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prolaska kroz gastrointestinalni trakt te uloga S-proteina u kompetitivhoj ekskluziji bakterija
Listeria monocytogenes ATCC 19111 i Staphylococcus aureus 3048 istim probiotickim sojem u
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1.UVOD

Probiotici su se kroz povijest definirali na razliCite nacine, no prema njihovoj aktualnoj
definiciji, koju je dala radna skupina za evaluaciju probiotika u hrani (FAO/WHO, 2002),
probiotici su ,Zivi mikroorganizmi koji, kada se primjene u odgovarajuc¢im koli¢inama, djeluju
korisno na zdravlje domacina“. Da bi se neki mikroorganizam mogao primijeniti kao probiotik,
mora zadovoljiti vrlo stroge probioticke kriterije (Suskovi¢, 1996; Suskovi¢ i sur., 2001;
Suskovi¢ i sur., 2010). Uz preZivljavanje u gastrointestinalnom traktu, gdje prepreku ¢ine niski
pH Zeluca, enzimi probavnog sustava i zucne soli u tankom crijevu, glavni izborni kriterij u
izboru potencijalnih probiotika je uspjesSnost ispitivanih bakterijskih sojeva u agregaciji i
adheziji na crijevni epitel te kompetitivhoj ekskluziji (Kos, 2001). U navedenim kriterijima,
najveci znacaj ima povrSina bakterijskih stanica probiotickih sojeva. Naime, molekule na
povrsini stanice, kao Sto su lecitin, lipoteihonska kiselina i proteini, u interakciji su s razlicitim
receptorima u intestinalnom tkivu (Kleerebezem i sur., 2010; Hyndnen i Palva, 2013). Pritom
se posebno istiCu povrsSinski S-proteini (eng. Surface-layer proteins), koji ¢ine omotac¢ oko
pojedinih Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija te Arhea (Sleytr i sur., 2014). Unutar
BMK, S-proteini su pronadeni u samo nekoliko od 113 razlicitih Lactobacillus vrsta, kod kojih
Cine ¢ak i do 20% ukupnih stanicnih proteina. UnatoC zajedni¢kim svojstvima svih S-proteina
Lactobacillus vrsta, kao Sto su molekularna masa od 25 do 71 kDa, visoka bazi¢nost te najcesce
neglikolizirani oblik, visoka stabilnost i otpornost prema mnogim nepovoljnim uvjetima te
stvaranje nekovalentnih veza s povrSinom stanice (Sara i Sleytr, 2000; Mobili i sur., 2010),
smatra se da im bioloska funkcija nije zajednicka, vec¢ da je specificna unutar roda ili grupe

mikroorganizama koji se nalaze u istom okolisu.

Soj Lactobacillus brevis SFIB jedan je od 5 sojeva sa slojem S-proteina izoliranih u
Laboratoriju za tehnologiju antibiotika, enzima, probiotika i starter kultura Prehrambeno-
biotehnoloskog fakulteta SveucdiliSta u Zagrebu koji eksprimiraju na povrsini stanica sloj S-
proteina te imaju probioticko djelovanje. Stoga je cilj ovog rada bio je ispitati vaznost S-
proteina soja L. brevis SFI9B u prezZivljavanju uvjeta gastrointestinalnog trakta te ispitati
njegovu ulogu u kompetitivnoj ekskluziji bakterija Listeria monocytogenes ATCC 19111 i
Staphylococcus aureus 3048 istim sojem u /n vitro eksperimentima adhezije na crijevne

epitelne stanice Caco-2 stanicne linije.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Gastrointestinalni trakt ljudi

Ljudski gastrointestinalni trakt sastoji se od nekoliko povezanih organa koji su ukljuceni
u razgradnju nutrijenata kojom se osigurava energija. Od usta do debelog crijeva nalazi se
kompleksna mikrobiota koja se sastoji od fakultativnih i striktnih anaeroba (Zoetendal i sur.,
2008).

Zeludac: 10' - 103 cfu/ml
10' — 10* Lactobacillus
10" - 10° Streptococcus
do 102 Enterobacteriaceae
do 10° Bacteroides-
Prevotella-
Porphyromonas-
grupa

Jednjak:
Bakterije iz konzumirane hrane

Duodenum: 10" - 10¢ cfu/ml

10" — 10° Lactobacillus

10" — 10° Enterococcus

do 10° Enterobacteriaceae

do 102 Bacteroides-
Prevorella-
Porphyromonas-
grupa

Debelo crijevo:
107 — 10'2 cfu/g fecesa
10— 10" Bifidobacterium
109 =10 Bacteroides-
Prevotella-
Porphyromonas-
grupa
10° — 107 Enterobacteriaceae
102— 107 Enterococcus
103 - 10° Lactobacillus
103 — 10° Clostridium
103 — 10% Fusobacterium
do 10° Veillonella
do 10° Staphylococcus

Heum: 105 — 107 cfu/g fecesa

104 — 107 Bacteroides-
Prevotella-
Porphyromonas-
grupa

103 — 10 Enterococcus

103 - 10° Lactobacillus

do 10* Enterobacteriaceae

Slika 1. Sastav humane intestinalne mikroflore (éuékovié i Kos, predavanja iz predmeta
Biotehnologija 4, akad. god. 2016./2017., http://moodle.srce.hr/2016-
2017/pluginfile.php/978791/mod_resource/content/1/biotehnologija%204_2016_5web.pdf,
pristupljeno 10.06.2017.)

