (Slika
17 B). Povprecne telesne mase in nihanja v masi med brejostjo in po kotitvi so primerljive
z izmerjenimi vrednostmi za linijo FVB/N (Grubb in sod., 2014).
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Slika 17: Povpre¢na masa Zivali med poskusom. (A) Povpreéne mase zivali v skupinah v prvem poskusu.
(B) Povpreéne mase zivali v skupinah v drugem poskusu. N — kontrolna skupina, G — skupina hranjena z
Lactobacillus rhamnosus GG, K — skupina hranjena z Lactobacillus gasseri K7, odpornim proti rifampicinu.
Rezultati so podani kot povpre¢na vrednost 4 do 9 meritev + standardna napaka.

Figure 17: The average weight of the animals during the experiment. (A) The average weight of the animals
in groups for the first experiment. (B) The average weight of the animals in groups for the second
experiment. N — control group, G — group fed with Lactobacillus rhamnosus GG, K — group fed with
rifampicin resistant Lactobacillus gasseri K7. Results are shown as the mean value of 4 to 9 measurements +
standard error.
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4.4.2 Prisotnost Zivih bakterij LGG in LK7F ter njihove DNA v vzorcih odvzetih tkiv

Za ugotavljanje morebitne translokacije apliciranih bakterij in prisotnosti zivih bakterij
LGG in LK7" v vzorcih smo sterilno odvzete vzorce najprej bogatili v hranljivem gojis¢u
MRS, nato pa razmazali na trdno gojis¢e MRS in trdno gojis¢e MRS, Na izolirani DNA iz
zraslih kolonij smo nato z uporabo za sev LGG in gasericin K7 A specificnih ZO, v PCR
preverjali prisotnost znacilnih genskih determinant za oba seva. Ker se genski klaster za
gasericin A lahko pojavi tudi pri drugih laktobacilih, smo v Studiji uporabili LK7, ki je
odporen proti rifampicinu (LK7%). To nam je omogo&ilo dodatno selektivno doloanje
LK7 na MRS gojis¢u z dodanim rifampicinom (MRSF).

4.4.2.1 Prisotnost Zivih bakterij LGG in LK7® v vzorcih krvi

V prvem poskusu smo zrasle kolonije na MRS opazili pri 5-ih vzorcih krvi (misi N1/1,
G1/2 G2/1 G4/1, K2/1), pri drugem pa je na MRS zraslo do najve¢ 10 kolonij pri treh
vzorcih krvi (K3/4, G3/6, G4/5). V obeh primerih pri vzorcih iz misi iz skupine K ni bilo
prisotnih bakterij, odpornih proti rifampicinu. S PCR nismo potrdili prisotnosti LGG ali
LK77 v spirkih zraslih kolonij na MRS.

4.4.2.2 Prisotnost Zivih bakterij LGG in LK7® ter njihove DNA v vzorcih mezenteri¢nih
vozlov

Seznam vzorcev mezenteri¢nih vozlov iz poskusov, pri katerih so zrasle kolonije na MRS
in MRSF, so prikazani v Preglednici 12. V konzorcijih bakterij, spranih s trdnih gojis¢
MRS (spirki) vzorcev G3/1 in G4/2, smo potrdili prisotnost vrste L. rhamnosus in tudi seva
LGG. Pri zivali G3/1 smo prisotnost LGG potrdili tudi v vzorcu DNA, izolirane direktno iz
tkiva. V spirkih iz MRS in MRSF vzorca K1/2 smo potrdili tudi prisotnost vrste L. gasseri
in seva LK7". V vseh ostalih vzorcih DNA, izoliranih iz spirkov in direktno iz tkiv
mezenteri¢nih vozlov, nismo potrdili prisotnosti rodu Lactobacillus, vrst L. rhamnosus in
L. gasseri ter sevov LGG in LK7X.
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Preglednica 12: Prisotnost kolonij na plos¢ah MRS in MRS z rifampicinom (MRS®) po nacepljanju vzorcev
mezenteri¢nih limfnih vozlov iz obeh poskusov. Vzorci so oznaeni po enacbi XNi/N,, pri ¢emer X
predstavlja oznako skupine (N — kontrolna skupina, G — skupina hranjena z Lactobacillus rhamnosus GG ali
K — skupina hranjena z Lactobacillus gasseri K7, odpornim proti rifampicinu), N; predstavlja dan Zrtvovanja
(1 - 15. dan po paritvi, 2 — dan po kotitvi, 3 — 3. dan po kotitvi, 4 — 8. dan po kotitvi) in N, predstavlja
Stevilko paralelke. + — prisotne kolonije, - — ni prisotnih kolonij, / — ni podatka.

Table 12: The presence of colonies on MRS and MRS with rifampicin (MRS®) plates from mesenteric
lymph nodes samples from both experiments. Samples are marked by the formula XN4/N,, where X stands
for group code (N — control group, G — group fed with Lactobacillus rhamnosus GG or K — group fed with
rifampicin resistant Lactobacillus gasseri K7), N, stands for the day of sacrifice (1 — 15 days after mating, 2
— day after delivery, 3 — 3 days after delivery, 4 — 8 days after delivery) and N, for number of the replicate. +
— colonies present, - — colonies not present, / — no data.

1. poskus 2. poskus
Vzorec MRS MRS® Vzorec MRS MRS®

N1/1 + / N3/2 - /
N2/1 + / N3/3 + /
N3/1 + / N3/4 - /
N4/1 + / N3/5 + /
N4/2 + / N4/3 + /
G1/1 + / N4/4 - /
G2/1 - / G3/3 - /
G3/1 + / G3/4 + /
G4/1 + / G3/5 + /
G1/2 + / G3/6 + /
G2/2 - / G3/7 + /
G3/2 + / G4/4 + /
G4/2 + / G4/5 - /
G4/3 + / G4/6 + /
K1/1 - - G4/7 + /
K2/1 - - K3/3 - -
K3/1 + + K3/4 + +
K4/1 + - K3/5 - -
K1/2 + + K3/6 + -
K2/2 - - K4/3 + -
K3/2 - - K4/4 + -
K4/2 + + K4/5 + +

K4/6 + +
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4.4.2.3 Prisotnost Zivih bakterij LGG in LK7® ter njihove DNA v vzorcih mle¢ne Zleze

MKB, zrasle na trdnem gojis¢u MRS, smo pridobili iz vzorcev mle¢nih Zlez zivali N3/1,
N4/1, N4/2, G3/1, G4/1 in K4/2 iz prvega poskusa. V drugem poskusu sta zgolj vzorca
N3/5 in G3/4 vsebovala zive MKB. Iz dobljenih spirkov smo pri vzorcih G3/1 in G4/1
potrdili prisotnost vrste L. rhamnosus in seva LGG. Pri vzorcu G3/1 smo prisotnost DNA
rodu Lactobacillus in seva LGG potrdili tudi v DNA, izolirani direktno iz tkiva mle¢ne
zleze. Pri zivali G3/1 smo tako potrdili prisotnost LGG tako v mezentericnih limfnih
vozlih, kakor tudi v mlecni zlezi. Vzorec K4/2 je vseboval tudi MKB, odporne proti
rifampicinu, vendar seva LK7" nismo uspeli potrditi. V vseh ostalih vzorcih DNA,
izoliranih direktno iz tkiv mle¢nih zlez, nismo potrdili prisotnosti rodu Lactobacillus, vrst
L. rhamnosus in L. gasseri ter sevov LGG in LK7".

4.4.2.4 Prisotnost zivih LGG in LK7R ter njihove DNA v vzorcih mleka

V prvem poskusu smo tako kot vzorce krvi, mezenteri¢nih vozlov in mle¢ne zleze, tudi del
vzorca mleka bogatili v tekodem gojiséu MRS in razmazali na MRS in MRS, Ker pri
nobenem od vzorcev nismo uspeli pridobiti Zivih MKB, smo v drugem poskusu vzorce iz
iste skupine zdruZili in zdruzen vzorec mleka uporabili za izolacijo DNA. V DNA,
izolirani iz vzorcev mleka, sevov LGG in LK7® nismo uspeli potrditi.

4.4.3 Vpliv probiotikov LGG in LK7® na mikrobioto mezenteri¢nih limfnih vozlov,
mlecne Zleze in mleka

Proucevanje vpliva probiotikov LGG in LK 7" na mikrobioto mezenteri¢nih vozlov mle¢ne
zleze in mleka je potekalo na tri nacine. V prvem poskusu smo s PCR preverjali prisotnost
DNA dolo¢enih rodov in vrst v vzorcih iz tkiv izolirane DNA. V drugem poskusu smo
najprej ovrednotili Stevilo zivih bakterij, ki so zrasle na neselektivnem gojiscu (krvni agar).
V vzorcih DNA, izoliranih direktno iz tkiv, smo s PCR preverili Stevilo kopij bakterijske
16S rDNA, iz katerega lahko ocenimo Stevilo bakterij v analiziranih vzorcih. Z
metagenomsko analizo DNA vzorcev smo nato zeleli pridobiti podrobnejSi vpogled v
sestavo mikrobiote mezenteri¢nih vozlov, mle¢ne Zleze in mleka.
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4.4.3.1 Prisotnost DNA dolodenih rodov in vrst v vzorcih mezenteri¢nih limfnih vozlov,
mlecne zleze in mleka

Na vzorcih DNA, izoliranih direktno iz tkiv, pridobljenih v prvem poskusu, smo s PCR
preverili prisotnost Lactobacillus spp., L. gasseri, L. rhamnosus, Enterococcus spp.,
Streptococcus spp. in Staphylococcus spp. Vrste rodu Lactobacillus smo zaznali samo v
primeru vzorca DNA, izolirane iz mle¢ne Zleze zivali G3/1, pri ostalih vzorcih omenjenih
vrst in rodov nismo potrdili. Dejstvo, da smo pri vzorcu mlecne zleze G4/1 ter pri vzorcih
mezenteri¢nih limfnih vozlov G3/1 in K1/2 potrdili prisotnost Zivih LGG in LK7%, nismo
pa potrdili prisotnosti DNA rodu Lactobacillus, nakazuje na to, da sta bila seva prisotna v
zelo majhnih koli¢inah in smo njuno DNA najverjetneje izgubili tekom izolacije ali pa je
bila koncentracija pod mejo detekcije.

4.4.3.2 Stevilo zivih bakterij v vzorcih mezenteriénih vozlov in mleéne Zleze

V drugem poskusu smo vzorec homogenata tkiv mezenteri¢nih limfnih vozlov ali mle¢nih
Zlez in njegovih 10-kratnih redc¢itev razmazali tudi na krvni agar (KA), ki je zelo hranljivo
neselektivno gojis¢e. Plos¢e KA smo inkubirali aerobno in anaerobno, s ¢imer smo
poskusali pridobiti informacijo o tipu bakterij, ki so prisotne v obeh tkivih. Rezultati Stetja
kolonij, izraslih na plos¢ah KA, so prikazani na Sliki 18.

Stevilo kolonijskih enot (KE) pri pozitivnih vzorcih je bilo v posameznih skupinah zelo
razli¢no in je v vecini primerov znasalo manj kot 10 KE na mg oz. 100 mg tkiva. V
splo$nem je bilo Stevilo pozitivnih vzorcev ve¢je pri vzorcih mezenteriénih limfnih vozlov
(pozitivnih 19 od 23-ih vzorcev), kot pri vzorcih mle¢nih Zlez (pozitivnih 12 od 23-ih
vzorcev). V mezenteri¢nih limfnih vozlih je bilo opaziti ve¢ji delez vzorcev, pri katerih so
bakterije zrasle pri anaerobnih pogojih (pozitivnih 18 od 23 vzorcev), medtem ko je bilo v
mlecnih zlezah pogosteje opaziti rast bakterij pri aerobnih pogojih (pozitivnih 14 od 23
vzorcev). Tako pri vzorcih mezenteri¢nih limfnih vozlov kot vzorcih mle¢nih Zlez smo,
razen pri mle¢nih zlezah N4 (samo 2 vzorca), opazili ve¢ pozitivnih vzorcev 8. dan po
kotitvi.
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Slika 18: Stevilo kolonijskih enot (KE), zraslih na krvnem agarju, pri aerobnih (AE) in anaerobnih (AN)
pogojih, po nacepljanju mezenteriénih limfnih vozlov (MV) in mleénih Zlez (MZ). Vzorci so oznaceni po
enacbi XNj, pri ¢emer X predstavlja oznako skupine (N — kontrolna skupina, G — skupina hranjena z
Lactobacillus rhamnosus GG ali K — skupina hranjena z Lactobacillus gasseri K7, odpornim proti
rifampicinu) in N; predstavlja dan Zrtvovanja (3 — 3. dan po kotitvi, 4 — 8. dan po kotitvi). V oklepaju je
podano Stevilo Zivali.

Figure 18: Number of colony-forming units (KE) had grown under aerobic (AE) and anaerobic (AN)
conditions from mesenteric lymph nodes (MV) and mammary glands (MZ). Samples are marked by the
formula XN;, where X stands for group code (N — control group, G — group fed with Lactobacillus
rhamnosus GG or K — group fed with rifampicin resistant Lactobacillus gasseri K7) and N, stands for the
day of sacrifice (3 — 3 days after delivery, 4 — 8 days after delivery). The number of animals is given in
parenthesis.

Zaradi majhnega Stevila zivali v posamezni skupini smo podatke za tretji in osmi dan
Zrtvovanja zdruzili in predstavili na Sliki 19. Ceprav razlike v §tevilu pozitivnih vzorcev
med skupinami niso bile statisti¢no znacilne, kar je delno posledica majhnega Stevila zivali
v posamezni skupini, lahko opazimo manjsi delez pozitivnih vzorcev (prisotnost bakterij)
pri kontrolni (N) skupini in vecji pri probioti¢nih skupinah (G in K). To je Se posebe;j
oitno pri pogostosti pojavljanja bakterij, izraslih pri aerobnih pogojih, pri vzorcih
mezenteri¢nih vozlov. Manjse razlike pa opazimo tudi med probioticnima skupinama G in
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K, in sicer v Stevilu bakterijsko pozitivnih vzorcev mle¢nih Zlez. Delez pozitivnih vzorcev
je vecji pri skupini K.
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Slika 19: Delez (3tevilo) vzorcev mezenteriénih limfnih vozlov (MV) in mle¢nih Zlez (MZ), pozitivnih na
prisotnost bakterij, zraslih na krvnem agarju pri aerobnih (AE) in anaerobnih (AN) pogojih. Podatki vzorcev
pridobljenih na 3. in 8. dan Zrtvovanja so zdruZeni. Stevilo pozitivnih vzorcev od vzorcev vseh Zivali v
skupini je podano v oklepaju. N — kontrolna skupina, G — skupina hranjena z Lactobacillus rhamnosus GG,
K — skupina hranjena z Lactobacillus gasseri K7, odpornim praoti rifampicinu.

Figure 19: Proportion (number) of samples of mesenteric lymph nodes (MV) and mammary glands (MW),
positive for the presence of bacteria, grown on blood agar under aerobic (AE) and anaerobic (AN) conditions.
Data samples obtained 3 and 8 day of sacrifice are combined. Number of positive samples against to total
number of animals is given in parenthesis. N — control group, G — group fed with Lactobacillus rhamnosus
GG, K — group fed with rifampicin resistant Lactobacillus gasseri K7.

4.4.3.3 Stevilo kopij bakterijske 16S rDNA v vzorcih mezenteri¢nih vozlov, mle¢ne Zleze
in mleka

Stevilo kopij bakterijske 16S rDNA v posameznih vzorcih smo dolo¢ili na podlagi
umeritvene premice, ki smo jo pripravili iz 3-kratnih red¢itev  DNA Bacteroides
thetaiotaomicron DSM2079 (Slika 20). Glede na koncentracijo DNA (spektofotometri¢na
meritev) smo izracunali Stevilo kopij v standardnem vzorcu in 3-kratnih red¢itvah.
Koeficient regresijske korelacije (R? in u¢inkovitost pomnoZevanja (E) dobljene
umeritvene premice sta bila znotraj zahtevanih kriterijev (R*>0,985, E>90 % in E<105 %).
Obmodje linearnosti je obsegalo od 9,09 x 10° do 1,38 x 10° kopij taréne DNA.
Disociacijska krivulja je vsebovala vedno samo en vrh pomnoZevanja. Pri kontrolnem
vzorcu brez matricne DNA pomnozevanja v obmoc¢ju umeritvene premice nismo zaznali.
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Slika 20: Povezava med praznim ciklom (Ct) in zaetnim §t. tar¢ 16S rDNA. Umeritvena premica je bila
pripravljena iz 3-kratnih red¢itev znane koncentracije DNA Bacteroides thetaiotaomicron DSM2079. Enac¢ba
regresijske premice, odgovarjajo¢i R in uginkovitost pomnozevanja (E) so prikazani v okvirju.

Figure 20: Correlation between threshold cycle (Ct) and initial 16S rDNA target sequences. The calibration
line was prepared from 3-fold dilutions of known concentration of Bacteroides thetaiotaomicron DSM2079
DNA. Equation of the regression line, the corresponding R? and efficiency (E) of amplification are shown in
the frame.

Povprecno Stevilo kopij bakterijske 16S rDNA na mg izolirane genomske DNA iz vzorcev
mezenteri¢nih limfnih vozlov, mle¢nih Zlez in mleka je prikazano na Sliki 21. Rezultati so
prikazani neodvisno od velikosti tkiva, saj smo pri PCR reakciji vedno uporabili 10 ng
genomske DNA. Rezultati so tako podani kot Stevilo kopij bakterijske DNA glede na
celokupno izolirano DNA.

V skladu s Stetjem aerobnih in anaerobnih bakterij na krvnem agarju je bilo pri vseh treh
tipih vzorcev najmanj3e St. kopij bakterijske 16S rDNA prisotno pri kontrolni skupini, tako
tretji (N3) kakor tudi osmi dan (N4) po kotitvi. OcitnejSe razlike so bile pri vzorcih
mezentericnih limfnih vozlov (Slika 21 A), kjer je bilo $t. kopij pri LK7 skupini tretji dan
po kotitvi (K3) statisticno znacilno vecje v primerjavi s kontrolno skupino. Podobno
razliko smo opazili pri obeh probioticnih skupinah tudi osmi dan po kotitvi (G4, K4),
vendar zaradi samo dveh Zivali pri kontrolni skupini osmi dan po kotitvi (N4) razlike niso
bile statisticno znacilne.

Pri vzorcih mle¢ne Zleze so bile razlike manj ocitne, kazale pa so podobno sliko kot vzorci

mezenteri¢nih vozlov, le da je bilo opaziti manjSe Stevilo kopij 16S rDNA osmi dan po
kotitvi v primerjavi s tretjim dnevom po Kkotitvi.
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Slika 21: Povpreéno $tevilo kopij bakterijske 16S rDNA v ng genomske DNA (gDNA), izolirane iz vzorcev
mezenteri¢nih limfnih vozlov, mle¢nih Zlez in mleka. (A) Vzorci mezenteri¢nih limfnih vozlov. (B) Vzorci
mle¢nih Zlez. (C) Vzorci mleka. Vzorci so oznaceni po enacbi XNy, pri ¢emer X predstavlja oznako skupine
(N - kontrolna skupina, G — skupina hranjena z Lactobacillus rhamnosus GG, K - skupina hranjena z
Lactobacillus gasseri K7, odpornim proti rifampicinu) in N, predstavlja dan Zrtvovanja (3 — 3. dan po kotitvi,
4 — 8. dan po kotitvi). Rezultati so podani kot povpre¢na vrednost 4-ih meritev + standardna napaka, razen pri
N4 (2 meritvi) in vzorcih mleka, Kjer so bili vzorci zdruZeni pred izolacijo DNA, zato ni podanih standardnih
napak. * - statisti¢no znacilna razlika glede na skupino N3 (p<0,05).