Ljudska crijeva sadrze gustu i kompleksnu zajednicu mikroba od kojih mnogi trajno
nastanjuju ovu niSu. Osim stalnih mikroorganizama, mnogobrojne bakterije privremeno
prolaze kroz probavni trakt kao posljedica hranjenja. One se mogu unijeti preko fermentiranih
prehrambenih proizvoda ili putem dodataka prehrani koji sadrze probiotike. Probiotici su
definirani kao jedna ili viSe kultura Zivih mikroorganizama koji, primjenjeni u ljudi ili Zivotinja,
djeluju korisno na domacina, poboljSavajuéi svojstva autohtone mikroflore probavnog sustava
domacina (FAO/WHO, 2002; Hill i sur., 2014). U probavnom sustavu nalazi se sloj epitelnih
stanica koji predstavlja fizicku barijeru izmedu crijevnog lumena, lamina propria i mukozalnog
limfoidnog tkiva (Bron i sur., 2017). Takoder, sluz koju luce vréaste stanice epitela sluzi kako
bi prostorno razdijelila bakterije u lumenu te tako sprijeCila bakterijsku kolonizaciju epitela
(Johansson i sur., 2011). MiSevi kojima nedostaje Muc2, glavni mucin kojeg luce crijeva,

spontano razvijaju kolitis, upalu debelog crijeva, dokazujuci time vaznost funkcije probavne



barijere (Van der Sluis, 2006). Prvi pravi dokaz o ulozi epitelnog integriteta u sprjecavanju
upale probavnog sustava dosSao je od kimernog misa kod kojega je dio epitela tankog crijeva
imao eksprimiran N-kadherin umjesto E-kadherina (Hermiston i Gordon, 1995). Oni dijelovi
probavnog trakta koji imaju ekpsrimiran N-kadherin propustaju vise od dijelova koji imaju
eksprimiran E-kadherin te zbog toga razvijaju ZariSne rane uzrokovane upalom. Istrazivanja sa
nekoliko razlic¢itih ,knockout" miSeva su pokazala da poremecaji u putevima odrzavanja
epitelnog integriteta, u odgovoru na epitelni stres ili u regulaciji imunoloskog odgovora sluznice
vode do razaranja barijere i kolitisa potaknutog bakterijskim antigenima i molekularnim

uzorcima povezanih sa mikrobima (Bron i sur., 2017).

2.2. Bakterije mlije¢ne kiseline

BMK su Gram-pozitivne, asporogene i nepokretne bakterije koje prezivljavaju u
anaerobnim ili fakultativno aerobnim uvjetima. Mogu biti okruglog (cocci) ili Stapi¢astog ( bacilli)
oblika (Slika 2) (Quinto i sur., 2014). To su kemoorganotrofni i mezofilni mikroorganizmi koji
rastu samo na kompleksnim hranjivim podlogama te imaju GRAS status (eng. Generally
Regarded as Safe). Zajednicka osobina im je da fermentacijom ugljikohidrata daju mlijec¢nu
kiselinu. Dijele se na homofermentativne, mlijecna kiselina je jedini proizvod fermentacije, ili

heterofermentativne, uz mlijecnu kiselinu nastaju i drugi produkti (CO,, propionska kiselina...).

koki Stapici

Aerococcus
Tetragenococcus
Dolosigranulum
Globicatella
Alloiococcus
Oenococcus Weissella
Vagococcus

Carnobacterium ‘

Actinomyces

Slika 2. Prikaz rodova BMK koji su okruglog oblika (koki) i $tapi¢astog oblika (Suskovié¢ i Kos,
predavanja iz predmeta Biotehnologija 4, akad. god. 2016./2017., http://moodle.srce.hr/2016-
2017/pluginfile.php/978791/mod_resource/content/1/biotehnologija%204_2016_5web.pdf,
pristupljeno 10.06.2017.)

Karakteristike onih BMK koje djeluju kao probiotici su: ljudsko porijeklo, otpornost na zucne

soli i povecana kiselost, adhezija na crijevni epitel intestinalnog trakta, proizvodnja



antimikrobnih supstanci, upotreba u prehrambenoj industriji i klinicka ispitanost (Obradovic,
2002/03).

Terapeutski ucinci probiotickih bakterija: bolje usvajanje laktoze kod laktozaintolerantnih
osoba, snizenje kolesterola i triglicerida u krvi, uspostavljanje normalne crijevne mikroflore
nakon uzimanja antibiotika, bolje usvajanje kalcija iz mlijeka, pozitivan efekt u tretmanu

dijareje i jacanje imunoloskog sustava (Obradovi¢, 2002/03).

Adhezija BMK na stanice crijeva povezana je sa peristaltikom, dobrim adhezijskim
kapacitetom i prisutnosti mucina koji Stite i podmazuju epitelne povrsine (Corfield i sur., 2000).
Bakterije prisutne u crijevima inhibiraju adheziju patogenih bakterija na epitelne stanice crijeva
zahvaljujuéi njihovoj sposobnosti da proizvode mucine (Moal i Servin, 2006). Lactobacillus
plantarum povecava nivo ekspresijie  mRNA nekih mucina, inhibiraju¢i tako vezanje

enteropatogene bakterije Escherichia coli na stanice (Mack i sur., 1999; Mack i sur., 2003).

Ogranicen je broj istrazivanja u kojima su se utjecaji probiotika na integritet barijere
provodili na zdravim ljudima, iako je postavljeno vise mogucih direktnih i indirektnih
mehanizama kojima bakterije utjeCu na funkciju barijere. Gotteland i sur. (2001) jedni su od
onih koji su istrazivanja provodili na zdravim volonterima. Ispitivao se utjecaj konzumacije
Lactobacillus rhamnosus GG na izazove koji su se nametnuli epitelnoj barijeri tretiranjem sa
nesteroidnim protuupalnim lijekom indometacinom. Autori su objavili da je konzumacija zivih
L. rhamnosus GG stitila integritet zeluCane sluznice, ali da nije utjecala na razini crijeva. Time
se htjela naglasiti razlka u fiziologiji epitelne barijere na razliCitim dijelovima
gastrointestinalnog trakta. Karczewski i sur. (2010) su proveli bojanje Cvrstih veza (eng. Tight
junctions, TJ) iz uzoraka dvanaesnika dobivenih od zdravih volontera nakon perfuzije sa
Lactobacillus plantarum WCFS1. Autori su pokazali da isti soj osigurava zastitu protiv kemijski
potaknutog poremecaja barijere koristeCi /in vitro model sa Caco-2 stanicnom linijom,
ukljuuju¢i TRL-2 ovisan signalni put. Ova istrazivanja impliciraju da su intervencije sa

probioticima moguci pristup kojim bi se poboljSala funkcija epitelne barijere crijeva kod ljudi.

2.3. Probiotici

Probiotici su jedna ili viSe kultura zivih mikroorganizama koji, primjenjeni u ljudi ili
Zivotinja, djeluju korisno na domadina, poboljSavajuci svojstva autohtone mikroflore
probavnog sustava domacina (Suskovi¢, 1996; FAO/WHO, 2002).

Izraz probiotik odnosi se na proizvode koiji:



1.sadrze zive mikroorganizme, npr. kao liofilizirane stanice ili u fermentiranim proizvodima,
2.poboljSavaju zdravstveno stanje ljudi i Zivotinja (poticanje rasta zivotinja) i
3.mogu djelovati u ustima ili probavnom traktu, u gornjem respiratornom traktu ili u

urogenitalnom traktu (Suskovi¢ i sur., 1997).

Kako bi se probiotici mogli koristiti kao Zivi lijekovi moraju zadovoljiti odredene zahtjeve, koji

se mogu podijeliti u 3 skupine:

1. OPCI ZAHTIEVI - trebaju biti poznatog i odgovarajueg podrijetla, trebaju biti
zdravstveno sigurni (ne smiju biti toksi¢ni i patogeni, kao i geneti¢ni nestabilni, odnosno
trebaju imati GRAS status) te trebaju imati otpornost prema niskom pH, Zelu¢anom
soku, soku gusterace i zu¢nim solima

2. TEHNOLOSKI ZAHTJIEVI — trebaju imati sposobnost preZivljavanja i zadrzavanja
aktivnosti tijekom priprave i skladiStenja probiotickih sojeva te imati Zeljena
organolepticka svojstva kad se koriste u fermentacijskim procesima

3. FUNKCIONALNI ZAHTIJEVI - trebaju imati sposobnost adhezije i kolonizacije crijevhog
epitela, antimikrobno djelovanje (posebno prema patogenim mikroorganizmima),
trebaju poticati imunoloski odgovor te mijenjati mikrobni metabolizam u probavnom
traktu (Suskovi¢, 1996).

2.3.1. Mehanizmi djelovanja probiotika

L. Inhibicija rasta nepozeljnih mikroorganizama
a) Antimikrobno djelovanje

BMK koje se primjenju kao probiotici imaju antimikrobno djelovanje te djeluju antagonisticki iz
viSe razloga. Naime, tijekom rasta i fermentacije BMK dolazi do snizavanja pH uslijed nastanka
organskih kiselina kao Sto su mlijeCna i octena kiselina, a takvi su uvjeti nepogodni za rast i
razmnozavanje drugi mikroorganizama. Osim toga, djelovanjem enzima NADH peroksidaze i
flavoprotein oksidaze BMK sintetiziraju vodikov peroksid (H.0;) koji kada se nakupi pokazuje
inhibicijsko djelovanje prema Staphylococcus aureus i Pseudomonas sp. Baktericidno
djelovanje vodikovog peroksida ocituje se kroz oksidacijsko djelovanje na stanicu
mikroorganizma i stani¢ne proteine — H,O. oksidira SH-skupinu enzima aldolaze, gliceraldehid-
3-fosfat dehidrogenaze i heksokinaze koji su klju¢ni za normalno odvijanje metabolizma.
Diacetil je jos jedan od spojeva koje proizvode BMK koji, kada se nakupi, inhibicijski djeluje na

veliki broj Gram-negativnih bakterija. Konacno, za antimikrobno djelovanje BMK zasluzni su i