Figure 21: Average number of copies of bacterial 16S rDNA in mg of genomic DNA (gDNA) isolated from
samples of mesenteric lymph nodes, mammary glands and milk. (A) Samples of mesenteric lymph nodes. (B)
Samples of mammary glands. (C) Milk samples. Samples are marked by the formula XN;, where X stands
for group code (N — control group, G — group fed with Lactobacillus rhamnosus GG, K — group fed with
rifampicin resistant Lactobacillus gasseri K7) and N; stands for the day of sacrifice (3 — 3 days after
delivery, 4 — 8 days after delivery). Results are shown as the mean values of 4 measurements + standard
error, except for N4 (2 measurements) and milk samples, where samples were pooled before DNA isolation,
and therefore there is no standard error given. * - statistically significant difference compared to the N3 group
(p<0.05).

Da bi pridobili ¢im veéjo koncentracijo DNA, smo vzorce mleka zdruZili pred izolacijo
DNA. Kljub temu smo uspeli izolirati zelo majhne koli¢ine genomske DNA (5-50 ng/pul),
kar se odrazilo tudi v najnizjem S§t. kopij bakterijske rDNA v primerjavi z mezenteri¢nimi
limfnimi vozli in mle¢nimi Zlezami. Razlike v Stevilu kopij bakterijske rDNA vzorcev
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mleka so bile med posameznimi skupinami podobne razlikam pri mezenteri¢nih limfnih
vozlih, vendar zaradi zdruzevanja vzorcev statisticna analiza ni bila izvedljiva.

4.4.3.4 Metagenomska analiza 16S rDNA iz vzorcev mezenteri¢nih limfnih vozlov,
mlecnih zlez in mleka

4.4.3.4.1 Analiza kvalitete sekvenciranja

Izmed 18-ih poslanih vzorcev izolirane DNA (6 iz mezenteri¢nih limfnih vozlov, 6 iz
mlecnih Zlez in 6 iz mleka) je bila pri Stirih vzorcih DNA, izolirane iz mleka, koli¢ina
pomnozene DNA premajhna za sekvenciranje, en vzorec DNA iz mleka pa je bil izloCen iz
analize zaradi neustreznosti dobljenih zaporedij. Z metagenomskim sekvenciranjem so iz
preostalin 13-ih vzorcev pridobili 210848 odcitkov s srednjo dolzino 270 bp (Preglednica
13). Odcitke so nato selekcionirali glede na sledece kriterije:

» dolzina odcitka brez ¢rtne kode in ZO mora znasati vsaj 240 bp;

» odcitek lahko vsebuje najve¢ 2 nedoloceni bazi (N);

» zacetni del odcCitka se skoraj popolnoma ujema s ¢rtno kodo in ZO, kar pomeni, da

je na tem podro¢ju dovoljeno najve¢ eno neujemanje (insercija ali delecija).

Izbrane odc¢itke so razdelili v operativne taksonomske enote (OTU) glede na njihovo
medsebojno filogenetsko razdaljo oziroma podobnost (Schloss in Handelsman, 2004):
» OTU = 0,2 (najmanj 80 % podobnost med odcitki znotraj OTU okvirno predstavlja
deblo);
» OTU =0,1 (najmanj 90 % podobnost med odcitki znotraj OTU okvirno predstavlja
druzino);
» OTU = 0,05 (najmanj 95 % podobnost med odcitki znotraj OTU okvirno
predstavlja rod).

Glede na podatke iz baze sekvenc ribosomalnin RNA — RDB so posameznim od¢itkom
pripisali deblo, druzino in rod (Wang in sod., 2007). Pri tem je potrebno poudariti, da so
meje podobnosti, s katerimi dolo¢imo deblo, druzino, rod in vrsto (OTU=0,2; 0,1; 0,05;
0,03), zgolj okvirne in jih uporabljamo zaradi lazje obdelave in primerjave rezultatov
(Schloss in Handelsman, 2004). 1z Preglednice 13 je razvidno, da so v primerjavi z vzorci
mlecnih Zlez, vzorci mezentericnih limfnih vozlov vsebovali vecje Stevilo odcitkov,
katerim ni bilo mogoce pripisati debla, saj je srednji odstotek neznanih odcitkov pri
mezenteri¢nih limfnih vozlih znasal kar 41 %. Pri vseh vzorcih je opaziti obéutno nizji
odstotek odcitkov, katerim je bilo mogoce pripisati rod, zaradi ¢esar smo podatke o
pripisanih rodovih uporabljali zgolj za oceno najbolj zastopanih rodov znotraj posamezne
druzine.
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Preglednica 13: Kvaliteta sekvenciranja in obdelave podatkov za vzorce mezenteri¢nih limfnih vozlov
(MV), mle¢nih zlez (MZ) in mleka (ML) misi. Paralelni vzorci (n=4) iz posamezne skupine so bili zdruZeni
pred sekvenciranjem. Vzorci so oznaceni po enacbi XN, pri ¢emer X predstavlja oznako skupine (N —
kontrolna skupina, G — skupina hranjena z Lactobacillus rhamnosus GG, K - skupina hranjena z
Lactobacillus gasseri K7, odpornim proti rifampicinu) in N predstavlja dan Zrtvovanja (3 — 3. dan po kotitvi,
4 — 8. dan po kotitvi). OTU — operativne taksonomske enote.

Table 13: The quality of sequencing and analysis of the data of mouse mesenteric lymph nodes (MV),
mammary glands (MG) and milk (ML). Parallel samples (n = 4) from each group were pooled prior to
sequencing. Samples are marked by the formula XN;, where X stands for group code (N — control group, G —
group fed with Lactobacillus rhamnosus GG, K — group fed with rifampicin resistant Lactobacillus gasseri
K7) and N; stands for the day of sacrifice (3 — 3 days after delivery, 4 — 8 days after delivery). OTU —
operational taxonomic units.

% od¢itkov % odcitkov % odcitkov

Vz0rec St. St. od¢itkov % neznanih pripisanih pripisanih pripisanih
odcitkov po selekciji odcitkov deblu druzini rodu
(OTU=0,2) (OTU=0,1) (OTU=0,05)
N3-MV 13230 8502 40,93 59,07 58,86 23,94
G3-MV 9766 4997 40,96 59,04 58,70 22,47
K3-MV 12338 4895 52,18 47,82 47,46 17,71
N4-MV 12284 8897 18,41 81,59 80,56 32,78
G4-MV 9454 3366 58,56 41,44 41,30 18,42
K4-MV 20067 11372 34,58 65,42 64,76 26,06
N3-MZ 11419 6156 8,22 91,78 90,74 44,90
G3-MZ 14056 11444 3,19 96,81 94,98 63,26
K3-MZ 12591 9555 6,48 93,52 92,80 42,26
N4-MZ 11680 7629 10,13 89,87 89,07 33,94
G4-MZ 16423 13468 1,28 98,72 97,45 49,08
K4-MZ 25491 24268 0,33 99,67 94,08 93,66
K4-ML 42049 40862 0,23 99,77 95,46 95,22

4.4.3.4.2 Analiza mikrobiote na nivoju debel

Pri vseh vzorcih mezenteri¢nih limfnih vozlov in mle¢nih Zlez (Sliki 22 in 23) smo opazili
prevlado bakteroidet in proteobakterij, saj so skupno predstavljale najmanj 98 % celotne
populacije. Izjemo predstavljata le vzorca mle¢nih Zlez in mleka iz skupine, hranjene z
LK7 in Zrtvovane 8. dan po kotitvi (K4-MZ in K4-ML). Prevladovanje firmikut (predvsem
rodu Streptococcus) v zdruzenih vzorcih K4-MZ in K4-ML lahko pripisemo velikemu
Stevilu bakterij v mledni Zlezi pri eni Zivali iz skupine K4 (Slika 18 MZ-AE, MZ AN).
Tudi v zdruzenem vzorcu mezenteri¢nih vozlov iste skupine je opazen poviSan delez
firmikut (predvsem streptokokov), ¢esar pa nismo opazili pri konvencionalni mikrobioloski
analizi, Stetju KE na plos¢ah krvnega agarja (Slika 18 MV-AE, MV-AN).
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DeleZ firmikut, med katere spadajo tudi laktobacili, je pri vzorcih mezenteri¢nih limfnih
vozlov (Slika 22) iz skupine LGG tretji dan po kotitvi najveéji (0,58 %) in osmi dan po
kotitvi najmanjsi (0,43 %). Pri vzorcih mlec¢ne Zleze je v primerjavi s kontrolno skupino

odstotek firmikut povecan pri obeh probioti¢nih skupinah in pri obeh ¢asih Zrtvovanja
(Slika 23).

N3-MV N4-MV

G3-MV

K3-MV K4-MV

93,04 87,16

H Bacteroidetes ® Proteobacteria m Actinobacteria B Firmicutes
B TM7 m Spirochaetes m Deinococcus-Thermus — ® Fusobacteria

Slika 22: Sestava mikrobiote mezenteri¢nih limfnih vozlov na nivoju debel. Rezultati so prikazani kot delezi
(%) glede na celokupno S$tevilo pripisanih od¢itkov. Paralelni vzorci (n=4) iz posamezne skupine so bili
zdruZeni pred sekvenciranjem. Vzorci so oznaceni po enacbi XNy, pri éemer X predstavlja oznako skupine
(N - Kkontrolna skupina, G — skupina hranjena z Lactobacillus rhamnosus GG, K - skupina hranjena z
Lactobacillus gasseri K7, odpornim proti rifampicinu) in N predstavlja dan Zrtvovanja (3 — 3. dan po kotitvi,
4 — 8. dan po kotitvi).

Figure 22: Composition of the microbiota of mesenteric lymph nodes at the phylum level. Results are shown
as proportions (%) based on the total number assigned reads. Parallel samples (n = 4) from each group were
pooled prior to sequencing. Samples are marked by the formula XN;, where X stands for group code (N -
control group, G — group fed with Lactobacillus rhamnosus GG, K — group fed with rifampicin resistant
Lactobacillus gasseri K7) and N; stands for the day of sacrifice (3 — 3 days after delivery, 4 — 8 days after
delivery).
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Slika 23: Sestava mikrobiote mle¢nih Zlez in mleka na nivoju debel. Rezultati so prikazani kot delezi (%)
glede na celokupno Stevilo pripisanih od¢itkov. Paralelni vzorci (n=4) iz posamezne skupine so bili zdruzeni
pred sekvenciranjem. Vzorci so oznaéeni po enacbi XNy, pri ¢emer X predstavlja oznako skupine (N —
kontrolna skupina, G — skupina hranjena z Lactobacillus rhamnosus GG, K - skupina hranjena z
Lactobacillus gasseri K7, odpornim proti rifampicinu) in N; predstavlja dan Zrtvovanja (3 — 3. dan po Kotitvi,
4 — 8. dan po kotitvi).

Figure 23: Composition of the microbiota of mammary glands and milk at the phylum level. Results are
shown as proportions (%) based on the total number assigned reads. Parallel samples (n = 4) from each group
were pooled prior to sequencing. Samples are marked by the formula XN;, where X stands for group code (N
— control group, G — group fed with Lactobacillus rhamnosus GG, K — group fed with rifampicin resistant
Lactobacillus gasseri K7) and N; stands for the day of sacrifice (3 — 3 days after delivery, 4 — 8 days after
delivery).
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4.4.3.4.3 Analiza mikrobiote na nivoju druzin in rodov

Iz podatkov o druzinah in rodovih je razvidno, da 6 druzin (Flavobacteriaceae,
Pseudomonadaceae, Sphingobacteriaceae, Caulobacteraceae, Xanthomonadaceae,
Alcaligenaceae) predstavlja ve¢ kot 95 % populacije, tako pri mezentericnih limfnih
vozlih, kakor pri mle¢ni zlezi (Slika 24 in 25). Med posameznimi vzorci so razmerja med
druzinami zelo podobna, razen pri obeh vzorcih mle¢ne zleze in mleka K4, ki so bili
prerasceni S streptokoki. Kljub temu so razmerja znotraj ostanka podobna kot pri ostalih
vzorcih (Slika 25 K4, K4-ML; mali krog). Najbolj zastopani rodovi (Flavobacterium,
Elizabethkingia, Pseudomonas, Pedobacter, Sphingobacterium, Brevundimonas,
Stenotrophomonas, Rhodanobacter, Bordetella) znotraj teh Sestih druzin so predstavniki
aerobnih po Gramu negativnih bakterij, katerih obicajna habitata sta predvsem voda in
zemeljska prst. Njihova prisotnost je tako najverjetneje posledica kontaminacije vzorcev z
aerosoli in vodo (PBS), ki smo jo uporabljali pri red¢enju vzorcev. Pogosto je dolocen
delez zaporedij, znacilnih za te rodove, tudi posledica kontaminacije PCR reagentov
(Grahn in sod., 2003; Spangler in sod., 2009; Tanner in sod., 1998). Pri globinskem
sekvenciranju je namre¢ pojavljanje zaporedij, ki so posledica kontaminacije, neposredno
povezano s koncentracijo tarcne DNA v vzorcih (Willner, 2012).

Glede na podatke iz literature smo naredili simulacijo sestave mikrobiote tako, da smo
izlo¢ili druzine, katerih obicajni habitat (najbolj zastopanih rodov) so predvsem voda,
morski sediment in zemeljska prst. Simulirana sestava mikrobiote je prikazana na
Preglednici 14. Ostalo je zelo malo odcitkov (srednja vrednost je 62 od¢itkov/vzorec,
oziroma 6 druzin/vzorec), ki so bili vefinoma pripisani predstavnikom po Gramu
pozitivnih anaerobov in fakultativnih anaerobov. Tako pri mle¢ni zlezi, kakor pri
mezenteri¢nih limfnih vozlih, je ostalo ve¢ od¢itkov pri vzorcih zivali, Zrtvovanih 8. dan
po Kotitvi. Prav tako imajo ti vzorci povecan delez striktnih anaerobov, kar je Se posebej
opazno pri vzorcih mle¢nih Zlez.

Vzorci mezenteri¢nih limfnih vozlov Zivali, Zrtvovanih tretji dan po kotitvi (N3, G3, K3),
so vsebovali malo od¢itkov, pretezno pripisanih druzinam MKB. Pri vzorcih mezenteri¢nih
limfnih vozlov, odvzetih osmi dan po kotitvi, opazimo veliko pestrost pri kontrolni skupini
(20 druzin), med katerimi je CcCetrtina odCitkov pripadala predstavnikom striktnih
anaerobov, najve¢ druzinama Clostridiaceae in Porphyromonadaceae. Pri skupini LK7
(K4-MV) opazimo povecano Stevilo od¢itkov, pripisanih druzinama Streptococcaceae in
Lactobacillaceae (Preglednica 14).
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Slika 24: Sestava mikrobiote mezenteri¢nih limfnih vozlov na nivoju druZin. Rezultati so prikazani kot
delezi (%) glede na celokupno $tevilo pripisanih od¢itkov. Paralelni vzorci (n=4) iz posamezne skupine so
bili zdruZeni pred sekvenciranjem. Vzorci so oznaéeni po enacbi XNy, pri ¢emer X predstavlja oznako
skupine (N — kontrolna skupina, G — skupina hranjena z Lactobacillus rhamnosus GG, K — skupina hranjena
z Lactobacillus gasseri K7, odpornim proti rifampicinu) in N; predstavlja dan Zrtvovanja (3 — 3. dan po
kotitvi, 4 — 8. dan po kotitvi).

Figure 24: Composition of the microbiota of mesenteric lymph nodes at the family level. Results are shown
as proportions (%) based on the total number assigned reads. Parallel samples (n = 4) from each group were
pooled prior to sequencing. Samples are marked by the formula XN;, where X stands for group code (N -
control group, G — group fed with Lactobacillus rhamnosus GG, K — group fed with rifampicin resistant
Lactobacillus gasseri K7) and N; stands for the day of sacrifice (3 — 3 days after delivery, 4 — 8 days after
delivery).
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Slika 25: Sestava mikrobiote mle¢nih Zlez in mleka na nivoju druZin. Rezultati so prikazani kot delezi (%)
glede na celokupno Stevilo pripisanih od¢itkov. Paralelni vzorci (n=4) iz posamezne skupine so bili zdruzeni
pred sekvenciranjem. Vzorci so oznaéeni po enacbi XNy, pri ¢emer X predstavlja oznako skupine (N —
kontrolna skupina, G — skupina hranjena z Lactobacillus rhamnosus GG, K - skupina hranjena z
Lactobacillus gasseri K7, odpornim proti rifampicinu) in N; predstavlja dan Zrtvovanja (3 — 3. dan po Kotitvi,
4 — 8. dan po kotitvi).

Figure 25: Composition of the microbiota of mammary glands and milk at the family level. Results are
shown as proportions (%) based on the total number assigned reads. Parallel samples (n = 4) from each group
were pooled prior to sequencing. Samples are marked by the formula XN;, where X stands for group code (N
— control group, G — group fed with Lactobacillus rhamnosus GG, K — group fed with rifampicin resistant
Lactobacillus gasseri K7) and N; stands for the day of sacrifice (3 — 3 days after delivery, 4 — 8 days after
delivery).
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Preglednica 14: Simulacija sestave mikrobiote mezenteri¢ni limfnih vozlov (MV), mlegnih zlez (MZ) in
mleka (ML) na nivoju druzin po odstranitvi druzin, katerih obiCajni habitat ni ¢revesje ali mleko. V
preglednici je navedeno §tevilo odé¢itkov, pripisanih izbranim druzinam. Paralelni vzorci (n=4) iz posamezne
skupine so bili zdruzeni pred sekvenciranjem. * - predstavniki striktnih anaerobov. Vzorci so oznaeni po
enacbi XNy, pri ¢emer X predstavlja oznako skupine (N — kontrolna skupina, G — skupina hranjena z
Lactobacillus rhamnosus GG, K — skupina hranjena z Lactobacillus gasseri K7, odpornim proti rifampicinu)
in N; predstavlja dan Zrtvovanja (3 — 3. dan po kotitvi, 4 — 8. dan po kotitvi).

Table 14: Simulation of microbiota composition of mesenteric lymph nodes (MV), mammary glands (MZ2)
and milk (ML) at the family level after removal of families, whose usual habitat is not the intestine or milk.
The table shows the number of readings assigned to selected families. Parallel samples (n = 4) from each
group were pooled prior to sequencing. * - representatives of strict anaerobes, Samples are marked by the
formula XN;, where X stands for group code (N — control group, G — group fed with Lactobacillus
rhamnosus GG, K — group fed with rifampicin resistant Lactobacillus gasseri K7) and N; stands for the day
of sacrifice (3 — 3 days after delivery, 4 — 8 days after delivery).

> > =2 > 2> > NN N N N N |
= 5535 5|23 33: 3 &
™ ™ ™ < < < ™ ™ (ap] <t < < <t
pd O] XY pd Q) N4 z O X pd O N4 A4
*Bacteroidaceae 1 10
*Bifidobacteriaceae 1 17
*Clostridiaceae 16
*Coriobacteriaceae
*Erysipelotrichaceae
*Fusobacteriaceae
*Lachnospiraceae 1 7 1 1 47
*Porphyromonadaceae 9 1 5 3
*Prevotellaceae
*Rikenellaceae 1 1 4
*Ruminococcaceae 5 2 1 35
Actinomycetaceae 1 1
Bacillaceae 22
Corynebacteriaceae 5 2 10
Enterobacteriaceae 1 2 11 3 12
Enterococcaceae 2 8 4
Lactobacillaceae 9 1 2 56 52 2 8 4
Leuconostocaceae 1
Micrococcaceae 1 4
Neisseriaceae 1
Propionibacteriaceae 1 1 1 2 1 1 3
Spirochaetaceae 3
Staphylococcaceae 1 17 40 1
Streptococcaceae 6 1 13 268 2 1 17 12 22662 38845
Veillonellaceae 9
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Pri vseh vzorcih mle¢nih Zlez se pojavljajo Streptococcaceae. V primerjavi s kontrolno
skupino so vzorci obeh probioticnih skupin vsebovali vecje Stevilo odcitkov tako 3. kakor
tudi 8. dan po kotitvi. Poleg tega je bilo pri probioti¢nih skupinah prisotno vecje Stevilo
druzin iz skupine MKB. Ker so znotraj MKB nekateri rodovi pomembni pri razvoju
Crevesne mikrobiote, smo MKB analizirali tudi na nivoju rodov in predstavili na
Preglednici 15.