5



bakteriocini. Bakteriocini su ribosomski sintetizirani antimikrobni peptidi iz bakterija djelotvorni
prema sojevima iste ili srodne vrste. Bakteriocini Gram-pozitivnih mikroorganizama, odnosno
bakterija mlijecne kiseline, imaju inhibicijsko djelovanje prema drugim Gram-pozitivnim
bakterijama. Glavni bakteriocin kojeg proizvode BMK jest nizin Ciji je mikroorganizam
producent Lactococcus lactis subsp. lactis. Nizin se koristi u biokonzerviranju hrane zbog toga
Sto je neskodljiv dodatak hrani. Bakteriocini djeluju tako da se prvo specifi¢no vezu na osjetljivu
stanicu, zatim ulaze kroz citoplazmenu membranu, permeabiliziraju membranu i uzrokuju smrt

stanice (Suskovi¢ i sur., 1997).
b) Kompeticija za nutrijente

Natjecanje za iskoristive ugljikohidrate iznimno je vazno u reguliranju bakterijske populacije u
gastrointestinalnom traktu. Freter i sur. (1983) su pokazali da je rast i razmnoZzavanje bakterija
Escherichia coli, Fusobacterium sp. i Eubacterium sp. jako inhibirano kada se one inokuliraju
u fekalni filtrat misje intestinalne flore, Sto dovodi do zakljucka da misja intestinalna mikroflora

kontrolira ekosustav autohtone kulture (Sugkovié i sur., 1997).
¢) Kompeticija za mjesta adhezije

Jedno od pozeljnih osobina probiotika jest sposobnost vezanja na crijevni epitel te se time
natjeCe sa patogenima koji se takoder mogu vezati na epitelnu povrsinu crijeva. Mikroflora
koja je stalno vezana na sluznicu sprjeCava nastanjivanje patogenih mikroorganizama
(Suskovic¢ i sur., 1997). U istrazivanjima (Kennedy i Volz, 1985.a; Kennedy i Volz, 1985.b) koja
su se provela na hrécima podvrgnutih i nepodvrgnutih djelovanju penicilina te nacijepljenih s
kvascem Candida albicans dobili su se rezultati koji upucuju na to da se puno veci broj stanica

kvasca vezao na crijevni epitel hréaka tretiranih antibiotikom.
I1. Promjene metabolizma mikroorganizama u probavnom traktu

Modifikacija procesa metabolizma koji se odvijaju u probavnom traktu domacina jedan je od
najvaznijih pozeljnih ucinaka probiotika. Pozitivni utjecaji probiotika mogu se ocitovati kroz vise

mehanizama, a to su:
1. zaustavljanje reakcija Ciji je rezultat proizvodnja toksicnih ili kancerogenih metabolita
2. stimulacija enzimskih reakcija ukljucenih u detoksifikaciju potencijalno toksi¢nih supstancija

3. stimulacija enzima sisavaca uklju¢enih u razgradnju kompleksnih hranjivih sastojaka ili

enzima koji su, nasljedno ili zbog bolesti, odsutni



4. sintetiziranje enzima i drugih esencijalnih hranjivih sastojaka koji prehranom nisu uneseni u
potrebnim koli¢inama (Sudkovi¢ i sur., 1997).

Fuller (1989) i Rowland (1992) su ispitivali utjecaje probiotika na ljude te su dokazali da
probiotici povoljno utjeCu na smanjenje aktivnosti Stetnih enzima i na povecanje aktivnosti
nekih korisnih enzima, primjerice da se poveca aktivnost enzima B-galaktozidaze u osoba s

nemogucénoséu metaboliziranja laktoze.
I1I. Stimulacija imunoloskog sustava

Imunoloski odgovor kojeg pokrecu probiotici moze se objasniti time da BMK (ili proizvodi
njihova metabolizma) uzrokuju promjene u crijevnoj mikrobnoj populaciji, Sto posljedi¢no
izaziva promjene u imunolokom odgovoru (Suskovi¢ i sur., 1997). Prema tome, osim $to
djeluju na regulaciju crijevne mikroflore, probiotici mogu posredno djelovati i na pojavu bolesti
u tkivima udaljenima od gastrointestinalnog trakta (Havenaar i Huis in't Veld, 1992).
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Slika 3. Direktni i indirektni mehanizam kojim nametnici ili probiotici antagoniziraju patogene.
Graficki prikaz direktnog (a) i indirektnog (b) mehanizma modulacije funkcije barijere

uzrokovane bakterijskom (probiotickom) interakcijom (Bron i sur., 2017).



2.3.2. Znacaj probiotika za ljude

Razlog sve veceg broja istrazivanja probiotika te njihove sve intenzivnije primjene u

terapiji ljudi jest nastojanje da se u buduénosti smanji upotreba antibiotika, pri cemu se

probiotici namecu kao alternativna antimikrobna strategija. Naime, prekomjerno koristenje

antibiotika u preradarstvu i stoCarstvu kao faktori rasta u krmivima, u fitopatologiji te u

prehrambenoj industriji i konzerviranju, ali i neodgovorna konzumacija antibiotika za lije¢enje

upala uzrokovanih bakterijama, mogu dovesti do pojave antibioticke rezistencije. Alarmantnom

brzinom se razvijaju nove patogene bakterije koje imaju stecenu rezistenciju na postojece

antibiotike. Takoder, zabiljezeno je toksi¢no djelovanje nekih antibiotika na konzumenta. U

takvim sluCajevima preostaju nam probiotici kao obrambeni mehanizam od razvoja

mnogobrojnih bolesti.

Tablica 1. Primjeri probiotickih bakterija sa pozitivnim djelovanjem (Salminen i sur., 1996;

Suskovi¢ i sur., 1997)

VRSTA BAKTERIJE

PROBIOTICKO DJELOVANJE KAO REZULTAT
KLINICKIH ISTRAZIVANJA

Lactobacillus acidophilus LA

Stimulira imuno sustav, veze se na crijevne

stanice, regulira sastav crijevne mikroflore

Lactobacillus acidophilus
NCFB 1748

Smanjuje aktivnost fekalnih enzima, primjenjuje
se u terapiji dijareje uzrokovane radioterapijom u

terapiji konstipacije

Lactobacillus GG (ATCC 53013)

Primjenjuje se u terapiji dijareje uzrokovane
antibiotickom terapijom, rotavirusom i bakterijom
Clostridium difficile, za prevenciju Crohnove

bolesti i kao nadomjestak cjepiva

Lactobacillus casei Shirota

Primjenjuje se u prevenciji crijevnih poremecaja,
u terapiji dijareje uzrokovane rotavirusom;
stimulira imuno sustav u ranoj fazi raka krvi i raka
crijeva; regulira sastav crijevne mikroflore,

smanjuje aktivnost fekalnih enzima




Streptococcus salivarius subsp. Ne djeluju na rotavirus dijareje i ne utjecu na
thermophilus, Lactobacillus aktivnost fekalnih enzima

delbrueckii subsp. bulgaricus

Bifidobacterium bifidum Regulira sastav crijevne mikroflore i primjenjuje
se u terapiji dijareje uzrokovane rotavirusom i

drugim virusima

Lactobacillus gasseri (ADH) Smanjuje aktivnost fekalnih enzima, prezivljava u

intestinalnom traktu

Lactobacillus reuteri Kolonizira intestinalni trakt (istrazivanja
provedena na Zivotinjama); postoji mogucnost da

postane humani probiotik

2.4. Uloga S-proteina u probiotickoj aktivnosti Lactobacillus vrsta

S-sloj predstavlja niz kristalicnih proteinskih podjedinica koji su prisutni kao
najudaljeniji dio stani¢ne stijenke u nekoliko sojeva roda Lactobacillus, mnogih drugih bakterija
i Archaea. UnatoC slicnosti u aminkoiselinskom sastavu, znacajna je razlika ¢ak i medu
sekvencijama S-proteina razliCitih laktobacila. S-proteini laktobacila se od drugih S-proteina
razlikuju po maloj molekulskoj masi, najées¢e oko 45 kDa, te visokoj pI vrijednosti (Avall-
Jaaskeldinen i Palva, 2005). Opcenito, S-proteini imaju dvije strukturne regije od kojih svaka
ima esencijalnu ulogu — jedna regija sudjeluje u vezanju S-proteina na stanic¢nu stijenku, a
druga u povezivanju S-proteina u povrsinski sloj (Avall-Jaaskeldinen i sur., 2008). Varijabilni
dio S-proteina (N-terminalni kraj proteina BMK L. acidophilusi L. crispatuste C-terminalni kraj
proteina BMK L. brevis) odgovoran je za povezivanje monomera S-proteina u S-sloj, dok je

konzervirani dio zasluzan za vezanje S-proteina na stani¢nu stijenku (Hynonen i Palva, 2013).

S-proteini imaju mnogo uloga, ovisno o vrsti u kojoj su prisutni, a razlikuju se cak i
medu sojevima pojedine vrste. Bioloska uloga S-proteina joS se uvijek intenzivno istrazuje.
dosad je utvrdeno da su prociSceni S-proteini stabilni pri nefizioloSkom pH, Sirokom rasponu
temperatura, izlozenosti radijaciji, visokom tlaku te prilikom djelovanja nekih proteolitickih
enzima te detergenata, zbog Cega se smatra da imaju zastitnu ulogu u obrani stanice od

neprijatelja (Mobili i sur., 2010). Frece i sur. (2005) su u pokusima u kojima su ekstrahirali S-
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proteine dokazali njegovu vaznost prilikom izloZzenosti stanica stresnim uvjetima. Naime,
tretiranjem sa kaotropnim agensom kao Sto je 5M litij-klorid (LiCl), ekstrahirali su S-proteine s
povrsine stanica laktobacila koji ih eksprimira, pri ¢emu su stanice ispitivanog soja postale
osjetljivije na djelovanje simuliranih sokova gastrointestinalnog trakta i druge okoliSne uvjete.
Hollman i sur. (2007) su dokazali da su S-proteini sojeva L. brevisi L. kefir uinkoviti u zastiti
liposoma te da im pruzaju vecu stabilnost ukoliko su izlozeni djelovanju zucnih soli, ekstraktu

gusterace, promjenama pH vrijednosti i temperaturnim promjenama.