Pri analizi rodov iz skupine MKB in bifidobakterij smo ugotovili, da z izjemo vzorca N4-
MV, ostali kontrolni vzorci ne vsebujejo rodu Lactobacillus (Preglednica 15). Med vzorci
mezenteri¢nih limfnih vozlov je vecje stevilo od¢itkov za Lactobacillus opaziti pri skupini
LK7, 8. dan po kotitvi, med vzorci mle¢nih Zlez pa pri skupini LGG, 3. dan po kotitvi.
Vzorec iz LGG skupine (G4-MZ) je vseboval tudi bifidobakterije, ki sicer ne spadajo v
skupino MKB, so pa zelo pomembne pri vzpostavitvi homeostaze v ¢revesju. V skladu z
analizo na nivoju debel so imeli vzorci mle¢ne zleze, mleka in mezenteri¢nih limfnih
vozlov iz skupine LK7, 8. dan po kotitvi (K4), povecano Stevilo streptokokov.

Preglednica 15: Stevilo odgitkov iz mezenteriénih limfnih vozlov (MV) in mleénih Zlez (MZ), ki so bili
pripisani rodovom mleénokislinskih bakterij in Bifidobacterium. Paralelni vzorci (n=4) iz posamezne skupine
so bili zdruzeni pred sekvenciranjem. Vzorci so oznaceni po enacbi XNj, pri ¢emer X predstavlja oznako
skupine (N — kontrolna skupina, G — skupina hranjena z Lactobacillus rhamnosus GG ali K — skupina
hranjena z Lactobacillus gasseri K7, odpornim proti rifampicinu) in N, predstavlja dan Zrtvovanja (3 — 3. dan
po Kotitvi, 4 — 8. dan po kotitvi).

Table 15: Number of reads from mesenteric lymph nodes (MV) and mammary glands (MZ), that were
assigned to genera of lactic acid bacteria and Bifidobacterium. Parallel samples (n = 4) from each group were
pooled prior to sequencing. Samples are marked by the formula XN;, where X stands for group code (N —
control group, G — group fed with Lactobacillus rhamnosus GG or K — group fed with rifampicin resistant
Lactobacillus gasseri K7) and N; stands for the day of sacrifice (3 — 3 days after delivery, 4 — 8 days after
delivery).

> > > > > > N N N >N N N -
s = =2 = =2 P sS = =2 > 2 = >
h M M = < < H M o =« < < <
pzd O \'4 pd O 4 ZzZ O X pd (O] Y Y

Bifidobacterium 1 16

Weisella 1

Pediococcus 4

Lactococcus 2 2 4

Enterococcus 2 8 2

Lactobacillus 9 1 2 56 52 2 4 4

Streptococcus 6 1 11 263 1 13 3 12 22657 38828
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4.4.3.4.4 Analiza pestrosti mikrobiote

Pestrost mikrobiote v dolo¢enem vzorcu lahko opiSemo z dvema parametroma: bogastvo
vrst in pogostost oziroma enakomernost vrst. Vrstno bogastvo pomeni $tevilo razli¢nih vrst
(taksonov) v vzorcu, to je Stevilo prisotnih OTU. Vrstna enakomernost na drugi strani pa je
merilo za enakost Stevila posameznikov znotraj vsake vrste (taksona), kar pomeni, da so v
vzorcu z visoko enakomernostjo zaporedja enakomerno porazdeljena po razliénih OTU.
Podjetje, ki je izvedlo globinsko sekvenciranje, je v okviru bioinformacijske analize
opravilo tudi analizo pestrosti mikrobiote na nivoju vrste (OTU=0,03; najmanj 97 %
podobnost med od¢itki znotraj OTU) in sicer s tremi parametri:

» celokupno Stevilo opazenih OTU — Syps;

» Chaol indeks ocene bogastva, kjer dobimo oceno vseh predvidenih OTU v vzorcu
— Schaot;

» neparametri¢ni Shannon-ov indeks pestrosti, ki ovrednoti entropijo taksonov v
vzorcu oziroma s kaksno gotovostjo bomo napovedali takson na slepo izbranemu
zaporedju iz vzorca - Hspannon (Ve€ji Hshannon POMeni enakomernejso porazdelitev
OTU med taksoni).

V vzorcih mezenteri¢nih limfnih vozlov iz tretjega dneva po kotitvi med skupinami ni
o¢itnejsih razlik v Stevilu opazenih OTU, medtem ko osmi dan po kotitvi pri LGG skupini
opazimo manjse Stevilo OTU, pri skupini LK7 pa vecje (Slika 26 A), v primerjavi S
kontrolno skupino. Izracun Chaol indeksa ocene bogastva za vzorce mezenteri¢nih limfnih
vozlov (Slika 26 B) pokaze, da je tretji dan ocenjeno $tevilo vseh vrst v vzorcu ob¢utno
manjSe pri obeh probioti¢nih skupinah. Taks$nih razlik pri vzorcih, odvzetih osmi dan po
kotitvi, ni bilo, saj je bila razlika pri LGG skupini obutno manjsa, pri skupini LK7 pa je
opaziti celo ve¢je ocenjeno Stevilo vseh vrst. Aplikacija probioti¢nih bakterij je v obeh
probioti¢nih skupinah povecala porazdeljenost med vrstami v posameznih vzorcih (vecji
Hshannon) Pri obeh casih zrtvovanja.

Pri vzorcih mle¢nih zlez je uzivanje obeh probiotikov povzrocilo povecano Stevilo
opazenih vrst (predvsem LGG) in vec¢je ocenjeno $tevilo vseh vrst v vzorcih (predvsem
LK7; Slika 26 D in E). Ucinek aplikacije probioti¢nih bakterij na porazdeljenost med
vrstami ni bila tako izrazita. Kljub temu lahko opazimo rahlo povec¢an Hspannon pri LGG
skupini pri obeh zrtvovanjih. Za skupino LK7 pri osmem dnevu zrtvovanja opazimo zelo
nizki vrednosti Hspannon V mle¢ni zlezi in mleku, Kar je posledica Ze omenjenega velikega
Stevila bakterij (streptokokov) v mleéni Zlezi pri eni Zivali iz skupine K4 (Slika 18 MZ-AE,
MZ-AN).
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Slika 26: Analiza pestrosti mikrobiote mezenteri¢nih limfnih vozlov (MV), mle¢nih Zlez (MZ) in mleka
(ML) na osnovi ocenjenega Stevila vseh vrst (indeks Scpao1) in porazdeljenosti med vrstami (indeks Hspannon)-
Stevilo opaZenih (Sess) Operativnih taksonomskih enot (OTU) v vzorcih MV (A) in vzorcih MZ (D). Chaol
indeks ocene bogastva (Scha1) V vzorcih MV (B) in vzorcih MZ (E). Neparametriéni Shannon indeks
pestrosti (Hsnannon) V VZOrcih MV (C) in MZ (F). Paralelni vzorci (n=4) iz posamezne skupine so bili zdruZeni
pred sekvenciranjem. Vzorci so oznaceni po enacbi XN, pri ¢emer X predstavlja oznako skupine (N —
kontrolna skupina, G — skupina hranjena z Lactobacillus rhamnosus GG, K - skupina hranjena z
Lactobacillus gasseri K7, odpornim proti rifampicinu) in N, predstavlja dan Zrtvovanja (3 — 3. dan po kotitvi,
4 — 8. dan po kotitvi).

Figure 26: Analysis of the diversity of microbiota in mesenteric lymph nodes (MV), mammary glands (MZ2)
and milk (ML) based on the estimated total number of species (Schaoz index) and distribution among species
(Hshannon index). The number of observed (Sqys) operational taxonomic units (OTU) in samples of MV (A) and
MZ samples (D). Chaol richness index estimates (Schaoi) in samples of MV (B) and samples MZ (E).
Nonparametric Shannon diversity index (Hshanon) in samples of MV (C) and MZ (F). Parallel samples (n = 4)
from each group were pooled prior to sequencing. Samples are marked by the formula XN;, where X stands
for group code (N — control group, G — group fed with Lactobacillus rhamnosus GG, K — group fed with
rifampicin resistant Lactobacillus gasseri K7) and N; stands for the day of sacrifice (3 — 3 days after
delivery, 4 — 8 days after delivery).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Glavni namen doktorskega dela je bil prouciti vpliv probiotikov na mikrobioto mlecne
zleze in mleka. Glede na dosedanje raziskave lahko probiotiki vplivajo na mikrobioto
materinega mleka na tri nacine, ki so med sabo najverjetneje tesno povezani. Probiotiki,
zauziti med nosecnostjo in dojenjem, lahko vplivajo na imunski sistem matere, kar
posredno vpliva na sestavo mikrobiote, prisotne v mlecni zlezi. Poleg tega lahko, podobno
kot komenzalne bakterije (obi¢ajno prisotne v Crevesni mikrobioti), tudi probioticne
bakterije preidejo v mlecno Zlezo preko zunanjega vnosa ali pa po endogeni poti, preko z
mukozo povezanega limfoidnega sistema, in s tem direktno vplivajo na sestavo mikrobiote
mlecne zleze. Pri naSem delu smo se osredotocili na proucevanje morebitnega direktnega
prehoda probioti¢nih bakterij v mle¢no Zlezo in na proucevanje sprememb mikrobiote
mlecne zleze in mleka, Ki jih posredno povzroci uzivanje probiotika v ¢asu nosecnosti. Pri
tem smo uporabili dva razlicna pristopa, Ki spadata med priporocila za dokazovanje
ucinkovitosti doloCenega probiotika, in sicer: in vitro poskus in poskus in vivo na
Zivalskem modelu (FAO/WHO, 2006).

Mehanizem morebitnega endogenega prenosa probioti¢nih bakterij v mle¢no zlezo smo
proucevali na 3D modelu crevesnega epitelija tankega Crevesa, kjer smo uporabili celi¢no
linijjo H4-1 (ima lastnosti ¢revesnih enterocitov) in nezrele dendriticne celice (nDC),
izolirane iz periferne krvi zdravih prostovoljcev. Nas prvi cilj je bil ugotoviti, ali DC
prevzemajo probioticne bakterije LK7 ¢ez sloj epitelnih celic H4-1 in koliko casa so
bakterije sposobne preziveti znotraj DC. Pri tem smo zeleli vkljuciti e vpliv hormonskih
sprememb, ki so prisotne predvsem v zadnjem tromeseCju nose¢nosti in vplivajo na
spremembo imunskega sistema matere, zato smo v zadnji ponovitvi poskusa mediju dodali
aktivin A (ActA). Po ugotovitvah Della Bella in sod. (2011) naj bi prav povecane
koncentracije ActA v zadnjem tromesecju nose¢nosti vplivale na spremenjeno aktivacijo
DC. Glede na neponovljivost rezultatov v poskusu prevzemanja LK7 skozi sloj epitelnih
celic smo se osredotocili na proucevanje vpliva ActA in probiotikov LK7, LGG in EcN, na
aktivacijo nDC preko proteinskih kinaz p38 in ERK1/2, ki sta klju¢nega pomena pri
zorenju DC in regulaciji aktivacije celic T.

Za ugotavljanje LK7 v vzorcih, ki smo jih pridobili v poskusu na brejih misih, smo najprej
razvili metodo za ugotavljanje prisotnosti seva LK7 v kompleksnih vzorcih. V ta namen
smo tudi z metodo PCR ovrednotili pojavljanje genov za oba bakteriocina (gasericin K7 A
in K7 B) v referen¢nih sevih in blatu zdravih prostovoljcev, ki seva niso uzivali.
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V poskusu na brejih misih smo zdruzili proucevanje morebitnega prehoda probiotikov
LGG in LK7 v mle¢no Zlezo po endogeni poti in vpliva uZivanja probiotikov na
mikrobioto mle¢ne zleze in mleka. Poskus smo izvedli v dveh sklopih, pri ¢emer smo Vv
prvem poskusu zajeli SirSe ¢asovno obmocje (od 15-ega dneva po paritvi do osmega dneva
po Kkotitvi), v drugem poskusu pa smo vzorcenje prilagodili glede na rezultate iz prvega.

5.1.1 Razvoj metode za ugotavljanje LK7 v kompleksnih vzorcih

Izhodis¢e razvoja metode za ugotavljanje prisotnosti seva Lactobacillus gasseri K7 v
kompleksnih vzorcih je bilo poznavanje genskih determinant za dva specificna
bakteriocina, gasericin K7A in gasericin K7B, ki ju proizvaja sev LK7 (Rogelj in Bogovi¢
Matijasi¢, 2006). V preteklosti so Bogovi¢ Matijasi¢ in sod. (2007) z metodo PCR in
uporabo ZO, specifiénih za gasericin K7 A ali K7 B, uspesSno sledili sev LK7 med
zorenjem sira, ki so ga izdelali iz mleka, v katerega so poleg osnovne starterske kulture
dodali tudi sev LK7. Za zanesljivo ugotavljanje LK7 v kompleksnejSih vzorcih, kot so
mleko in blato, je bilo najprej potrebno ugotoviti, kako pogosto se geni za oba bakteriocina
pojavljajo pri sorodnih vrstah, ki so tipi¢ni predstavniki humane mikrobiote. Pogostost
pojavljanja genov za oba bakteriocina smo nato ugotavljali Se v blatu zdravih
prostovoljcev, ki seva niso uzivali. V ta namen smo izdelali ZO, ki so bili specificni za
vsak gen znotraj genskega klastra za gasericin K7 A in K7 B.

5.1.1.1 Pojavljanje genskih determinant za gasericina K7 A in K7 B v razlicnih
referen¢nih sevih iz rodu Lacobacillus

Pri testiranju pojavljanja genskih determinant za gasericin K7 A in K7 B v razli¢nih
referen¢nih sevih sorodnih vrst iz rodu Lactobacillus smo ugotovili, da nekateri sevi
vsebujejo samo dele genskega klastra za gasericin K7 A, kakor tudi za gasericin K7 B, ne
pa celotnega genskega klastra (Preglednici 7 in 8). Ta pojav gre najverjetneje pripisati
nepravilnemu parjenju zdrsnjenih vija¢nic med podvojevanjem DNA (angl. slipped strand
misparing), oziroma nepravilnostim pri procesih rekombinacije (Treangen in sod., 2009).
Pri tem je potrebno poudariti, da oba genska klastra obdajajo direktne ponovitve
(neobjavljeni podatki), ki so navadno vpletene pri homologni rekombinaciji (Shen in
Huang, 1986).

Poleg LK7smo dobili pomnozke z vsemi ZO, specificnimi za gene iz genskega klastra za
gasericin K7 A, Se pri sevih Lactobacillus (L.) gasseri FAM 17266, L. gasseri LF221 in L.
johnsonii FAM 1158, iz cesar lahko sklepamo, da ti sevi vsebujejo enak ali podoben
celotni genski klaster za gasericin K7 A. To domnevo smo potrdili tudi tako, da smo

91



Treven P. Vpliv probiotikov na mikrobioto mle¢ne zleze in mleka.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2014

uporabili kombinacijo ZO GasA 1F in GasA 4R, s ¢imer smo pomnozili skoraj celotni
genski klaster gasericina K7 A (neprikazani rezultati). Znano je, da sta nukleotidni
zaporedji za gasericina K7 A in K7 B popolnoma enaki nukleotidnima zaporedjema za
bakteriocina, ki ju izloCa sev L. gasseri LF221, in sicer acidocin LF221 A in LF22 B
(Zori¢ Peternel in sod., 2010). Seva LK7 in L. gasseri LF221 sta namre¢ oba izolata iz
blata dojencka, ki pripadata isti vrsti, pri ¢emer Se razlikujeta v rastnih lastnostih, profilu
plazmidov, profilu RAPD, nivoju produkcije bakteriocinov ter v optimalnih pogojih za rast
in izlo¢anje bakteriocinov (Rogelj in Bogovi¢ Matijasi¢, 2006). Zelo zanimiva je prisotnost
enakega ali podobnega genskega klastra za gasericin K7 A pri sevu L. johnsonii FAM
1158 (izolat iz sira), saj je med sevi, ki izlo¢ajo bakteriocine znotraj vrste L. johnsonii, do
sedaj opisan zgolj sev L. johnsonii VPI 11088, ki izlo¢a bakteriocin Laktacin F (Muriana in
Klaenhammer, 1991). Sev L. johnsonii FAM 1158 tako predstavlja dobrega kandidata za
nov sev iz vrste L. johnsonii, ki proizvaja bakteriocine, za kar pa bi bilo potrebno prouciti
Se morebitno izrazanje in funkcionalnost gasericina. Za razliko od gasericina K7 A je bilo
pomnoZzevanje z vsemi ZO, specificnimi za gasericin K7 B, uspe$no le pri sevu
Lactobacillus gasseri LF221, zato smo v nadaljevanju za analizo pojavljanja genskih
determinant za oba gasericina v mikrobioti blata zdravih prostovoljcev uporabili ZO
GasA_2F/R in tudi GasB_4F/R.

5.1.1.2 Pojavljanje genskih determinant za gasericina K7 A in K7 B v mikrobioti blata
zdravih prostovoljcev, ki niso uzivali seva LK7

Skupna lastnost ZO GasA_2F/R in GasB_4F/R je, da oba ZO pokrivata regijo, ki kodira
aktivno podenoto. Poleg tega je pomnoZevanje z GasA_2F/R in GasB_4F/R sovpadalo s
pomnozevanjem celotnega genskega klastra za gasericin K7 A in K7 B, iz Cesar smo
sklepali, da lahko predstavljata determinanto za celotni genski klaster obeh gasericinov. Da
izberemo primerne ZO za detekcijo LK7 v kompleksnih vzorcih, smo pri PCR, kjer smo
kot matricno DNA uporabili DNA, izolirano iz blata 45-ih zdravih prostovoljcev, ki niso
uzivali LK7, uporabili Sest razlicnih ZO. Poleg izbranih dveh, ki sta predstavljala tudi
determinanto za celotni genski Kklaster, smo uporabili Se Stiri ZO, ki so jih v preteklih
Studijah Ze uporabili pri ugotavljanju nukleotidnega zaporedja za oba gasericina (Canzek
Majheni¢ in sod., 2003; Zori¢ Peternel in sod., 2010). Podobno kot pri rezultatih na
referen¢nih sevih, smo pri vzorcih DNA iz blata zdravih prostovoljcev zaznali samo dele
genskega klastra za gasericin K7 A, kakor tudi gasericin K7 B (Preglednica 9). Objave o
ugotavljanju pogostosti genov za bakteriocine v celotni mikrobni populaciji v blatu so zelo
redke. Mathys in sod. (2007) so uporabili specificne ZO za gen pediocin A (pedA) in
pokazali, da je gen pedA sorazmerno razsirjen v mikrobioti novorojenc¢kov (pozitivnih 11
od 13-ih vzorcev blata), ¢esar pa niso opazili v Stirih vzorcih blata odraslih. V nasi Studiji
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so bili doloc¢eni deli genskega Kklastra za bakteriocine LK7 prisotni v 4,4 do 22 % vzorcev
(Preglednica 9).