Gastrointestinalni trakt sadrzi epitelnu povrsinu koja je prekrivena sluznicom koja Stiti
epitelne stanice od osteéenja i patogena te osigurava prebivaliSte i nutrijente crijevnoj
mikroflori (Toumola i sur., 1999). Ukoliko dode do ostecenja sluznice uslijed traume ili
mikrobne infekcije, bakterije mogu dodi u doticaj sa bazalnom membranom i ekstracelularnim
matriksom koji se nalaze ispod epitelnih stanica (Horie i sur., 2002; Tallon i sur., 2007).
Razli¢ita istrazivanja su dokazala da S-proteini sudjeluju u bakterijskoj agregaciji, adheziji na
epitelne stanice i na crijevne strukture, kao Sto su sluznica i proteini ekstracelularnog matriksa.
Kako bi se shvatili mehanizmi i uloge S-proteina prisutnih u laktobacila provode se brojna

istrazivanja sa sojevima laktobacila koji sadrze S-proteine (Horie i sur., 2002).

Agregacija se smatra jednim od nacina pozitivnog doprinosa probiotika u obrani od
patogenih mikroorganizama. Pojam agregacija podrazumijeva interakciju izmedu
mikroorganizama koji su geneticki isti (autoagregacija) ili razliciti (koagregacija). Probioticki
sojevi koji imaju sposobnost agregacije sprjecavaju kolonizaciju patogena tako Sto se, nakon
agregacije, vezu na crijevni epitel i tvore barijeru (Mobili i sur., 2010). Utjecaj S-proteina na
agregaciju se moze ispitati na bakterijskim sojevima prije i poslije uklanjanja S-proteina. Ako
se S-proteini uklone tretmanom sa 5M LiCl bitno se smanji sposobnost autoagregacije soja L.
acidophilus M92 (Kos i sur., 2003) i L. crispatus Z1001 (Chen i sur., 2007) ¢ime se moze uoCiti
vaznost S-proteina. Utvrdeno je da S-proteini nekih laktobacila mogu djelovati i kao adhezini,
sudjelujuci u vezanju odredenih BMK na dijelove ekstracelularnog matriksa. S-proteini soja L.
brevis OLL2772 odgovorni su za ¢vrsto vezanje na ljudski antigen A eksprimiran u crijevnoj
sluznici, kojeg prepoznaju i neki virusni i bakterijski patogeni. Zauzimaju¢i mjesto na koje se
patogeni mogu vezati, S-proteini tog soja sudjeluju u obrani od infekcije, odnosno dolazi do
kompetitivne ekskluzije patogena sojem L. brevis (Mobili i sur., 2010). Ukoliko se S-proteini
uklone sa povrsine bakterijskih stanica tretmanom sa 2M gvanidin hidrokloridom (GHCI) ili 5M
LiCl, znacajno se smanji sposobnost adhezije soja L. brevis ATCC 8287 na fibronektin i laminin
(Jakava-Viljanen i sur., 2002; Garrote i sur., 2004) te sojeva L. plantarum na sluznicu i proteine
ekstracelularnog matriksa (Tallon i sur., 2007). Sposobnost adhezije na epitelne stanice
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takoder se pripisuje prisutnosti S-proteina. Kemijsko uklanjanje S-proteina znacajno je
smanjilo adheziju soja L. brevis ATCC 8287 na Caco-2 stani¢nu liniju epitela ljudskih crijeva
(Hynénen i sur., 2002). S-proteini koji imaju sposobnost adhezije doprinose probiotickoj
aktivnosti Lactobacillus vrsta tako Sto inhibiraju vezanje patogena na tkiva domacina, sto se
postize kompeticijom za vezna mjesta na stanicama crijeva, proteina ekstracelularnog matriksa
i proteina sluznice ili blokiranjem povrsine kojom se patogen veze na crijeva. Pretpostavlja se
da su S-proteini soja L. crispatus JCM 5810 odogovorni za sprjecavanje adhezije patogene E.
coli na laminin i bazalnu membranu tako Sto se natjeu za vezna mjesta molekule laminina
(Horie i sur., 2002).
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Radni mikroorganizmi

Soj bakterije mlijecne kiseline i test-mikroorganizmi koristeni u ovom radu prikazani su
u tablici 1. Sojevi su dio Zbirke mikroorganizama Laboratorija za tehnologiju antibiotika,
enzima, probiotika i starter kultura Zavoda za biokemijsko inzenjerstvo Prehrambeno-

biotehnoloskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu (ZBMK).

Tablica 2. Bakterijski sojevi koriSteni u ovom radu uz optimalne uvjete uzgoja

L . Hranjive podloge i uvjeti
Bakterijski sojevi Oznaka soja
rasta
Lactobacillus brevis SF9B MRS, 37°C, anaerobno
Staphylococcus aureus 3048 BHI, 37°C, aerobno
Listeria monocytogenes ATCC 19111 BHI, 37°C, aerobno

3.1.2. Stanicne linije

Caco-2 stanicna linija — kontinuirana stanicna linija koja sadrzi heterogene humane
tumorske stanice kolorektalnog epitela; Caco-2 stanice su priredene u Zavodu za molekularnu
medicinu Instituta Ruder Boskovic te pripremljene za provodenje eksperimenta u Laboratoriju
za biologiju i genetiku mikroorganizama Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta SveuciliSta u

Zagrebu.