Pri PCR z ZO GasA 2F/R in GasB_4F/R nismo dobili produkta, kar kaZze na primernost
70 za dolocanje prisotnosti genskih klastrov za gassericin K7 A in K7 B. Ker bi
neuspesnost pomnozevanja lahko bila posledica slabSe ucinkovitosti pomnozevanja in S
tem vi§je meje detekcije, smo z metodo PCR v realnem cCasu preverili ucinkovitost
pomnoZzevanja z obema ZO. Pri tem smo uporabili DNA iz Ciste kulture LK7 in DNA,
izolirane iz blata miSi, z dodanim sevom LK7. PomnoZevanje z obema ZO je bilo
ucinkovito in specificno, vendar je bila meja detekcije z GasA 2F/R sedemkrat nizja
(9,510 KE/ml) v primerjavi z GasB_4F/R (Treven in sod., 2013).

Kot smo ugotovili iz Studije na 45-ih LK7 negativnih vzorcih, je pojavljanje celotnega
genskega klastra za LK7 zelo redek pojav tudi v tako pestri zdruzbi kot je ¢revesna
mikrobiota. Ker pa se geni za gasericin K7 A in K7 B pojavljajo tudi v sevu L. gasseri
LF221, pojavljanje kodirajocih regij za oba gasericina Se ne pomeni 100 % potrditev
prisotnosti seva, ampak je to potrebno potrditi z uporabo ustreznih kontrol (npr. placebo)
ali pa dodatnih selekcij (npr. uporaba seva odpornega proti rifampicinu), ¢esar Smo se
posluzili tudi pri in vivo Studiji na brejih misih.

5.1.2 Prehajanje in prezivetje bakterij LK7 skozi sloj epitelnih celic H4-1 in
prezivetje znotraj dendriti¢nih celic

3D modeli ¢revesnega epitelija predstavljajo alternativo poskusom na zivalih in se vse
pogosteje uporabljajo pri proucevanju vpliva bakterij na crevesje in imunski sistem
(Cenci¢ in Langerholc, 2010). Na modelu ¢revesnega epitelija, sestavljenega iz epitelnih
celic H4-1 in nDC, smo Zeleli ugotoviti ali DC zajemajo testirane probioti¢ne bakterije in
ali je prezivetje razli¢nih sevov probioti¢nih bakterij znotraj DC razli¢no. Za endogeni
prenos bakterij v mle¢no Zlezo naj bi bilo kljuénega pomena, da DC prevzemajo bakterije
skozi epitelni sloj in jih pri tem ne unicijo (Martin in sod., 2004). Obenem smo zeleli dobiti
dodatno informacijo, ali lahko visoke koncentracije ActA v krvi nose¢nic v zadnjem
tromesecju nosecnosti vplivajo na ta pojav.

5.1.2.1 Rast in diferenciacija celic H4-1 na filtrih s porami premera 3 um

Celice H4-1 so imele podobno kinetiko rasti na poroznih filtrih, kot so jo opazili pri celicah
Caco-2 (Fajdiga, 2006), le da so dosegle nizjo TEER. TEER, ki so jo dosegle celice H4-1,
je bila blizu izmerjenim vrednostim pri ex vivo meritvah elektricne upornosti na misjem
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debelem ¢revesu (132 Q*cm?) in podganjem tankem &revesu (61 Q*cm?), kar naj bi
predstavljalo fizioloSke vrednosti (Gitter in sod., 2000; Gitter in sod., 1998). Pri gojenju
celic na poroznih filtrih smo se pogosto srecevali s tezavo, da se je TEER zelo razlikovala
med posameznimi filtri na isti ploS¢i, pri Cemer smo pri nekaterih filtrih izmerili upornost
tudi do 1000 Q*cm?.

Tvorba tesnih stikov prepreCuje spontano prehajanje bakterij skozi epitelni sloj. Pri
Studijah invazivnosti bakterij na celicah Caco-2 je obi¢ajno pogoj za izvedbo poskusa, da
epitelne celice doseZejo TEER vsaj 200 Q*cm? (Burkholder in Bhunia, 2010). V nasem
poskusu je bila ta meja pri 130 Q*cm? saj nad to vrednostjo spontanega prehajanja
bakterij LK7 nismo opazili (Preglednica 10). Kljub temu smo poskuse izvajali le v
primerih, ko je bila TEER v vseh filtrih ve&ja od 200 Q*cm?.

5.1.2.2 Prehajanje bakterij LK7 skozi sloj epitelnih celic H4-1 in prezivetje znotraj DC

Poskus prevzemanja LK7 skozi epitelni sloj in preZivetje prevzetih bakterij znotraj DC
smo izvedli v treh ponovitvah. Pri prvi ponovitvi smo pri dveh filtrih, kjer nismo nasadili
DC na apikalno stran epitelija (kontrola), bakterije opazili v mediju na spodnji strani filtra
Ze po dveh urah. Pojav je bil najverjetneje posledica predrtja epitelnega sloja pri
menjavanju medija na zgornji in spodnji strani filtra, saj pri ostalih filtrih z in brez
nasajenih DC, bakterij na spodnji strani filtra po dveh urah nismo opazili. Pri prvem
eksperimentu smo, tri ure po dodatku LK7 na apikalno stran epitelnih celic H4-1, znotraj
DC zaznali prisotnost Zivih bakterij (70 in 91 KE). Stevilo bakterij v DC se je Ze po 18-ih
urah zmanjSalo pod zanesljivo mejo detekcije (6 in 1 KE), po 24-ih urah pa Zivih bakterij
znotraj DC nismo ve¢ zaznali (Preglednica 11), kar je bilo skladno s podatki iz literature.
Rescigno in sod. (2001) porocajo, da se le majhen delez komensalnih bakterij, Ki jih
dodamo na apikalno stran epitelija (1 na 10000), prenese na spodnjo stran, pri Cemer je bila
polovica teh bakterij prostih v mediju, polovica pa znotraj ali tesno ob DC. Poleg tega DC
veljajo za neucinkovite pri uni¢evanju bakterij, saj so komensalne bakterije Enterobacter
cloacae zasledili v DC iz mezenteri¢nih limfnih vozlov Se 60 ur po oralni aplikaciji
(Macpherson in Uhr, 2004). Nasprotno pa je Stevilo zivih bakterij nepatogenega seva
E.coli znotraj DC znatno upadlo Ze 6 ur po direktni izpostavitvi DC (Schoppet in sod.,
2000).

Dobljeni rezultati so nakazovali mozen prehod LK7 skozi epitelni sloj znotraj DC, vendar
nam rezultatov ni uspelo ustrezno potrditi. V dveh ponovitvah poskusa, kljub ¢asovni
prilagoditvi vzoréenja in dodatka ActA, ki naj bi zavrl popolno aktivacijo DC in povecal
fagocitozno sposobnost nDC (Della Bella in sod., 2011), v DC nismo zaznali Zivih
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bakterijskih celic. Razlogov za neponovljivost rezultatov je lahko vec¢, najverjetneje pa je
bil v naSem primeru glavni vzrok v tezavah s celi¢no linijo, saj nismo uspeli nagojiti
celi¢ne linije do ustrezne transepitelijske elektricne upornosti (TEER). ViSja TEER, ki smo
jo dobili, in posledi¢éno vec¢ja diferenciranost epitelnin celic H4-1 je najverjetneje
onemogocila DC, da bi prevzele bakterije LK7 na apikalni strani. Pri drugi in tretji
ponovitvi je povpre¢na TEER na dvanajsti dan gojenja na poroznih filtrih znaSala 291 in
578 Q*cm?, Kar je ve€ kakor pri prvi ponovitvi (264 Q*cmz). Mozno je, da je celi¢na linija
tvorila kriptam podobno strukturo, ki je onemogocila prehajanje bakterij preko epitelnega
sloja. Gitter in sod. (2000) namre¢ navajajo, da so imele kripte debelega ¢revesa misi veé
kot 3-krat vigjo TEER (429 Q*cm?) v primerjavi z ostalim epitelijem. Za kripte je zna¢ilna
predvsem izlocalna funkcija, kjer, razen v patoloSkih primerih, bakterije obi¢ajno niso
prisotne (Mansfield in Urban, 1996). Drugi mozen vzrok bi lahko bil v nDC, ki smo jih
dobili od drugega darovalca. Znano je, da se lastnosti DC med darovalci lahko zelo
razlikujejo, vendar velja prevzemanje bakterij preko epitelija in aktivacija nDC za osnovni
imunski proces (Rescigno in sod., 1999), ki se naj ne bi razlikoval med darovalci v taksni
meri, zato se nam ta vzrok zdi manj verjeten.

Iz navedenih rezultatov ne moremo zagotovo potrditi prve zastavljene hipoteze, da DC
prevzemajo LK7 skozi epitelij celic H4-1. Ker smo imeli tezave z zagotavljanjem
primerljive TEER med posameznimi ponovitvami, smo ocenili, da bi bilo ponavljanje
eksperimentov Se z ostalimi probioti¢nimi bakterijami Casovno prezahtevno. Tako nam
zaradi tezav s celi¢no linijo ni uspelo potrditi druge zastavljene hipoteze in prouciti vpliva
razli¢nih probioticnih sevov na sposobnost njihovega prezivetja znotraj dendriti¢nih celic.
Odlocili smo se, da se raje posvetimo proucevanju moznih signalizacijskih poti, torej
ugotavljanju vpliva probiotikov in ActA na aktivacijo p38 in ERK1/2 v nDC. V tem
poskusu smo uporabili filtre z manjSimi porami (0,4 um), saj smo na njih pricakovali
stabilnejSo rast celic H4-1.

5.1.3 Vpliv probiotikov in aktivina A na aktivacijo kinaz P38 in ERK1/2 v
dendriti¢nih celicah

Odlocili smo se za proucevanje aktivacije proteinskih kinaz p38 in ERK1/2, ker obstajajo
indici, da njuna aktivacija napoveduje tip aktivacije DC in njihovo sposobnost stimulacije
celic T (van Riet in sod., 2009). Ker na stimulacijo celic T vpliva Se veliko drugih
dejavnikov, smo se zavedali, da je pri interpretaciji tovrstnih rezultatov potrebna Se
posebna previdnost.
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Nezrele dendriticne celice (nDC) so suspenzijske celice, ki se ob stimulaciji/aktivaciji
pritrdijo na podlago in kasneje med nadaljnjim zorenjem zopet odlepijo (Burns in sod.,
2004). Pri pripravi naSega 3D modela smo nDC nasadili na bazolateralno stran epitelija
tako, da smo filtre obrnili in 3 ure pustili, da so se nDC pritrdile ne podlago. Predvidevali
smo, da pri tem poteCe vsaj delna aktivacija nDC. Aktivacija p38 in ERK1/2 poteka
sorazmerno hitro, saj se za¢ne premescanje aktiviranih molekul v jedro ze 15 minut po
stimulaciji ter nadaljuje sorazmerno s trajanjem stimulacije (Costa in sod., 2006; Gong in
sod., 2010). V poskusu smo na apikalno stran epitelija dodali probiotike ali LPS za dve uri,
saj smo pri¢akovali, da bo v tem c¢asu stimulacija dosegla DC na bazolateralni strani
epitelija in povzrocila aktivacijo p38 in ERK1/2.

Izkazalo se je, da je pritrjevanje nDC na obrnjene porozne filtre povzrocilo aktivacijo tako
p38 kakor tudi ERK1/2 ter povecalo vrednosti ostalin merjenih parametrov (Slika 14).
Najverjetnejsi razlog za aktivacijo je prisotnost epitelija na zgornji strani filtra, ki lahko
izlo¢a razli¢ne aktivacijske molekule (Sanz in De Palma, 2009), ki so povzrocile pritrditev
nDC. Nekoliko povecano aktivacijo p38 pri nDC (Slika 14 A, nDC) gre pripisati
posledicam odmrzovanja celic, saj je znano, da mehanski stres povzro¢i povecano
aktivacijo p38 in zmanjsano aktivacijo ERK1/2 (Shiratsuchi in Basson, 2005).

5.1.3.1 Vpliv probiotikov na aktivacijo p38 in ERK1/2 v dendriti¢nih celicah

Tudi pri gojenju H4-1 na filtrih premera 0,4 pm smo imeli teZzave z razlicno TEER med
posameznimi filtri na isti plos¢i, kar se je najverjetneje odrazilo v precejSnjih standardnih
napakah pri meritvah aktivacije p38 in ERK1/2 in posledi¢no statisticno neznacilnih
razlikah. Kljub temu se je izkazalo, da je dodatek LPS povzroc¢il mo¢no aktivacijo p38 in
ERK1/2 (Slika 15). Stimulacija epitelnih celic z EcN je povzrocila aktivacijo p38 in
ERK1/2 na istem nivoju kakor LPS, medtem ko je bila stimulacija s probiotikoma LGG in
LK?7 obcutno nizja. V skladu z naSimi opazanji Giahi in sod. (2012) porocajo, da je
stimulacija nDC s toplotno inaktiviranim sevom LGG, povzrocila znizanje nivoja izrazanja
p38 v primerjavi z LPS. TLR4, preko katerih poteka tudi aktivacija p38 (Slika 1), obi¢ajno
prepoznava LPS po Gramu negativnih bakterij, TLR2 pa lipoteihoi¢no kislino in nekatere
druge lipoproteine iz po Gramu pozitivnih bakterij (Dogi in sod., 2008; Elson in sod.,
2007; Pietrocola in sod., 2011). Za EcN je znano, da lahko stimulira aktivacijske poti, ki so
odvisne od TLR4 in tudi od TLR2 (Grabig in sod., 2006), medtem ko pri LGG poteka
stimulacija makrofagov predvsem preko TLR2 (Miettinen in sod., 2008). Pri¢akovali bi, da
bo stimulacija z LGG povzrocila vecjo aktivacijo ERK1/2 kakor LPS, vendar je v nasem
poskusu stimulacija epitelnih celic z LPS povzrocila vecjo aktivacijo ERK1/2 v DC kakor
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stimulacija z LGG. Shi in sod. (2002) porocajo, da lahko tudi LPS povzroci aktivacijo
ERK1/2 v makrofagih.

Indeks premestitve aktiviranih molekul p38 ali ERKL1/2 (IPp.pss in IPperkir) je sicer
neposredno povezan z aktivacijo/fosforilacijo, vendar nam podatek o premestitvi
natancneje pokaze ucinek aktivacije, saj je premestitev kljuna za efektorsko delovanje
proteinskih kinaz (Costa in sod., 2006; Gong in sod., 2010). Pri IPy,3s je bilo opaziti
podoben trend, kakor pri merjenju povprecne intenzitete fluorescence (Slika 15 A in C), pri
IPperkir2, Pa je bil, presenetljivo, trend podoben kakor pri perimetru (Slika 15 D in F). Ti
rezultati nakazujejo, da je signalizacija preko ERK1/2 vplivala na razrasenost celic
(perimeter), Cesar pri pregledu literature nismo zasledili. Signalizacija preko ERK1/2 je
sicer kljuéna za proliferacijo in poveCanje Stevila dendriti¢nih izrastkov pri nevronskih
celicah (Alonso in sod., 2004), vendar podobnih podatkov za DC nismo nasli.

Pricakovali smo, da bo razmerje med p-ERK1/2 in p-p38 pri stimulaciji z LPS manjSe
(manj p-ERK1/2), kakor pri stimulaciji s probiotiki, saj naj bi stimulacija z LPS preko
TLR4 stimulirala predvsem p38 (glej poglavje 2.1.1.2). Izkazalo se je, da smo pri¢akovan
trend opazili samo pri razmerju premescenih p-ERK1/2 in p-p38 (Slika 15 E), ne pa pri
razmerju intenzitet p-ERK1/2 in p-p38 (ni prikazano). Opazena razlika bi lahko bila
posledica hitrejSega potovanja p-p38 v jedro pri stimulaciji z LPS v primerjavi s p-ERK1/2
in s tem manjSe razmerje med premesc¢enimi p-ERK1/2 in p-p38. Pri tem ne smemo
spregledati tudi dejstva, da gre lahko v naSem primeru Se za dodatni vpliv epitelija, ki prav
tako igra pomembno vlogo pri imunskem odzivu v ¢revesju in ga v naSem poskusu nismo
ovrednotili.

5.1.3.2 Vpliv aktivina A na aktivacijo p38 in ERK1/2 v dendriti¢nih celicah

Delovanje ActA je odvisno od njegove koncentracije, saj naj bi na DC v nizkih
koncentracijah deloval vnetno, pri visokih koncentracijah pa protivnetno (Hedger in sod.,
2011; Keelan in sod., 2000). Pri proucevanju vpliva ActA na DC smo tako po zgledu
ostalih Studij (Della Bella in sod., 2011; Segerer in sod., 2008) uporabili razmeroma visoko
koncentracijo ActA (100 ng/ml). 1z Studij na nediferenciranih epitelnih celicah IEC-6 je
razvidno, da ActA vpliva predvsem na proliferacijo in diferenciacijo epitelnih celic, kar je
klju¢nega pomena pri celjenju ran (Dignass in sod., 2000; Sonoyama in sod., 2000). Ker
porocil o vplivu ActA na integriteto in TEER epitelnih celic nismo nasli, smo preverili, ali
ActA vpliva na TEER diferenciranih celic H4-1. Po pri¢akovanjih smo glede na dobljeni
rezultat (Slika 14) in opazovanje celic pod svetlobnim mikroskopom ugotovili, da ActA v
casu dveh ur ne vpliva na integriteto in TEER epitelija.
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Presenetljivo se je vpliv ActA pokazal predvsem v premestitvi p-p38 in p-ERK1/2
(razmerje 1Pp.erk1/2/IPp-p3s) Vv jedro in perimetru DC. Pri¢akovali smo, da bo ActA vplival
predvsem v smeri povecane aktivacije ERK1/2 in pove€anja razmerja med p-ERK1/2 in p-
p38 ter s tem k Th2 tipu aktivacije. Izkazalo se je, da je bil u¢inek ActA odvisen predvsem
od povzrocitelja stimulacije, saj pri LPS prakti¢cno nismo opazili uéinka, kar potrjuje
opaZanja, da ActA tudi v ¢asu pozne nosecnosti ne vpliva na osnovni obrambni mehanizem
pri stimulaciji z LPS (Della Bella in sod., 2011). Pri stimulaciji DC z EcN je ActA
ucinkoval tako, da je znizal indeks premestitve obeh kinaz in s tem ni vplival na razmerje.
Obratno pa je pri po Gramu pozitivnih probiotikih (predvsem LGG) povecal indeks
premestitve p-ERK1/2 v primerjavi s p-p38 in posledi¢no njuno razmerje, ki je prislo na
raven kontrolne skupine. Segerer in sod. (2008) navajajo, da se vpliv ActA kaZe predvsem
v ve¢jem Stevilu podosomov kot posledica nepopolnega zorenja. V naSem poskusu smo
povecan perimeter zaznali zgolj pri LGG in LPS, medtem ko je bil pri ECN in LK7 manjsi
ali nespremenjen. Zelo majhna razras¢enost DC (perimeter) je najverjetneje tudi posledica
uporabe tripsina, s katerim smo odlepili celice iz filtrov.

Morebitna aktivacija p38 in ERK1/2 v odlepljenih DC bi lahko pomenila, da so na spodnjo
stran epitelija presle razli¢ne aktivacijske molekule ali pa da so DC dozorele do te mere, da
so se Ze odlepile od podlage. Zato smo morebitno aktivacijo p38 in ERK1/2 spremljali tudi
v odlepljenih DC in rezultate primerjali z aktivacijo MAPK v pritrjeni frakciji DC(Slika
16). Ugotovili smo, da je bil za aktivacijo p38 in ERK1/2 potreben neposreden stik med
DC in epitelnimi celicami, saj so bile nepritrjene DC aktivirane na istem nivoju, kot so bile
aktivirane pritrjene DC v primeru, ko na apikalni strani ni bilo prisotnih bakterij ali LPS.