3.1.3. Hranjive podloge

U radu su koristene slijede¢e podloge:
a) hranjive podloge za odrzavanje i uzgoj bakterije mlijecne kiseline

e MRS (De Man, Rogosa i Sharpe) agar, sastava (g/| destilirane vode): pepton 10; mesni
ekstrakt 10; kvasCev ekstrakt 5; glukoza 20; Tween 80 1; MgSO4x7H.O 0,1;
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MnSO4x7H,0 0,05; natrijev-acetat 5; agar 20. pH vrijednost podloge iznosi 6,5, a
sterilizacija se provodi pri 121°C tijekom 15 min.
¢ MRS bujon je istog sastava kao podloga MRS agar, ali bez dodatka agara.

b) hranjive podloge za odrzavanje i uzgoj test-mikroorganizama

e BHI (Brain heart infusion) agar sastava (g/| destilirane vode): infuzije tele¢eg mozga i
govedeg srca i peptoni 27,7; glukoza 2; NaCl 5; puferi 2,5; agar 13. pH podloge je 7,4,
a sterilizacija se provodi pri 121°C tijekom 15 minuta.

e BHI bujon je istog sastava kao podloga BHI agar, ali bez dodatka agara.

¢) selektivna hranjiva podloga za izolaciju test—-mikroorganizma Staphylococcus aureus

e BP (baird-Parker) agar sastava (g/I destilirane vode): pepton od kazeina 10; govedi
ekstrakt 5; kvascev ekstrakt 1; natrijev piruvat 10; litijev klorid 5; glicin 12; agar 17.
pH podloge je 6,8, a sterilizacija se provodi pri 121°C tijekom 15 minuta. Nakon Sto se
podloga ohladi na 50°C, sterilno se doda 5% emulzije telurita i zumanjka.

d) selektivna hranjiva podloga za izolaciju test—mikroorganizma Listera monocytogenes

e ChromoBio® Listeria agar sastava (g/l destilirane vode): peptoni 34; glukoza 2;
mineralne soli 15,5; natrijev piruvat 2; L-a-fosfatidilinositol 2; kromogeni supstrat 0,05;
antibiotici 0,17; amfotericin B 0,01; puferi 3,5; agar 13. pH podloge je 6,8. 35 g podloge
se resuspendira u 400 ml destilirane vode i zagrije, uz Cesto mijeSanje, do vrenja.
Nakon toga se provodi sterilizacija pri 121°C tijekom 15 minuta, a nakon Sto se podloga
ohladi na 50°C, sterilno se doda 100 ml teku¢eg dodatka i jedna bocica selektivnog
dodatka.

e) hranjiva podloga za kultivaciju stanicnih linija

e Reduced Serum Medium 1x (MEM) medij za kultivaciju Caco-2 stanicne linije (Gibco)

3.1.4. Kemikalije

e (licerol, ,Alkaloid", Makedonija
e etanol, ,Kemika", Hrvatska
e pepsin (P-700), ,Sigma", SAD
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3.1.5.

goveda zuc (oxgall), ,Difco", SAD

pankreatin (165 U/mg) iz svinjske gusterace, ,BioChemika", Fluka, Svicarska

natrijev hidroksid, ,Kemika", Hrvatska
fosfatni pufer, ,Kemika", Hrvatska
glicin, ,Gram-mol*, Hrvatska
akrilamid, ,Sigma"“, SAD

TEMED (N, N, N*, N -tetrametiletilen), ,Sigma", SAD

B-merkaptoetanol, ,Sigma", SAD

metilensko modrilo R-250, ,Sigma"“, SAD

izopropanol, ,Kemika", Hrvatska

ledena octena kiselina, ,,Kemika", Hrvatska

natrijev dodecilsulfat, ,Sigma", SAD

glicerol, ,Alkaloid", Makedonija

Tris (hidroksimetil)-aminometan, ,Carlo Erba"“, Italija
amonij-perokosodisulfat (APS), ,Kemika", Hrvatska

kloridna kiselina, ,, Kemika", Hrvatska

natrijev klorid, ,,Kemika", Hrvatska

standard za elektroforezu proteina (molekulske mase 14-97 kDa), ,,Pharmacia“, SAD

litijev klorid (LiCl), ,,ApliChem®, Njemacka

tripsin, ,Promega"“, SAD
Triton X, ,,AppliChem", Njemacka

Aparatura i pribor

Petrijeve zdjelice

epruvete

automatske pipete, ,Eppendorf*, SAD
ependorfice

kivete za centrifugiranje; 15 ml, 50 ml
stalci za ependorfice

stalci za epruvete

pinceta

autoklav, ,Sutjeska", Jugoslavija

termostat, , Instrumentarija“, Hrvatska
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e vodena kupelj, ,Sutjeska", Jugoslavija

I\\

e vibro-mjesac EV-100, ,Kartell", Italija

e vaga, ,Tehtnica®, Slovenija

e magnetska mjesalica, , Tehtnica", Slovenija

¢ hladnjak, ,Gorenje", Slovenija

e centrifuga Centric, , Tehtnica®, Slovenija

e centrifuga s hladenjem 5804R, , Eppendorf®, SAD

e tresilica, ,New Brunswick Scientific®, SAD

e zamrzivac (-80°C), ,,New Brunswick Scientific*, SAD

e (ita€ mikrotitarskih plocica LKB 5060-006, ,GDV", Italija

e elektroforetske kadice, ,Cleaver Scientific Ltd", Velika Britanija

¢ igla za nanoSenje proteinskih uzoraka, ,Hamilton", SAD

3.2. METODE RADA

3.2.1. Odrzavanje i Cuvanje mikroorganizama i stanicnih linija

Soj bakterije mlijene kiseline je ¢uvan pri -80°C u MRS tekucoj hranjivoj podlozi uz
dodatak 15 % (v/v) glicerola, a test-mikroorganizmi su ¢uvani na -80°C u BHI bujonu s 15%
(v/v) dlicerola. Dan prije ekperimenta sojevi se inokuliraju u svjezu hranjivu podlogu te
inkubiraju pri optimalnoj temperaturi rasta prema uvjetima navedenim u tablici 1.