Rezultati nakazujejo, da je aktivacija p38 in ERK1/2 odvisna od povzroditelja stimulacije,
saj sta probiotika LGG in LK7 usmerila stimulacijo DC v smeri ERK1/2 signalne poti,
EcCN pa v smeri p38. Vpliv ActA se kaze predvsem na nivoju premescanja aktiviranih
molekul v jedro, kjer se zopet pojavijo razlike med probiotiki, saj po Gramu pozitivna
LGG in LK7 nakazujeta povecano aktivacijo ERK1/2. To potrjuje domnevo, da ActA
spremeni imunski odziv DC proti Th2 celi¢ni aktivaciji, sprememba pa je odvisna
predvsem od povzrocitelja stimulacije. Ker smo v naSem poskusu uporabili nDC zgolj
enega darovalca v treh tehni¢nih ponovitvah, pri ¢emer smo pri nekaterih vzorcih izgubili
eno ponovitev (LPS), statisti¢cno nasih domnev nismo mogli potrditi. Da bi potrdili nase
domneve, bi bilo potrebno poskus ponoviti Se na vsaj dveh darovalcih, kar pa zaradi
¢asovnih omejitev doktorskega Studija ni bilo izvedljivo.

98



Treven P. Vpliv probiotikov na mikrobioto mle¢ne zleze in mleka.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2014

5.1.4 Vpliv probiotikov LK7® in LGG na mikrobioto mezenteri¢nih limfnih vozlov,
mlec¢ne Zleze in mleka misi

Vse veé raziskav potrjuje, da uzivanje probiotikov med nose¢nostjo in dojenjem ugodno
vpliva ne samo na zdravje nosecnice/matere, ampak tudi na zdravje in razvoj novorojencka
(Rautava in sod., 2012c). S poskusom na brejih miSih smo Zeleli prouciti predvsem
mikrobioloski vidik vpliva uzivanja probiotikov v ¢asu nose¢nosti in po njej, na
mikrobioto mle¢ne Zleze in mleka. Zeleli smo odgovoriti na vprasanje, ali uZivanje
probioti¢nih sevov LGG in LK7 v €asu brejosti in po njej vpliva na mikrobiolosko sestavo
mezenteri¢nih limfnih vozlov in mle¢ne zleze misi. Pri tem smo proucevali tudi moznost
endogenega prehoda LGG in LK7 v mle¢no Zlezo in mleko.

Inbridirana linija miSi FVB/N je posebej primerna za taksSne poskuse, saj je zanjo znaéilna
dobra plodnost, velika gnezda in posledi¢no dobra mle¢nost (Silver, 1995; Taketo in sod.,
1991). Ta lastnost nam je olajsala pridobivanje zadostnih koli¢in vzorcev mleka ter
omogocila izpeljavo Studije na manjSem Stevilu poskusnih Zivali. Ker smo Zeleli v najvecji
mozni meri omejiti prenos bakterij v mle¢no zlezo po zunanji poti, preko kontaminacije
seskov, smo misi nastanili na gnezditvene mreZe, ki se obi¢ajno uporabljajo za privajanje
Zivali na metabolne kletke. Ker so misi koprofagi, ki jejo lastno blato tudi direktno po
izlocanju, Smo s tem le delno preprecili stik zivali z njihovimi iztrebki (Ebino in sod.,
1988). Gnezditvene mreze predstavljajo potencialen stres za misi, saj jim ne omogocajo
naravnega obnaSanja in postavitve primernega gnezda. Da bi zmanjSali stres, ki ga
povzrocajo tovrstne mreZze, smo vanje vgradili miSje hiSke s plastificiranim dnom in
bombazno blazinico (Slika 9). Tako smo jim omogocili, da se vedejo naravno in si lahko
izdelajo primerno gnezdo. Ugotovljeno je bilo, da podobne gnezditvene posodice ne
vplivajo na funkcijo metabolne kletke, saj samice blato in urin izlo¢ajo zunaj gnezditvene
posodice (v preostali del kletke) in s tem ohranjajo svoje gnezdo ¢isto (Plum in sod., 1999),
kar smo opazili tudi v naSem poskusu. Misi smo 12-ti dan po paritvi depilirali po podro¢ju
mlecnih zlez in seskov, s ¢imer smo zmanjSali moznost kontaminacije pri odvzemu
vzorcev mleka in razteleSenju zivali. Kljub temu, da veljajo misi FVB/N za zelo
reproduktivno linijo, pri kateri je uspe$nost paritve obic¢ajno ve¢ja od 90 % (Silver, 1995),
je bila uspeSnost paritev sorazmerno nizka (v povpre¢ju 43 %), kar je podaljsalo izvajanje
poskusa. Najverjetnejsi razlog za to so gnezditvene mreze, Ceprav smo Samce in samice
nanje postopoma privajali 14 dni pred paritvijo.

Samice, pri katerih smo opazili vaginalni ¢ep, smo razdelili v tri skupine in jim glede na
skupino, od 7. dneva po paritvi naprej, dnevno aplicirali rekonstituirano mleko z ali brez
dodatka probiotikov LK7® in LGG. Sev LK7" je odporen proti rifampicinu, kar nam je
omogocilo dodatno selekcijo pri doloCanju prisotnosti LK7® s PCR, specificno za genski
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klaster gasericin K7 A. Dnevno dozo probiotikov (povprecno 3,6*10° KE LK7R, 4,1*10°
KE LGG), ki smo jo izbrali glede na prejSnje poskuse na misih (Ji in sod., 2012;
Kandasamy in sod., 2011), smo aplicirali z orogastri¢cno sondo, s ¢imer smo zagotovili
Casovno in kvantitativno primerljiv vnos probiotikov pri vseh zivalih. S spremljanjem
telesne mase smo dobili informacijo o stopnji brejosti in zdravstvenem stanju brejih misi.
Poleg tega smo maso spremljali zaradi morebitnega vpliva probiotikov na prirast in maso
(Angelakis in sod., 2013). Izkazalo se je, da LK7® in LGG nista vplivala na prirast in maso
zivali v Casu brejosti in po nje;j.

Obstoj endogene poti prehoda bakterij v mlecno Zlezo so na mi§jem modelu nakazali ze
Perez in sod. (2007), zato smo poskus osnovali predvsem glede na njihove izsledke.
Ugotovili so, da bakterije v ve¢jem Stevilu prehajajo v mle¢no zlezo v obdobju od petega
dneva pred kotitvijo do dneva po kotitvi, zato smo v prvem poskusu zrtvovanja nacrtovali
na:
» 15-ti dan po paritvi, ko smo pri¢akovali povecano Stevilo bakterij v mezenteri¢nih
limfnih vozlih;
» dan po kotitvi, ko naj bi zaznali povecano Stevilo bakterij v mle¢ni zlezi;
> tretji in osmi dan po kotitvi, da bi ugotovili morebiten prehod bakterij v mle¢no
zlezo tudi v zacetnem obdobju laktacije.

Predvidevali smo, da bomo najvegje §tevilo probioti¢nih bakterij LGG ali LK7" zaznali v
mle¢ni zlezi ob Casih, pri katerih so Perez in sod. (2007) ugotovili, da preide v mle¢no
Zlezo tudi najve¢ komensalnih bakterij (dan po kotitvi). Ker so rezultati prvega poskusa
nakazovali, da je verjetnost prisotnosti bakterij LGG v mle¢nih zlezah in mezenteri¢nih
limfnih vozlih vecja tretji in osmi dan po kotitvi, Smo v drugem poskusu Zivali Zrtvovali
zgolj na tretji in osmi dan, s ¢imer smo pridobili vecje Stevilo (4) zivali na Zrtvovanje in
skupino.

5.1.4.1 Prisotnost Zivih bakterij LGG in LK7" ter njihove DNA v vzorcih odvzetih tkiv

Prisotnost Zivih bakterij LGG in LK7® smo ugotavljali s kombinacijo klasi¢nih
mikrobioloskih in genetskih metod (Slika 11). Homogenizirane vzorce smo 24 ur bogatili v
tekodem gojiséu MRS (selektivno za MKB) ter nato razmazali na ploiée MRS in MRS 1z
spitkov plos¢ MRS (konzorcij zivih MKB) in MRS® smo izolirali DNA in s PCR,
specifi¢no za sev LGG in gasericin K7 A, ugotavljali prisotnost zivih bakterij sevov LGG
in LK77. V predposkusih smo ugotovili, da s tovrstnim postopkom lahko zasledimo tudi 1
7ivo bakterijo na mg mle¢ne Zleze. Poleg sledenja zivih LK7" in LGG smo izolirali
genomsko DNA direktno iz tkiv mezenteri¢nih limfnih vozlov in mle¢ne Zleze ter s PCR
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ugotavljali prisotnost DNA proucevanih probiotikov. Meja detekcije pri tem postopku je
bila 100-krat viSja zaradi izgub pri izolaciji genomske DNA in pa zelo majhni koli¢ini
prokariontske DNA v primerjavi z evkariontsko. Pri izolaciji genomske DNA namre¢
izoliramo tako evkariontsko kakor tudi prokariontsko (bakterijsko), s ¢imer dobimo nizko
razmerje med tar¢no in ostalo DNA, ki pa vpliva na u¢inkovitost PCR (Cullen in Hirsch,
1998).

Bakterije naj bi iz ¢revesja v mle¢no zlezo prehajale znotraj DC ali pritrjene na DC, ki po
krvi (limfi) potujejo iz mezenteri¢nih limfnih vozlov v oddaljena mukusna tkiva, kot je
mlecna zleza (Langa, 2006; Martin in sod., 2004; Perez in sod., 2007). Izolacija MKB iz
¢loveske krvi ni tako zelo redek pojav, saj S0 iz ¢loveske krvi izolirali kar 125 od 485-ih
sevov laktobacilov, ki so deponirani v zbirki PROSAFE (mikrobna zbirka za namene
ovrednotenja varnosti MKB v prehrani ljudi)(Vankerckhoven in sod., 2004), med katerimi
so bili tudi sevi z enakim genetskim profilom kakor LGG (Vancanneyt in sod., 2006). V
naSem poskusu smo prisotnost Zivin MKB ugotavljali v krvi, ki smo jo pred Zrtvovanjem
asepti¢no odvzeli s kardialno punkcijo. Pri vseh pozitivnih vzorcih je zraslo zgolj nekaj
morfolosko razli¢nih kolonij. V prvem poskusu je bila ve¢ina (4/5) pozitivnih vzorcev iz
krvi odvzete 4 dni pred kotitvijo (15. dan) in dan po kotitvi, kar bi lahko bila posledica
povecanega prehoda MKB v tem obdobju. Celokupno je bilo pozitivnih 8 vzorcev krvi,
vendar v nobenem nismo potrdili prisotnosti sevov LGG in LK7.

Prisotnost Zivih bakterij LGG in LK7 v mezenteri¢nih vozlih smo potrdili pri treh vzorcih
miSi (2 za LGG (miSi G3/1 in G4/2) in 1 za LK7 (mi§ K1/2)). DC lahko prevzete
komensalne bakterije transportirajo do mezenteri¢nih limfnih vozlov (Macpherson in Uhr,
2004), kar dokazujejo tudi drugi raziskovalci, saj porocajo o prisotnosti bakterij v
mezenteri¢nih limfnih vozlih odraslih misi (Ma in sod., 1990; Maragkoudakis in sod.,
2009; Zhou in sod., 2000). Kandasamy in sod. (2011) so misi hranili z LGG, LGG z
izrazenim zelenim fluorescentnim proteinom (LGG-ZFP) in LGG z izrazenim zelenim
fluorescentnim proteinom in IL-2, kot fuzijskim proteinom. Ugotovili so, da so vsi trije
sevi prisotni v mezenteri¢nih limfnih vozlih in vranici 24 ur po zauzitju in da je bila kljub
temu prisotnost protiteles IgG, ki so specificna za LGG, zelo nizka. Predvidevajo, da je
imunski sistem LGG prepoznal kot komensalno bakterijo, zaradi ¢esar ni bilo sistemske
aktivacije imunskega sistema.

Objave o0 prehodu probioti¢nih sevov iz ¢revesa v mlecno zlezo oziroma mleko mater so
maloStevilne, objav o Studijah prehoda na Zivalskem modelu pa do sedaj nismo zasledili. V
prvem poskusu smo pri dveh vzorcih zaznali prisotnost zivih bakterij seva LGG v mle¢ni
zlezi (misi G3/1 in G4/1), pri ¢emer smo pri eni zivali potrdili prisotnost LGG v mlecni
zlezi in mezenteri¢nih vozlih. Ker prisotnost LGG nismo potrdili tudi v krvi, ne moremo
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zagotovo trditi, da je sev presel v mle¢no Zlezo po endogeni poti. Poudariti pa velja, da so
zmanjSali moznost zunanje kontaminacije, saj so teZje prisle v stik z lastnimi iztrebki. Ker
smo zeleli statisti¢no ovrednotiti pojavljanje LGG in LK7 v mezenteri¢nih limfnih vozlih
in mle¢ni Zlezi, smo v drugem poskusu Zivali Zrtvovali samo tretji in osmi dan po kotitvi,
vendar pojava LGG ali LK7 v odvzetih tkivih nismo uspeli potrditi. Menimo, da LGG
lahko preide v mle¢no Zlezo miSi, vendar je pogostost takSnega dogodka nizka.
NajverjetnejSi razlog, zakaj v mleku nismo uspeli potrditi Zivih MKB, so zelo majhne
koli¢ine vzorca, saj smo v povpre¢ju uspeli pridobiti le 100 pl mleka na Zival.

5.1.4.2 Vpliv probiotikov LGG in LK7® na mikrobioto mezenteri¢nih limfnih vozlov,
mlecne Zleze in mleka

Trije razlicni pristopi (Stevilo zivih bakterij, Stevilo kopij 16S bakterijske rDNA in
metagenomska analiza bakterijske 16S rDNA), ki smo jih uporabili pri proucevanju
mikrobiote mezenteri¢nih limfnih vozlov in mle¢ne zleze, se med seboj dopolnjujejo in
nam nudijo popolnejSo sliko o vplivu probiotikov. Razlogi za neuspesSno potrjevanje
razli¢nih rodov in vrst v prvem poskusu so najverjetneje Zze omenjena izguba DNA med
izolacijo direktno iz tkiv ter velik delez evkariontske DNA in posledi¢no nizka
koncentracija bakterijske DNA (pod pragom obcutljivosti uporabljene metode).

5.1.4.2.1 Stevilo Zivih bakterij v odvzetih bioloskih vzorcih

V drugem poskusu smo homogenizirane vzorce tkiv razmazali na krvni agar (KA) in
nacepljene na plosce inkubirali v aerobnih in anaerobnih pogojih. Na plos¢ah, ki smo jih
inkubirali v aerobnih pogojih, so zrasle predvsem kolonije aerobnih bakterij in pa tudi
nekaterih fakultativno anaerobnih bakterij. Na ploscah, ki smo jih inkubirali v anaerobnih
pogojih, pa predvsem fakultativni anaerobi in nekateri manj striktni anaerobi, saj so med
homogenizacijo vzorci prisli v stik s kisikom iz zraka. Stevilo kolonijskih enot (KE) pri
pozitivnih vzorcih je bilo v posameznih skupinah zelo razli¢no (Slika 18), zato rezultate
podajamo kot Stevilo oz. delez bakterijsko pozitivnih vzorcev. Rezultate smo statisti¢no
ovrednotili s Fischerjevim eksaktnim testom, ki ni pokazal statisti¢cno znacilnih razlik.

Glede na Stevilo bakterijsko pozitivnih vzorcev lahko zakljuc¢imo, da je mle¢na zleza misSi
razmeroma slabo/redko poseljena, saj je bilo bakterijsko pozitivnih zgolj 12 od 23-ih
vzorcev (cca. 52 %). Podobne rezultate so prikazali Perez in sod. (2007), saj so 3 dni po
kotitvi zabelezili 5 pozitivnih vzorcev od 11-ih, 14 dni po kotitvi pa zgolj 2 od 11-ih.
Poudariti pa je potrebno, da pri mikrobioloski analizi mle¢ne Zleze miSi nismo analizirali
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celotne mlecne Zleze, temve¢ samo manjSo koli¢ino homogenata, zato negativni rezultati
ne pomenijo popolne sterilnosti posameznih vzorcev. V primerjavi z materinim mlekom,
kjer je obigajno prisotnih od 1*10? do 1*10° KE/mI mleka (Heikkila in Saris, 2003; Martin
in sod., 2003; Perez in sod., 2007), smo pri pozitivnih vzorcih mle¢ne zleze misi dolocili
od 1,5*10" do 4,5*10° KE/qg tkiva, kar lahko smatramo za primerljive vrednosti.

Prehajanje bakterij iz ¢revesja v mezentericne limfne vozle je pri zdravih odraslih misih
sicer redek, a normalen pojav, ki je odvisen od propustnosti epitelija in pa stimulacije
imunskega odziva (Wells in sod., 1988). V poskusu so Perez in sod. (2007) ugotovili, da
pride do povecane prisotnosti aerobnih in anaerobnih bakterij v mezenteri¢nih vozlih pet
dni pred kotitvijo ter v mlecni zlezi dan po kotitvi, kasneje pa prisotnost bakterij
postopoma pade. Pojav spremlja razSiritev odvodnih limfnih Zzil in povecanje
mezenteri¢nih limfnih vozlov. V naSem poskusu smo opazili najvecji delez bakterijsko
pozitivnih vzorcev osmi dan po kotitvi tako pri mlecnih Zlezah kakor tudi pri
mezenteri¢nih limfnih vozlih. Povecana prisotnost bakterij v mlecni Zzlezi je lahko
posledica povecane frekvence sesanja mladicev, ki s tem omogocajo poseljevanje mle¢nih
vodov in same mlecne zleze. Pri mezenteri¢nih limfnih vozlih pa bi lahko bila povecana
prisotnost bakterij posledica vpliva probiotikov, saj smo vecji delez bakterijsko pozitivnih
vzorcev opazili pri probioti¢nih skupinah (17 vzorcev) kot pri kontrolni skupini (6
vzorcev). Povecano Stevilo bakterijsko pozitivnih vzorcev mleénih Zlez je nenazadnje
lahko tudi posledica novega vala prehoda bakterij iz mezenteri¢nih vozlov v mle¢no Zlezo,
saj ni znano, koliko Casa je ta prehod mozen in ali obstaja Se kak$no obdobje v Casu
laktacije, ko je bakterijam omogocen prehod v mle¢no Zlezo (Jeurink in sod., 2013; Perez
in sod., 2007). Ker smo v mezenteri¢nih vozlih zasledili predvsem vecji delez anaerobov,
lahko sklepamo, da so bakterije v vozlih izvirale predvsem iz ¢revesja. Kljub manjSemu
Stevilu zivali v kontrolni skupini smo opazili, da sta oba probiotika vplivala na prisotnost
bakterij v mezenteri¢nih vozlih (Slika 19), saj je bil delez bakterijsko pozitivnih vzorcev
vecji pri obeh probioti¢nih skupinah, z o€itnejSo razliko pri aerobni inkubaciji. Probioti¢na
seva Lactobacillus acidophilus LAFTI 110 in Lactobacillus paracasei LAFT1 126 sta na
primer, vplivala na prenos anaerobnih bakterij v mezentericne limfne vozle pri BALB/c
misSih in povecano fagocitozno sposobnost peritonealnih makrofagov (Paturi in sod., 2008).

Pri mlecni Zlezi je bil, v primerjavi s kontrolno skupino (N), delez bakterijsko pozitivnih
vzorcev vedji zgolj pri skupini K (misi krmljene z LK7%), pri emer je bilo opaziti ve&je
Stevilo vzorcev mlecnih zlez, pozitivnih na prisotnost bakterij, ki so zrasle na krvnem
agarju pri aerobnih pogojih. Vecji del teh bakterij je najverjetneje izviralo iz koze, ustne
votline mladica in okolja, kar je obi¢ajno tudi pri materinem mleku (Cabrera-Rubio in sod.,
2012). Pri eni zivali iz te skupine (K4/5) smo opazili nadpovpre¢no stevilo (> 4500
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KE/100 mg tkiva) po Gramu pozitivnih kokov, kar je lahko posledica subklini¢nega
mastitisa, saj zunanjih znakov mastitisa pri tej Zivali nismo opazili.

5.1.4.2.2 Stevilo kopij bakterijske 16S rDNA v odvzetih biolokih vzorcih

Najprej smo z analizo Stevila kopij bakterijske 16S rDNA Zzeleli ovrednotiti prisotnost
bakterijske DNA v bioloskih vzorcih in primernost vzorcev za metagnomsko analizo.
Stevilo kopij bakterijske 16S rDNA ni nujno povezano s tevilom Zivih bakterij, saj celice,
ki so bile mocno prizadete samo na nivoju metabolizma, lahko ohranijo integriteto tako
celi¢ne membrane kakor tudi DNA Se vec¢ dni po izpostavitvi Skodljivemu dejavniku, kot je
npr. oksidativni stres s H,O, (Zotta in sod., 2009). Horizontalno prenesena bakterijska
DNA iz matere na zarodek namre¢ lahko predstavlja tudi kontrolirano stimulacijo
nerazvitega ¢revesnega imunskega sistema zarodka in novorojenca (Rautava in sod.,
2012a; Satokari in sod., 2009).

Ker smo Zeleli dobiti rezultate, ki bi bili neodvisni od velikosti vzorca in napak pri
izolaciji, smo v PCR uporabili enake koli¢ine izolirane gDNA (10 ng) in rezultate podali
kot Stevilo kopij na ng genomske DNA (Slika 21). Rezultati so se delno ujemali z rezultati
Stetja na plosc¢ah, prisli pa smo tudi do nekaterih dodatnih ugotovitev. Statisticna analiza
ANOVA na rangih po metodi Kruskal-Wallis in nato test mnogoterih primerjav po Dunn-u
je, glede na kontrolno skupino, za vzorce mezenteri¢nih vozlov, vzoréenih tretji dan po
kotitvi, pokazala statisti¢no znacilno vecje Stevilo kopij bakterijske 16S rDNA/ng gDNA v
LK77 skipini (K3). Ker smo imeli v kontrolni skupini, vzor&eni osmi dan po kotitvi (N4),
samo dve Zivali (dva vzorca), statisti¢na analiza rezultatov za 8. dan ni pokazala razlik,
Ceprav je bilo, v primerjavi s kontrolno skupino, stevilo kopij 16S rDNA obcutno vecje pri
vzorcih mezenteri¢nih limfnih vozlov iz obeh probioti¢nih skupin (G4 in K4). ManjSe
Stevilo kopij bakterijske 16S rDNA v vzorcih mle¢nih zlez osmi dan po kotitvi (Slika 21
B), je najverjetneje posledica povecane koli¢ine evkariontske DNA, izolirane iz celic tkiva
mlecne zleze. Po nekaterih podatkih se Koli¢ina tkivne DNA v mle¢ni zlezi v ¢asu od
tretjega do osmega dneva po kotitvi poveca za 19,5 % (Knight in Peaker, 1982). Zanimivo
je, da se Stevila kopij bakterijske DNA v mleku zelo dobro ujema z rezultati Stevila kopij
bakterijske DNA iz mezenteri¢nih limfnih vozlov in slabSe z rezultati za mle¢ne Zleze.
Verjetno so bakterije v mlecni Zlezi prisotne v obliki biofilma (Martin in sod., 2003), kar
lahko prispeva k razlikam v Stevilu bakterij v mleku in mle¢ni Zlezi. Potrebno je poudariti,
da je v mleku delez tkivne DNA veliko manjSi. Kljub temu, da smo iz mleka uspeli
izolirati zelo majhne koli¢ine celokupne gDNA, je bilo Stevilo kopij na ng gDNA
sorazmerno veliko.
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5.1.4.2.3 Metagenomska analiza 16S rDNA

Kljub temu, da cene globinskega sekvenciranja padajo, metoda Se vedno velja za
razmeroma drago. Zato smo po 4 paralelne vzorce mezentericnih limfnih vozlov, mlecne
Zleze in mleka iz vsake skupine zdruzili, tako da smo dobili zgolj 18 vzorcev (3 skupine, 2
Casa vzorCenja, 3 tipi vzorcev). Tako smo na primer DNA, izolirano iz vzorcev
mezenteri¢nih limfnih vozlov misi, Zrtvovanih osmi dan po kotitvi in hranjenih z LK7%
(K4/3, K4/4, K4/5, K4/6), zdruzili v vzorec K4-MV. Z zdruzevanjem vzorcev smo sicer
izgubili moznost statisticnega ovrednotenja, lahko pa smo proucili zastopanosti debel,
druzin in rodov v vzorcih vseh treh skupin iz poskusa.

V podjetju, ki je izvajalo sekvenciranje, iz petih vzorcev mleka niso uspeli pomnoziti
zadostne koli¢ine 16S rDNA za metagenomsko sekvenciranje. Najverjetnejsi razlog za
neuspeh pomnoZzevanja je bila zelo nizka koncentracija bakterijske DNA v vzorcih mleka,
saj vzorci niso vsebovali minimalne zahtevane koncentracije gDNA (25 ng/ul), ki jo je
predpisal izvajalec sekvenciranja. Pri podatkih o kvaliteti sekvenciranja in analize (Tabela
13) izstopa velik odstotek neznanih odCitkov pri vzorcih mezenteri¢nih limfnih vozlov.
Neznani odc¢itki lahko pripadajo vrstam, ki niso vpisane v bazo RDB (Cole in sod., 2009),
ali pa so posledica napak v procesu eksperimenta (Clemente in sod., 2011). Poleg tega je v
bazi RDB vec¢ja zastopanost zaporedij iz kultivabilnih vrst bakterij (Schloss in
Handelsman, 2004), v ¢revesju pa pogosto najdemo redke in nekultivabilne vrste bakterij
(Stewart, 2012). Glede na to, da je delez znanih zaporedij na nivoju rodov dale¢ od
ocenjenega Stevila vseh bakterijskih rodov v naravi (Schloss in Handelsman, 2004), ni

awas

Iz rezultatov na vseh treh nivojih (deblo, druzina in rod) smo lahko sklepali, da je vec¢ina
dobljenih zaporedij posledica kontaminacij, ki izvirajo iz reagentov PCR, vode in PBS.
Znano je, da pride kontaminacija reagentov z mikrobno DNA bolj do izraza pri vzorcih z
zelo nizko koncentracijo tarcne DNA (Champlot in sod., 2010; Teletchea in sod., 2005).
Najpogosteje se kot posledica kontaminacije pojavljajo: E. coli, Pseudomonas,
Stenotrophomonas, Salmonella, Shigella, Phylobacterium, Arthrobacter, Corynebacterium
in druge, ve¢inoma po Gramu negativne aerobne bakterije (Grahn in sod., 2003; Hughes in
sod., 1994; Spangler in sod., 2009; Tanner in sod., 1998). Ce upoitevamo regresijsko
enacbo Willner in sod. (2012), je teoreti¢no pri 0,06 ng taréne DNA (priblizno 6,4*10°
kopij) kar 91 % zaporedij posledica kontaminacije. Glede na porocCila izvajalca
sekvenciranja, so pri naSih vzorcih, po pomnoZevanju s PCR, dobili zelo nizke
koncentracije DNA, zato so bili primorani uporabiti metodo ugnezdene PCR. Prakti¢no
nemogoce je, da bi vsi vzorci vsebovali tako velike in podobne deleZe aerobnih, po Gramu
negativnih bakterij, ki so znacilni za okolje in vodo, zato smo iz rezultatov izlocili tovrstne
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odcitke (Preglednica 14). Zavedamo se, da smo s tem najverjetneje odstranili tudi nekatere
odcitke, ki so izvirali iz vzorcev, vendar smo na ta naCin lahko izpostavili tiste, za katere je
zelo malo verjetno, da so posledica kontaminacije.

Rezultati tako simulirane metagenomske analize bioloSkih vzorcev se v precejSnji meri
ujemajo z rezultati Stetja na ploS¢ah in ugotavljanja Stevila kopij bakterijske DNA, saj je
bilo ve¢ od¢itkov pri vzorcih, odvzetih osmi dan po Kkotitvi. Ze iz rezultatov na nivoju
debel, preden smo izlocili od¢itke, ki so po naSem mnenju posledica kontaminacije (Slika
22 in 23), je razvidno, da je aplikacija probiotikov vplivala predvsem na povecan delez
firmikut. Spremembe bi lahko bile direktna posledica apliciranih probiotikov, ki spadata v
deblo firmikut (Cui in sod., 2013). Ji in sod. (2012) so ugotovili, da je aplikacija LGG
odraslim miSim BALB/c rahlo povecala delez firmikut v blatu in zmanjSala v tankem
Crevesu zivali. V naSem poskusu se je kazal povecan delez firmikut pri probioti¢nih
skupinah v povecanem delezu MKB, predvsem rodov Lactobacillus in Streptococcus
(Preglednica 15). Mozno je, da odcitki za rod Lactobacillus pripadajo sevoma LGG in
LK7, vendar tega nismo uspeli dokazati zaradi izgube kultivabilnosti sevov in nizke
koncentracije njune DNA, izolirane direktno iz tkiv, ki je bila pod mejo detekcije
uporabljene metode. Druga moznost je, da je povecan delez MKB v c¢revesu, ki ga je
povzrocila aplikacija probiotikov, povzro¢il povecano vzorcenje razliénih MKB iz ¢revesja
(Berg in Garlington, 1979).

Pojavljanje striktnih anaerobov, katerih obicajni habitat je prebavni trakt, nakazuje, da so
nekatere bakterije tako v mezenteri¢nih limfnih vozlih kakor tudi v mle¢ni zlezi, izvirale iz
crevesja. V mlecni zlezi so se pojavili rodovi, kot so Bifidobacterium, Bacteroides,
Prevotella, Turicibacter, Barnesiella, Alistipes, ki so tipi¢ni predstavniki Crevesne
mikrobiote ljudi in glodavcev. Streptokoke smo opazili pri vseh vzorcih mle¢nih Zlez.
Podobne rezultate navajajo tudi pri metagenomski analizi mikrobiote materinega mleka
(Cabrera-Rubio in sod., 2012; Hunt in sod., 2011; Ward in sod., 2013). Poleg tega je bil,
skladno z rezultati analiz mikrobiote materinega mleka, rod Streptococcus prisoten pri vseh
vzorcih mle¢ne zleze miSi. Rod Lactobacillus se je pojavljal izklju¢no pri vzorcih mle¢nih
zlez ali mleka iz probioti¢nih skupin, kar so pri testiranju dveh probiotikov za zdravljenje
mastitisa pri dojecih materah opazili tudi Jimenez in sod. (2008).

Pri skupini K4, kjer je najverjetneje prislo do subklini¢nega mastitisa pri eni od Zivali, smo
opazili prevlado streptokokov v mleku in mle¢ni zlezi. Zanimivo je, da smo opazili
povecano Stevilo 16S rDNA, pripisane streptokokom, tudi v mezenteri¢nih limfnih vozlih
te skupine (K4). Pri klasi¢ni mikrobioloski analizi §tetja kolonijskih enot na plos¢ah
krvnega agarja (Slika 18 MV-AE, MV-AN) poveCanega Stevila zivih bakterij Vv
mezenteri¢nih vozlih nismo opazili, kar nakazuje na to, da bakterije v mezenteri¢nih
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limfnih vozlih niso bile ve¢ Zive in smo tako detektirali zgolj njihovo DNA. Podobno so
Lasagno in sod. (2012) sistemski imunski odgovor in prehod bakterij iz mle¢ne Zleze v
mezenteri¢ne limfne vozle, opazili pri subklinicnem mastitisu s Streptococcus uberis pri
kozah.

Izracun ocene pestrosti mikrobiote je opravilo podjetje, ki je izvajalo sekvenciranje. Pri
tem so uporabili podatke, ki so vkljucevali tudi odCitke, ki smo jih kasneje oznacili kot
kontaminacija. Ker so bili delezi zaporedij, ki so pripadali kontaminantom, med
posameznimi vzorci priblizno enaki, smo sklepali, da k pestrosti mikrobiote najve¢
prispevajo odc¢itki, ki niso posledica kontaminacije, saj so se njihovi delezi med vzorci
razlikovali. Poleg tega je Chaol neparametri¢na cenilka, ki pri izraGunu vrstne pestrosti
uposteva tudi Stevilénost osebkov in temelji na predpostavki, da redke vrste v vzor¢nih
enotah podajo najve¢ informacij o Stevilu vrst, ki v vzor¢nih enotah manjkajo (Budja,
2008; Chao in sod., 2005). V naSem primeru so bile redke vrste (z majhnim Stevilom
pripisanih zaporedij) sestavljene iz od¢itkov, ki niso bili posledica kontaminacije, torej so
te vrste, oziroma odcitki, najve¢ prispevali k izraCunu vrstne pestrosti.

Ce izvzamemo skupino K4, kjer smo vegji delez streptokokov najverjetneje opazili zaradi
subklinicnega mastitisa pri enem vzorcu, sta oba probiotika zmanjSala ocenjeno Stevilo
vseh vrst ter povecala porazdeljenost med vrstami tako tretji, kakor tudi osmi dan po
kotitvi. Najverjetneje je aplikacija probiotikov povzrocila povecano aktivacijo imunskega
sistema in povecano vzoréenje razli¢nih bakterij iz ¢revesne svetline. Tako za LGG kakor
za LK7 je bilo ugotovljeno, da stimulirata prirojeni imunski odziv, ki se pokaze kot
povecano izloCanje protiteles IgA v sluznici vitega ¢revesa (Gorbach, 2000; Hacin, 2010).
Manjse Stevilo in povecana porazdeljenost lahko pomenita tudi manjSo moznost pojava
sistemskih infekcij, saj je s tem zmanjSana moznost preras¢anja dolocene vrste.

Obratno kakor pri mezenteri¢nih limfnih vozlih, smo pri vzorcih mle¢nih Zlez opazili
povecano Stevilo vseh ocenjenih vrst pri obeh probioti¢nih skupinah in povecano
porazdeljenost med vrstami zgolj pri LGG skupini. Vecja pestrost lahko ugodno vpliva na
razvoj imunskega sistema novorojencka, vendar je porazdeljenost in zastopanost dolocenih
vrst lahko kljuénega pomena. Manjsa porazdeljenost med vrstami pomeni vecjo
zastopanost doloCene vrste, ki lahko preraste ostale vrste, kar lahko poveca moznost
infekcije mle¢ne Zleze (Delgado in sod., 2008). Pri LGG skupini smo ugotovili povecano
prisotnost laktobacilov (tretji dan po kotitvi) in pa prisotnost bifidobakterij (osmi dan po
kotitvi), ki naj bi ugodno vplivale na razvoj in zdravje novorojencka (Martin in sod., 2009;
Martin in sod., 2003). Pri LK7 opazimo predvsem prevlado streptokokov. Streptokoki so
obicajno prisotni v mleku in mle¢ni Zlezi, vendar pa med njimi najdemo tudi vrste, ki
povzrocajo mastitis (Delgado in sod., 2009).
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Iz rezultatov poskusov na brejih miSih lahko potrdimo tretjo zastavljeno hipotezo, da
krmljenje s probiotikoma LGG in LK7 v Casu brejosti in laktacije vpliva na mikrobioto
mezenteri¢nih limfnih vozlov in mle¢ne Zleze. Ker smo Zive bakterije LGG opazili zgolj
pri dveh Zivalih lahko sklepamo, da je prehod Zivih bakterij LGG iz ¢revesja v mle¢no
Zlezo mogo¢, vendar je pogostost prehajanja nizka. Mozno je, da tudi LK7 preide v mle¢no
Zlezo, saj smo ga zasledili v mezenteri¢nih limfnih vozlih ene Zivali, vendar ga v naSem
poskusu v mle¢ni zlezi nismo potrdili. Oba seva vplivata na Stevilo Zivih bakterij in Stevilo
kopij bakterijske 16S rDNA v mezenteriénih limfnih vozlih, mle¢ni zlezi in mleku.
Najvecji vpliv smo opazili pri delezu laktobacilov, saj sta oba probiotika povecala
pogostost pojavljanja in deleZ laktobacilov v mezenteri¢nih vozlih in mle¢ni Zlezi ali
mleku. Tudi ocena pestrosti mikrobiote je pokazala, da oba probiotika ugodno vplivata na
mikrobioto mezentericnih limfnih vozlov, saj zmanjSata pestrost in povecata
porazdeljenost vrst. Glede na oceno pestrosti mikrobiote v mle¢ni Zlezi pa izgleda, da LGG
ugodneje vpliva na mikrobioto mleéne Zleze, saj poveca ocenjeno Stevilo vseh vrst, poveca
porazdeljenost med vrstami in poveca delez rodov Lactobacillus in Bifidobacterium.

5.2 SKLEPI

Prisotnost bakterij znotraj dendriti¢nih celic (DC) tri ure po dodatku LK7 na apikalno stran
epitelnih celic je nakazala mozen prehod LK7 skozi epitelni sloj znotraj DC, vendar prve
zastavljene hipoteze ne moremo zagotovo potrditi, saj rezultatov zaradi tezav s celi¢no
linijo H4-1 nismo uspeli ustrezno ponoviti.

Ker je bilo tudi preverjanje druge hipoteze (sposobnost prezivetja probiotikov znotraj DC
je sevno specificna) onemogoceno, saj je bilo vezano na celi¢no linijo H4-1, smo raziskave
preusmerili v proucevanje signalizacijskih poti stimulacije nezrelih DC (nDC) s probiotiki
brez ali ob prisotnosti aktivina A in ugotovili, da:

> Je aktivacija proteinskih kinaz p38 in ERK1/2 v DC odvisna predvsem od
povzrocitelja stimulacije, saj je stimulacija epitelnih celic z LGG in LK7 usmerila
aktivacijo DC v smeri aktivacije ERK1/2, EcN in LPS pa v smeri p38;

» se vpliv ActA kaze predvsem v nivoju premestitve aktiviranih p38 in ERK1/2 v
jedro in je prav tako odvisen od nacina stimulacije, saj je stimulacija z LGG in LK7
povecala razmerje premestitve p-ERK1/2 proti p-p38, medtem ko stimulacija z LPS
ali EcN razmerja ni spremenila.
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Potrdili smo tretjo zastavljeno hipotezo, da krmljenje probioti¢nih sevov LK7 in LGG
poskusnim miSim v ¢asu brejosti in laktacije vpliva na sestavo mikrobiote mezenteri¢nih
limfnih vozlov in mle¢ne Zleze ter na prisotnost sevov LK7 in LGG v mle¢ni Zlezi in
mleku poskusnih Zivali, saj je:

>

aplikacija LGG in LK7 povecala pogostost pojavljanja Zivih bakterij v
mezentericnih limfnih vozlih in povecala Stevilo kopij bakterijske DNA v
mezenteri¢nih limfnih vozlih in mleku v primerjavi s kontrolno skupino, zgolj
aplikacija LK7 pa je povecala pogostost pojavljanja Zivih bakterij v mle¢ni Zlezi,

aplikacija LGG povecala delez firmikut v mezenteri¢nih limfnih vozlih tretji dan po
kotitvi in zmanjSala osmi dan po Kkotitvi;

aplikacija LGG in LK7 v primerjavi s kontrolno skupino povecala deleZ firmikut in
povecala delez rodu Lactobacillus in skupine MKB v mle¢ni Zlezi tako tretji kakor
tudi osmi dan po kotitvi;

aplikacija LGG in LK7 ugodno vplivala na mikrobioto mezenteri¢nih limfnih
vozlov, saj je zmanjSala ocenjeno Stevilo vseh vrst in povecala porazdeljenost med
vrstami;

aplikacija LGG in LK7 povecala ocenjeno Stevilo vseh vrst v mle¢ni Zlezi, zgolj
aplikacija LGG pa je tudi povecala porazdeljenost med vrstami;

je prehod zivih bakterij LGG in LK7 iz ¢revesja v mle¢no zlezo sicer mogoc,
vendar sklepamo, da je pogostost prehajanja nizka.
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6 POVZETEK (SUMMARY)

6.1 POVZETEK

Materino mleko vsebuje bakterije razlicnih rodov, ki lahko prihajajo iz koze in
novorojenckove ustne votline, ki se z vaginalno in ¢revesno mikrobioto okuzi med
porodom. Med dojenjem in negovanjem naj bi se bakterije preko novorojenckovih ust
naselile na podro¢ju alveol in v mle¢nih vodih. Drugi mozni vir vsaj nekaterih vrst bakterij
(laktobacili in bifidobakterije) v materinem mleku naj bi bil prenos po ¢revesno-mle¢ni
poti, preko z mukozo povezanega limfaticnega sistema. Probiotiki so po definiciji Zivi
mikroorganizmi, ki pripomorejo gostitelju do boljSega zdravja, ¢e jih zauzije v zadostnih
koli¢inah. Vse ve¢ raziskav poroca o razli¢nih pozitivnih u¢inkih uzivanja probiotikov v
Casu nosecnosti in dojenja tako na mamo kakor tudi na novorojencka. Glede na dosedanje
raziskave, lahko probiotiki vplivajo na mikrobioto materinega mleka na tri nacine, ki so
med seboj najverjetneje tesno povezani. Probiotiki, zauziti med nosec¢nostjo in dojenjem,
lahko vplivajo na imunski sistem matere, kar posredno vpliva na sestavo bakterij, ki so
prisotne v mle¢ni zlezi. Poleg tega, lahko podobno kot komenzalne bakterije (obic¢ajno
prisotne v ¢revesni mikrobioti), tudi probioti¢ne bakterije preidejo v mle¢no zlezo preko
zunanjega vnosa ali pa po endogeni poti, preko z mukozo povezanega limfoidnega sistema
in s tem direktno vplivajo na sestavo mlecne Zleze.

Na vpraSanje, kako uZivanje probiotikov v Casu nosecnosti in laktacije vpliva na
mikrobioto mleka in mle¢ne Zleze, smo poskuSali odgovoriti na dveh razli¢nih nivojih.
Mehanizem morebitnega endogenega prenosa probioti¢nih sevov iz materinega ¢revesa do
mle¢nih Zlez smo proucevali in vitro na celicnem modelu tankega Crevesa. Model je bil
sestavljen iz epitelnih celic H4-1 na zgornji strani poroznega filtra in nezrelih dendriti¢nih
celic, izoliranih iz monocitov periferne krvi zdravih prostovoljcev, na spodnji strani filtra.
Vpliv probiotikov na mikrobioto mle¢ne Zleze in mleka smo proucevali z uporabo misjega
modela in probioti¢nih sevov Lactobacillus gasseri K7 (LK7) in Lactobacillus rhamnosus
GG (LGG). Poleg odkrivanja moznih mehanizmov prenosa probioti¢nih bakterij do mle¢ne
Zleze smo pridobili pomemben vpogled v sestavo mikrobiote mle¢ne zleze in mleka misi,
ki so pogosto modelni organizem na podrocju raziskovanja probiotikov. Za ugotavljanje
LK7 v vzorcih, ki smo jih pridobili v poskusu na brejih misih, smo najprej razvili metodo
za ugotavljanje seva LK7 v kompleksnih vzorcih.

Razvoj metode za ugotavljanje prisotnosti LK7 v kompleksnih vzorcih je temeljil na
poznavanju genskih determinant dveh specificnih bakteriocinov, gasericina K7A in
gasericina K7B, ki ju tvori sev. Kot smo ugotovili iz Studije na 45-ih LK7 negativnih
vzorcih blata odraslih ljudi, je pojavljanje celotnega genskega klastra za gasericin K7 A
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zelo redek pojav tudi v tako pestri zdruzbi kot je ¢revesna mikrobiota. Ker pa so geni za
oba gasericina (K7 A in K7 B) prisotni tudi v sevu L. gasseri LF221, pojavljanje
kodirajocih regij za oba gasericina Se ne pomeni 100 % potrditev prisotnosti seva LK7,
ampak je to potrebno potrditi z uporabo ustreznih kontrol (npr. placebo) ali pa dodatnih
selekcij (npr. uporaba seva odpornega proti rifampicinu), ¢esar smo se posluzili tudi pri
Studiji na brejih misih.

Iz dobljenih rezultatov na in vitro modelu ¢revesnega epitelija ne moremo zagotovo
odgovoriti na vpraSanje ali DC prevzemajo LK7 skozi sloj celic H4-1 ali ne. Prehod LK7
skozi epitelni sloj znotraj DC in trend padanja Stevila zivih znotrajceli¢nih bakterij v
odvisnosti od ¢asa smo namre¢ opazili zgolj v prvem poskusu. V ponovitvah poskusa teh
opazanj nismo uspeli potrditi.

Poleg prehajanja bakterij smo na modelu crevesnega epitelija proucevali tudi vpliv
probiotikov in ActA na aktivacijo p38 in ERK1/2 v DC. Rezultati nakazujejo, da je
aktivacija p38 in ERK1/2 odvisna predvsem od povzrocitelja stimulacije, saj probiotika
LGG in LK7 stimulirata DC v smeri ERK1/2 signalne poti, ECN pa v smeri p38 signalne
poti. Vpliv ActA se je pokazal predvsem na nivoju premes€anja aktiviranih molekul v
jedro, kjer so se zopet pojavile razlike med probiotiki, saj sta po Gramu pozitivna LGG in
LK7 povecala premestitev aktiviranih ERK1/2 v jedro. Opazanja so v skladu z domnevo,
da ActA spremeni imunski odziv DC proti Th2 celi¢ni aktivaciji, sprememba pa je odvisna
predvsem od povzrocitelja stimulacije. Ker smo v naSem poskusu uporabili zgolj enega
darovalca in tri tehni¢ne ponovitve, pri ¢emer smo pri nekaterih skupinah izgubili eno
ponovitev (LPS), statistiéno nasih domnev nismo potrdili. Za to bi bilo potrebno poskus
ponoviti Se z DC vsaj dveh darovalcev, kar pa zaradi ¢asovnih omejitev doktorskega
Studija ni bilo izvedljivo.

Rezultatov poskusov na brejih miSih kazejo, da krmljenje s probiotikoma LGG in LK7 v
Casu brejosti in laktacije vpliva na mikrobioto mezenteri¢nih limfnih vozlov in mlecne
Zleze. V mezenteri¢nih limfnih vozlih smo opazili zive bakterije LGG pri dveh Zivalih, in
sicer pri eni zivali tretji in pri eni Zivali osmi dan po kotitvi. Glede na to, da smo Zive
bakterije LGG v mle¢ni zlezi opazili zgolj pri dveh Zivalih, lahko sklepamo, da je prehod
zivih bakterij LGG iz ¢revesja v mle¢no zlezo mogo¢, vendar je pogostost prehoda nizka.
Mozno je, da tudi LK7 preide v mle¢no Zlezo, saj smo ga zasledili v mezenteri¢nih limfnih
vozlih ene Zivali 15. dan po paritvi, vendar ga nato v mle¢ni Zlezi nismo potrdili. Oba seva
sta vplivala na Stevilo zivih bakterij in Stevilo kopij bakterijske 16S rDNA v mezenteri¢nih
limfnih vozlih, mle¢ni zlezi in mleku. Analiza rezultatov globinskega sekvenciranja 16S
rDNA je pokazala, da je aplikacija LGG in LK7 miSim v Casu brejosti in laktacije povecala
delez firmikut in MKB (predvsem rodov Lactobacillus in Streptococcus) v mle¢ni Zlezi
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tako tretji kakor tudi osmi dan po kotitvi. Polega tega je probioti¢ni sev LGG povecal delez
firmikut v mezenteri¢nih limfnih vozlih tretji dan po kotitvi in zmanjsal osmi dan po
kotitvi. Tudi ocena pestrosti mikrobiote je pokazala, da oba probiotika ugodno vplivata na
mikrobioto mezentericnih limfnih vozlov, saj zmanjSata pestrost in povecata
porazdeljenost vrst. Glede na oceno pestrosti mikrobiote v mle¢ni zlezi pa izgleda, da LGG
ugodneje vpliva na mikrobioto mlecne Zleze, saj poveca ocenjeno Stevilo vseh vrst, poveca
porazdeljenost med vrstami in poveca deleZ rodov Lactobacillus in Bifidobacterium.

Na osnovi dobljenih rezultatov in vitro eksperimentov in in vivo poskusov na brejih misih
lahko sklepamo, da uzivanje probiotikov LGG in LK7 vpliva na mikrobioto mle¢ne zleze
in mleka tako preko prehajanja bakterij v mle¢no Zlezo kakor tudi preko imunskega
sistema, ki pa zaradi vpliva aktivina A med brejostjo reagira drugace, kot v obicajnih
razmerah. Ugotovili smo, da je pogostost prehoda zauZzitih probiotikov LGG in LK7
najverjetneje majhna, kljub temu pa je uzZivanje obeh probiotikov spremenilo mikrobioto
mezenteri¢nih limfnih vozlov in mleéne Zleze. MoZnost vpliva na mikrobioto mle¢ne zleze
in mleka lahko pomeni tudi moznost vpliva na zdravje mlecne Zleze in nenazadnje tudi na
zdravje novorojencka.
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6.2 SUMMARY

Breast milk contains various genera of bacteria, which may come from the skin and
newborn oral cavity, which is infected with vaginal and intestinal microbiota during
childbirth. During breast-feeding and nursing bacteria from neonatal mouth supposed to
colonize the area of alveoli and in milk ducts. Another possible source of at least some
types of bacteria (lactobacilli and bifidobacteria) in breast milk, is entero-mammary
pathway via mucosa associated lymphoid system. Probiotics by definition are live
microorganisms, which when administered in adequate amounts confer a health benefit on
the host. There is an increasing number of research reports on a variety of positive effects
of consumption of probiotics during pregnancy and breastfeeding on mother and also on
newborn. Based on previous studies probiotics may affect mother’s milk microbiota in
three ways, which appear to be linked to each other. Probiotics, consumed during
pregnancy and lactation can affect the immune system of the mother, which indirectly
affect the composition of the bacteria that are present in the mammary gland. Moreover,
similarly as the commensal bacteria (normally present in the intestinal microbiota), the
probiotic bacteria pass into the mammary gland via the external input or by the endogenous
route via the mucosa associated lymphoid system, and thereby directly influence the
composition of the mammary gland.

We tried to answer the question of how the consumption of probiotics during pregnancy
and lactation affect the mammary gland and milk microbiota, on two different levels. The
mechanisms of eventual endogenous transfer of probiotic strains from mother's intestine to
the mammary glands were studied in vitro small intestinal cell culture model. The model
was made up of epithelial cells H4-1 on the upper side of the porous filter and the
immature dendritic cells (nDC) isolated from peripheral blood monocytes of healthy
volunteers at the lower side of the filter. Impact of probiotics on the mammary gland and
milk microbiota were studied using a mouse model and the probiotic strains Lactobacillus
gasseri K7 (LK7) and Lactobacillus rhamnosus GG (LGG). In addition to identifying
potential mechanisms of probiotic bacteria transfer to the mammary gland, we have gained
important insights into the composition of the mammary gland and milk microbiota of
mice which are often used as model organism in research of probiotics. To determine LK7
in the samples which were obtained from the mice experiment, we first developed a
method for the identification of the LK7 strain in complex samples.

The development of method for the detection of LK7 in complex samples was based on the
fact that the strain produces two specific bacteriocins gasericin K7 A and gasericin K7 B.
As we have seen from a study on 45 LK7 negative faecal samples from adult volunteers,
the appearance of the entire gene cluster for LK7 is very rare even in such a diverse
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community such as the intestinal microbiota. However, since the genes for gasericin K7 A
and gasericin K7 B appear in the strain L. gasseri LF221 as well, the appearance of coding
regions for both gassericins does not mean indisputable conformation of the strain.
Therefore, the presence of the LK7 strain must be confirmed with the use of appropriate
controls (e.g. placebo) or additional selections (e.g. using strains resistant to rifampicin),
which we have used in the study on pregnant mice.

From the results obtained from the in vitro experiment on small intestinal cell culture
model, we cannot definitely say whether DC acquire LK7 through a layer of H4-1 cells or
not. Translocation of LK7 cells through epithelial layer inside DC and a decreasing number
of live LK7 inside DC over time, was observed only at first attempt. In the next two
repetitions we were unable to confirm this observations.

Beside translocation of bacteria, the influence of probiotics and ActA on activation of p38
and ERK1/2 in DC was also studied using small intestinal cell culture model. The results
indicate that activation of p38 and ERK1/2 depends essentially on the mode of stimulation
where probiotics LGG and LK7 direct stimulation toward ERK1/2 pathway and EcN
toward p38. Impact of ActA was seen primarily at the level of translocation of activated
molecules to the nucleus, where again some differences between probiotics were noticed.
Gram-positive LGG and LK7 showed increased translocation of activated ERK1/2 to the
nucleus. This supports the idea that ActA modifies the immune response of DC against
Th2 cell activation and that the change depends largely on the method of stimulation.
Because in our experiment we had only one donor and three technical replicates, of which
we lose one replicate in some groups (LPS), our hypothesis was not confirmed statistically.
It would be necessary to repeat the experiment with at least two donors, but due to time
constraints of doctoral study this was not feasible.

Results of experiments on pregnant mice suggest that feeding with probiotics LGG and
LK?7 during pregnancy and lactation affects the microbiota of mesenteric lymph nodes and
mammary gland. Live LGG were observed in mesenteric lymph nodes of 3 animals. Given
that live LGG bacteria in mammary gland were observed only in two animals, we can
conclude that translocation of live LGG from the intestine into the mammary gland is
possible, but occurs rearly. It is possible that also LK7 translocates into the mammary
gland, as we have observed the strain in the mesenteric lymph nodes of one animal, but in
our experiment live LK7 was not confirmed in the mammary gland. However, both strains
effected the incidence of live bacteria and the number of copies of bacterial 16S rDNA in
the mesenteric lymph nodes, mammary gland and milk. The analysis from results of 16S
rDNA deep-sequencing showed that administration of LGG and LK7 to mice during
pregnancy and lactation increased the share of firmicutes and the share of LAB group
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(mostly genera Lactobacillus and Streptococcus) in the mammary gland on the third, as
well as on the eighth day after parturition. In addition, the probiotic strain LGG increased
the proportion firmicutes in the mesenteric lymph nodes on the third day after birth, and
decreased on the eighth day after parturition. An assessment of the diversity of microbiota
showed that both probiotics beneficially effected on the microbiota of mesenteric lymph
nodes, as they reduced the diversity and increased the distribution of species. According to
the assessment of the diversity of microbiota in the mammary gland we can conclude that
LGG favorably affects the microbiota of the mammary gland, because there was an
increased proportion of the genera Lactobacillus and Bifidobacterium.

Taken together the results from in vitro experiments and results from pregnant mice we can
conclude that consumption of LGG and LK7 can influence on mammary gland and milk
microbiota by translocation of bacteria to mammary gland as well as via the immune
system, which reacts differently than usual due to the impact of activin A. We have found
that translocation of ingested probiotics LGG and LK7 is probably very rare, however both
probiotics changed bacterial composition in the mesenteric lymph nodes and mammary
gland. The ability to influence the bacterial composition of mammary glands and milk can
also mean a potential impact on the health of the mammary gland and ultimately the health
of the newborn.
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PRILOGE

Priloga A: Rezultati metagenomske analize 16S rDNA — zastopanost pripisanih od¢itkov na nivoju debel. Rezultati so prikazani kot delezi (%) glede na celokupno Stevilo
pripisanih od¢itkov. Paralelni vzorci (n=4) iz posamezne skupine so bili zdruzeni pred sekvenciranjem. Vzorci so oznaéeni po enacbi XN;-Z, pri ¢emer X predstavlja oznako
skupine (N — kontrolna skupina, G — skupina hranjena z Lactobacillus rhamnosus GG, K — skupina hranjena z Lactobacillus gasseri K7, odpornim proti rifampicinu), N;

predstavlja dan Zrtvovanja (3 — 3. dan po kotitvi, 4 — 8. dan po kotitvi) in Z predstavlja tip vzorca (MZ — mle¢na Zleza, MV — mezenteriéni limfni vozli, ML — mleko).

Annex A: Results of metagenomic analysis of 16S rDNA — abundance of assigned reads of at the phylum level. Results are shown as proportions (%) based on the total
number assigned reads. Parallel samples (n = 4) from each group were pooled prior to sequencing. Samples are marked by the formula XN;-Z, where X stands for group code
(N - control group, G — group fed with Lactobacillus rhamnosus GG, K — group fed with rifampicin resistant Lactobacillus gasseri K7), N; stands for the day of sacrifice (3 —
3 days after delivery, 4 — 8 days after delivery) and Z stands for sample type (MZ — mammary gland, MV — mesenteric lymph nodes, ML — milk).

Deblo/Vzorec  N3-MZ  N4-MZ  G3-MZ G4AMZ K3MZ K4AMZ N3-MV  N&MV  G3-MV  G4&MV K3-MV K&MV  K4-ML
ggé?t'l‘;gno St 6156 7629 11444 13468 9555 24268 8502 8897 4997 3366 4895 11372 40862

(S)géﬁ’trlif’)ivsa”ih 5650 6856 11079 13295 8936 24188 5022 7259 2950 1395 2341 7840 40766

% pripisanih

o brps 91,78% 89.87% 9681% 9872% 9352% 99,67% 59,07% 8159% 5904% 4144% 47.82% 6542% 99,77 %
Actinobacteria  011%  015%  007%  024%  051%  002%  000%  034% 014% 014% 000%  008%  0,00%
Bacteroidetes ~ 7927%  8553% 5144% 77,95% 8515% 056% 8873% 8881% 90,78% 8480% 9304% 87,16%  0,32%
Chlamydiae 000% 000% 00L%  002% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000%  0,00%
S:;:;ZOSCCUS' 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 003% 000% 000% 000% 000%  0,00%
Firmicutes 004%  012%  096%  108%  022% 9924% 014%  252%  058%  043%  017%  504%  99,55%
Fusobacteria  000%  000%  000%  000%  000% 000%  000% 001% 000% 000% 000% 000%  0,00%
Proteobacteria  2058%  14,21%  4752% 2071% 1410% 018% 1113% 822%  851% 1462% 679%  7.72%  013%
Spirochaetes 0,00% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 004% 000% 000% 000% 000%  0,00%
™7 000% 000% 000% 000% 00L% 000% 000% 001% 000% 000% 000% 000%  0,00%




Priloga B: Rezultati metagenomske analize 16S rDNA — zastopanost pripisanih od¢itkov na nivoju druzin. Rezultati so prikazani kot delezi (%) glede na celokupno Stevilo
pripisanih od¢itkov. Paralelni vzorci (n=4) iz posamezne skupine so bili zdruzeni pred sekvenciranjem. Vzorci so oznaceni po enacbi XN;-Z, pri cemer X predstavlja oznako
skupine (N — kontrolna skupina, G — skupina hranjena z Lactobacillus rhamnosus GG, K — skupina hranjena z Lactobacillus gasseri K7, odpornim proti rifampicinu), N;
predstavlja dan Zrtvovanja (3 — 3. dan po kotitvi, 4 — 8. dan po kotitvi) in Z predstavlja tip vzorca (MZ — mle¢na Zleza, MV — mezenteri¢ni limfni vozli, ML — mleko).

Annex B: Results of metagenomic analysis of 16S rDNA — abundance of assigned reads of at the family level. Results are shown as proportions (%) based on the total
number assigned reads. Parallel samples (n = 4) from each group were pooled prior to sequencing. Samples are marked by the formula XN;-Z, where X stands for group code
(N - control group, G — group fed with Lactobacillus rhamnosus GG, K — group fed with rifampicin resistant Lactobacillus gasseri K7), N; stands for the day of sacrifice (3 —
3 days after delivery, 4 — 8 days after delivery) and Z stands for sample type (MZ — mammary gland, MV — mesenteric lymph nodes, ML — milk).

Druzina /Vzorec N3-MZ N4-MZ G3-MZ G4-MZ K3-MZ K4-MZ N3-MV  N4-MV  G3-MV  G4-MV  K3-MV  K4-MV  K4-ML
Celokupno §t. odgitkov 6156 7629 11444 13468 9555 24268 8502 8897 4997 3366 4895 11372 40862
$t. pripisanih odgitkov 5586 6795 10870 13124 8867 22831 5004 7167 2933 1390 2332 7364 39005
% pripisanih odgitkov 90,74% 89,07% 9498% 97.45% 92,80% 9408% 5886% 8056% 5870% 4130% 47,64% 64,76% 95.46 %
Acetobacteraceae 000% 000% 001% 001% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000%
?eco'li'm'cmb'dae\'”certae\ 000% 001% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Actinomycetaceae 002% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 001% 000% 000% 000% 000% 000%
Aeromonadaceae 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 006% 000% 000% 000% 000% 000%
Alcaligenaceae 043% 035% 049% 090% 058% 001% 030% 029% 041% 101% 039% 019% 001%
Bacillaceae 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 031% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Bacteroidaceae 000% 000% 000% 008% 000% 000% 000% 001% 000% 000% 000% 000% 000%
Bifidobacteriaceae 000% 001% 000% 013% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000%
Bradyrhizobiaceae 004% 003% 003% 002% 001% 000% 000% 003% 000% 000% 000% 008% 000%
Brucellaceae 016% 018% 026% 018% 010% 000% 000% 014% 007% 007% 000% 005% 0,00%
Burkholderiaceae 000% 007% 016% 053% 007% 000% 048% 015% 041% 022% 000% 007% 001%
Sel:jrithc"de”a'es“ncert‘%\ 002% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 003% 000% 000% 000% 000% 0,00%

se nadaljuje



nadaljevanje priloge B

Druzina/Vzorec N3-MZ N4-MZ G3-MZ G4-MZ K3-MZ K4-MZ N3-MV  N4-MV  G3-MV  G4-MV  K3-MV  K4-MV  K4-ML
Caulobacteraceae 183% 165% 329% 265% 208% 001% 162% 110% 099% 129% 069% 1,10% 0,01%
Cellulomonadaceae 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 003% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Chitinophagaceae 000% 001% 005% 001% 001% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Clostridiaceae 000% 000% 000% 001% 000% 000% O000% 022% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Comamonadaceae 002% 007% 007% 011% 005% 000% 012% 013% 027% 007% 004% 001% 0,00%
Coriobacteriaceae 000% 000% 000% 002% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Corynebacteriaceae 000% 003% 000% 000% 011% 000% 000% 007% 000% 000% 000% 003% 0,00%
Cytophagaceae 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 001% 0,00%
Deinococcaceae 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 003% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Enterobacteriaceae 020% 004% 000% 009% 003% 000% 000% 003% 000% 000% 004% 000% 0,00%
Enterococcaceae 000% 000% 004% 000% 000% 000% 000% 011% 007% 000% 000% 000% 0,00%
Erysipelotrichaceae 000% 000% 000% 001% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Flavobacteriaceae 70,39% 79,03% 46,17% 6827% 7651% 053% 8401% 8289% 8708% 7993% 90,27% 8320% 0,29%
Fusobacteriaceae 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 001% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Halothiobacillaceae 0,00% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 001% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Hyphomicrobiaceae 000% 000% 000% 002% 000% 000% 004% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Incertae Sedis XI 000% 000% 000% 001% 000% 000% 000% 000% 010% 000% 000% 000% 0,00%
Incertae Sedis XIV 000% 000% 000% 002% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Lachnospiraceae 000% 001% 000% 036% 000% 000% 002% 010% 000% 007% 000% 000% 0,00%
Lactobacillaceae 0,00% 000% 048% 006% 002% 000% 000% 003% 031% 000% 004% 076% 0,01%
Legionellaceae 0,00% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 003% 000% O000% 000% 000% 0,00%
Leuconostocaceae 000% 000% 000% 000% 000% 000% O000% 001% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Methylobacteriaceae 000% 003% 002% 002% 001% 000% 000% 001% 003% 000% 000% 000% 0,00%

se nadaljuje



nadaljevanje priloge B

Druzina/Vzorec N3-MZ N4-MZ G3-MZ G4-MZ K3-MZ K4-MZ N3-MV  N4-MV  G3-MV  G4-MV  K3-MV  K4-MV  K4-ML
Microbacteriaceae 004% 004% 005% 003% 027% 003% 000% 010% 000% 007% 000% 004% 0,00%
Micrococcaceae 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 006% 003% 000% 000% 000% 0,00%
Moraxellaceae 029% 007% 002% 009% 003% 000% 038% 003% 092% 022% 000% 001% 0,00%
Nakamurellaceae 000% 003% 001% 001% 011% 000% 000% 003% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Neisseriaceae 000% 000% 001% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Nocardiaceae 004% 000% 000% 002% 001% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Oxalobacteraceae 000% 001% 002% 000% 000% 000% 000% 003% 020% 000% 000% 000% 0,00%
Paenibacillaceae 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 003% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Parachlamydiaceae 000% 000% 001% 002% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Pasteurellaceae 000% 001% 007% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,01%
Peptococcaceae 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 004% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Phyllobacteriaceae 011% 001% 005% 013% 005% 000% 006% 004% 003% 000% 000% 003% 0,00%
Porphyromonadaceae 000% 000% 000% 002% 006% 000% 000% 013% 000% 007% 000% 000% 0,00%
Prevotellaceae 000% 000% 000% 000% 001% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Propionibacteriaceae 000% 001% 002% 002% 001% 000% 000% 001% 000% 007% 000% 001% 0,00%
Pseudomonadaceae 1561% 1057% 4090% 1356% 986% 008% 733% 509% 430% 10,72% 485% 561% 0,04%
Rhizobiaceae 000% 001% 002% 005% 000% 000% 000% 003% 000% 007% 000% 000% 0,00%
Rhodobacteraceae 000% 000% 003% 002% 001% 000% 000% 000% 003% 000% 000% 000% 0,00%
Rhodocyclaceae 000% 001% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Rikenellaceae 0,00 000% 000% 003% 000% 000% 002% 000% 000% 007% 000% 000% 0,00%
Ruminococcaceae 0,00% 003% 002% 027% 000% 000% 000% 070% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Sinobacteraceae 000% 000% 000% 000% 000% 000% O000% 001% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Sphingobacteriaceae 927% 684% 589% 1003% 890% 006% 482% 670% 402% 504% 309% 449% 0,03%

se nadaljuje



nadaljevanje priloge B

Druzina/Vzorec N3-MZ N4-MZ G3-MZ G4-MZ K3-MZ K4-MZ N3-MV  N4-MV  G3-MV  G4-MV  K3-MV  K4-MV  K4-ML
Sphingomonadaceae 009% 000% 001% 002% 008% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 003% 0,00%
Spirochaetaceae 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 004% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Staphylococcaceae 000% 001% 037% 001% 000% 000% 000% 004% 000% 007% 000% 023% 0,00%
Streptococcaceae 004% 004% 001% 009% 019% 9926% 012% 018% 003% 000% 000% 3,64% 99,56%
Veillonellaceae 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 013% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Vibrionaceae 000% 000% 000% 000% 000% 000% 002% 000% 007% 000% 000% 000% 0,00%
Xanthomonadaceae 143% 072% 145% 211% 083% 001% 066% 074% 061% 094% 060% 039% 0,03%




Priloga C: Rezultati metagenomske analize 16S rDNA — zastopanost pripisanih od¢itkov na nivoju rodov. Rezultati so prikazani kot deleZi (%) glede na celokupno Stevilo
pripisanih od¢itkov. Paralelni vzorci (n=4) iz posamezne skupine so bili zdruzeni pred sekvenciranjem. Vzorci so oznaceni po enacbi XN;-Z, pri cemer X predstavlja oznako
skupine (N — kontrolna skupina, G — skupina hranjena z Lactobacillus rhamnosus GG, K — skupina hranjena z Lactobacillus gasseri K7, odpornim proti rifampicinu), N;
predstavlja dan Zrtvovanja (3 — 3. dan po kotitvi, 4 — 8. dan po kotitvi) in Z predstavlja tip vzorca (MZ — mle¢na zleza, MV — mezenteri¢ni limfni vozli, ML — mleko).

Annex C: Results of metagenomic analysis of 16S rDNA — abundance of assigned reads of at the genus level. Results are shown as proportions (%) based on the total number
assigned reads. Parallel samples (n = 4) from each group were pooled prior to sequencing. Samples are marked by the formula XN;-Z, where X stands for group code (N -
control group, G — group fed with Lactobacillus rhamnosus GG, K — group fed with rifampicin resistant Lactobacillus gasseri K7), N; stands for the day of sacrifice (3 — 3
days after delivery, 4 — 8 days after delivery) and Z stands for sample type (MZ — mammary gland, MV — mesenteric lymph nodes, ML — milk).

Rod/Vzorec N3-MZ N4-MZ G3-MZ G4-MZ K3-MZ K4-MZ N3-MV  N4-MV  G3-MV  G4-MV  K3-MV  K4-MV  K4-ML
Celokupno §t. odgitkov 6156 7629 11444 13468 9555 24268 8502 8897 4997 3366 4895 11372 40862
St. pripisanih od¢itkov 2764 3009 7240 6610 4038 22730 2035 2916 1123 620 867 2963 38910
% pripisanih od¢itkov 4490% 39,44% 63,26% 4908% 4226% 9366% 23,94% 3278% 2247% 1842% 17,71% 26,06% 9522 %
Acetivibrio 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 007% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Achromobacter 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 032% 000% 000% 0,00%
Acidocella 000% 000% 001% 002% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Acidovorax 000% 000% 004% 003% 002% 000% 000% 007% 009% 000% 000% 000% 0,00%
Acinetobacter 058% 017% 003% 002% 005% 000% 093% 007% 232% 032% 000% 003% 0,00%
Actinomyces 004% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 003% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Actinotalea 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 007% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Aeromonas 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 007% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Afipia 000% 000% 000% 000% 002% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Agromyces 000% 000% 000% 000% 007% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Alcaligenes 000% 000% 000% 002% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Alistipes 000% 000% 000% 006% 000% 000% 005% 000% 000% 016% 000% 000% 0,00%
Anaerococcus 000% 000% 000% 002% 000% 000% 000% 000% 009% 000% 000% 000% 0,00%
Anoxybacillus 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 003% 000% 000% 000% 000% 0,00%

se nadaljuje



nadaljevanje priloge C

Rod/Vzorec N3-MZ N4-MZ G3-MZ G4-MZ K3-MZ K4-MZ N3-MV  N4-MV  G3-MV  G4-MV  K3-MV  K4-MV  K4-ML
Arcicella 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 003% 0,00%
Arthrobacter 0,00% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 007% 000% O000% 000% 000% 0,00%
Asticcacaulis 0,04% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Bacteroides 0,00 000% 000% 015% 000% 000% 000% 003% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Barnesiella 000% 000% 000% 003% 000% 000% 000% 010% 000% 016% 000% 000% 0,00%
Bifidobacterium 000% 003% 000% 024% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Blautia 000% 000% 000% 005% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Bordetella 040% 020% 030% 067% 054% 000% 034% 041% 027% 081% 046% 017% 0,00%
Bosea 0,00 000% 001% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Bradyrhizobium 004% 003% 003% 003% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 010% 0,00%
Brevundimonas 358% 3,72% 490% 526% 456% 001% 398% 271% 240% 290% 185% 270% 0,01%
Burkholderia 000% 000% 000% 009% 000% 000% 000% 007% 000% 000% 000% 003% 0,00%
Buttiauxella 000% 000% 000% 006% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Chryseobacterium 0,00 003% 003% 000% 010% 000% 015% 021% 0,18% 048% 000% 007% 0,00%
Cloacibacterium 0,00% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 09%% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Clostridium 0,00% 000% 000% 002% 000% 000% 000% 048% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Collinsella 000% 000% 000% 005% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Corynebacterium 000% 007% 000% O000% 025% 000% 000% 017% 000% 000% 000% 007% 0,00%
Deinococcus 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 007% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Delftia 0,00 007% 003% 003% 002% 000% 000% 010% 009% 000% 000% 000% 0,00%
Desulfosporosinus 0,00% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 003% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Desulfotomaculum 0,00% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 007% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Devosia 000% 000% 000% 003% 000% 000% 010% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%

se nadaljuje



nadaljevanje priloge C

Rod/Vzorec N3-MZ N4-MZ G3-MZ G4-MZ K3-MZ K4-MZ N3-MV  N4-MV  G3-MV  G4-MV  K3-MV  K4-MV  K4-ML
Dokdonia 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 003% 0,00%
Dorea 0,00 000% 000% 012% 000% 000% 000% 000% 000% O000% 000% 000% 0,00%
Dyella 0,00 000% 001% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Elizabethkingia 014% 010% 010% 024% 040% 000% 015% 034% 027% 177% 035% 051% 0,00%
Empedobacter 000% 000% 004% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Enhydrobacter 000% 000% 000% 017% 002% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Enterococcus 000% 000% 003% 000% 000% 000% 000% 027% 018% 000% 000% 000% 0,00%
Escherichia/Shigella 018% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Ethanoligenens 0,00 000% 000% 000% 000% 000% 000% 062% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Faecalibacterium 0,00 000% 001% 008% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Flavobacterium 4208% 5440% 20,75% 40,38% 49,73% 0,13% 61,72% 5991% 67,50% 5435% 7439% 58,76% 0,08%
Fusobacterium 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 003% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Gemella 000% 000% 000% 002% 000% 000% 000% 010% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Geobacillus 0,00 000% 000% 000% 000% 000% 000% 072% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Herbaspirillum 0,00 000% 001% 000% 000% 000% 000% 003% 053% 000% 000% 000% 0,00%
Hydrocarboniphaga 0,00 000% 000% 000% 000% 000% 000% 003% 000% 000% 000% 000% 0,00%
[lumatobacter 000% 003% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Janthinobacterium 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 003% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Klebsiella 000% 003% 000% O000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Lactobacillus 0,00% 000% 072% 006% 005% 000% 000% 007% 080% 000% 012% 189% 001%
Lactococcus 007% 000% 000% 000% 010% 000% 000% 007% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Legionella 0,00 000% 000% 000% 000% 000% 000% 007% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Mesorhizobium 011% 000% 000% 008% 002% 000% 010% 003% 009% 000% 000% 000% 0,00%

se nadaljuje



nadaljevanje priloge C

Rod/Vzorec N3-MZ N4-MZ G3-MZ G4-MZ K3-MZ K4-MZ N3-MV  N4-MV  G3-MV  G4-MV  K3-MV  K4-MV  K4-ML
Methylobacterium 000% 007% 003% 003% 002% 000% 000% 003% 009% 000% 000% 000% 0,00%
Microbacterium 004% 007% 007% 006% 040% 002% 000% 007% 000% 016% 000% 010% 0,00%
Micrococcus 0,00 000% 000% 000% 000% 000% 000% 003% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Nakamurella 0,00 007% 001% 002% 025% 000% 000% 007% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Niastella 000% 000% 004% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Novosphingobium 000% 000% 000% 002% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Ochrobactrum 03% 040% 039% 035% 022% 000% 000% 034% 018% 016% 000% 013% 0,00 %
Oscillibacter 0,00 000% 000% 006% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Paenibacillus 0,00 000% 000% 000% 000% 000% 000% 007% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Paludibacter 0,00 000% 000% 000% 000% 000% 000% 007% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Parabacteroides 000% 000% 000% 002% 012% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Paracoccus 000% 000% 004% 005% 000% 000% 000% 000% 009% 000% 000% 000% 0,00%
Pediococcus 000% 000% 000% 006% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Pedobacter 17,26 % 1406% 8,02% 1879% 1890% 005% 1125% 1529% 10,06% 10,16% 7,84% 10,66% 0,03%
Pelomonas 000 010% 001% 012% 002% 000% 029% 003% 053% 016% 012% 0,00% 0,00%
Phyllobacterium 011% 003% 007% 014% 005% 000% 005% 007% 000% 000% 000% 007% 0,00%
Prevotella 000% 000% 000% 000% 002% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Propionibacterium 000% 003% 003% 003% 002% 000% 000% 003% 000% 016% 000% 003% 0,00%
Pseudomonas 31,33% 23,70% 6090% 26,75% 2147% 008% 1784% 1241% 11,13% 24,03% 13,03% 1387% 0,04%
Pseudoxanthomonas 0,00% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 003% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Psychrobacter 0,00 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 009% 000% 000% 000% 0,00%
Ralstonia 000% 017% 022% 092% 015% 000% 118% 031% 107% 048% 000% 013% 0,01%
Rhizobium 000% 003% 003% 009% 000% 000% 000% 007% 000% 016% 000% 000% 0,00%

se nadaljuje



nadaljevanje priloge C

Rod/Vzorec N3-MZ N4-MZ G3-MZ G4-MZ K3-MZ K4-MZ N3-MV  N4-MV  G3-MV  G4-MV  K3-MV  K4-MV  K4-ML
Rhodanobacter 018% 010% 006% 006% 005% 000% 020% 014% 000% 000% 0,12% 0,00% 0,00%
Rhodococcus 007% 000% 000% 003% 002% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Roseburia 000% 000% 000% 008% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Rothia 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 003% 009% 000% 000% 000% 0,00%
Rudaea 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 003% 0,00%
Ruminococcus 000% 000% 000% 002% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Sphingobacterium 1,19% 090% 058% 080% 015% 000% 029% 099% 018% 1,13% 046% 034% 0,00%
Sphingomonas 018% 000% 001% 003% 017% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,07% 0,00%
Staphylococcus 000% 003% 055% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 016% 000% 057% 0,00%
Stenotrophomonas 203% 123% 185% 319% 163% 000% 108% 099% 142% 194% 127% 071% 001%
Streptococcus 000% 010% 001% 018% 032% 9968% 029% 038% 009% 000% 000% 888% 99,79%
Subdoligranulum 000% 003% 001% 012% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%
TM7\_generalincertae\sedis 0,00% 000% 0,00% 000% 0,02% 000% 000% 003% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Tepidimonas 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 007% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Thiofaba 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 003% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Treponema 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 010% 000% 000% 000% 0,00% 0,00%
Turicibacter 000% 000% 000% 002% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Variovorax 004% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 0,00%
Vibrio 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 018% 000% 000% 000% 0,00%
Weissella 000% 000% 000% 000% 000% 000% 000% 003% 000% 000% 000% 000% 0,00%
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