Stanice Caco-2 stanicne linije su Cuvane u MEM mediju pri 37°C u 5%-tnoj atmosferi
CO,, u minimalnom esencijalnom mediju te s dodatkom 10% (v/v) toplinom inaktiviranog

fetalnog govedeg seruma.

3.2.2. Uklanjanje S-proteina s povrSine bakterijskog soja

Prekonoc¢na bakterijska kultura Lb. brevis SFOB se centrifugira pri 3500 okr/min tijekom
15 minuta i dva puta ispere sterilnom fizioloskom otopinom. Talog stanica se resuspendira u 4
ml 5M litijevog klorda i inkubira pri 37°C tijekom 1 sata. Nakon inkubacije, stanice se
cenrtifguraju pri 3500 okr/min tijekom 15 minuta te dva puta isperu sterilnom fizioloSkom
otopinom i koriste za sljede¢e pokuse (3.2.4.).
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3.2.3. Priprema simuliranog Zelucanog soka i simuliranog soka tankog crijeva

Simulirani zelucani sok se priprema suspendiranjem pepsina (3 g/L) u 0,5% otopini
natrijevog klorida, kojoj je pH podesen na 2,0 s koncentriranom kloridnom kiselinom.

Simulirani sok tankoga crijeva se priprema suspendiranjem pankreatina (1 g/L), i Zu¢nih
soli (3,0 mg/mL govede zuci) u 0,5% otopini natrijeva klorida, kojoj je pH podeSen na 8,0 s
natrijevom luzinom.

3.2.4. Obnavljanje S-proteina nakon prolaska kroz gastrointestinalni trakt

Preko nodi je uzgojeno 40 ml soja Lb. brevis SFIB kojem je skinut S-sloj. Nakon
centrifugiranja je talog stanica ispran i resuspendiran u 20 ml destilirane vode. Dobivena

suspenzija se podijeli u 4 uzorka koji se tretiraju na sljedeci nacin:

uzorak 1: nakon centrifugiranja, talog resuspendirati u 8 mL PBS-a te inkubirati tijekom 2 h pri
37°C. Nakon toga stanice centrifugirati, dobiveni talog isprati i resuspendirati u 2 mL PBS-a
Cuvati pri +4°C.

uzorak 2: nakon centrifugiranja, talog resuspendirati u 8 mL Zeluanog soka, te inkubirati
tijekom 2 h pri 37°C. Nakon toga stanice centrifugirati, dobiveni talog isprati i resuspendirati
u 2 mL PBS-a Cuvati pri +4°C.

uzorak 3: nakon centrifugiranja, talog resuspendirati u 8 mL simuliranog Zelu¢anog soka, te
inkubirati tijekom 2 h pri 37°C. Nakon toga stanice centrifugirati, isprati, resuspendirati u 8 mL
simuliranog soka tankog crijeva i inkubirati tijekom 2h pri 37°C, zatim stanice centrifugirati,

dobiveni talog isprati i resuspendirati u 2 mL PBS-a Cuvati pri +4°C.

uzorak 4: nakon centrifugiranja, talog resuspendirati u 8 mL simuliranog soka tankog crijeva,
te inkubirati tijekom 2 h pri 37°C. Nakon toga stanice centrifugirati, dobiveni talog isprati i

resuspendirati u 2 mL PBS-a Cuvati pri +4°C.

Uzorci se centrifugiraju, a dobiveni talog stanica se resuspendira u MRS bujonu. Tako
pripremljenim suspenzijama se izmjeri As20 U mikrotitarskim plocicama i podesi opticka gustoca
na OD=1. Svaka 2 h (tijekom 6 sati te 22. i 24. sat) se uzimaju uzorci i koriste dalje za izolaciju

povrsinskih proteina.
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3.2.5. Izolacija povrsinskih proteina

Pripremljeni uzorci (3.2.4.) se centrifugiraju pri 9 000 okr/min tijekom 5 minuta. Talog
bakterijskih stanica se ispere dva puta s 1 ml sterilne destilirane vode, a zatim se resuspendira
u 50 pl 2%-tne otopine SDS-a. Uzorke je potrebno prokuhati 10 minuta, a zatim centrifugirati
5 minuta pri 9 000 okr/min. 15 pl supernatanta, u kojem su prisutni proteini, se pomijesa s 5
ul reducirajuceg reagensa i prokuha 2-3 minute, a dobiveni uzorci se razdvajaju pomocu SDS-
poliakrilamid gel elektroforeze (SDS-PAGE) prema postupku opisanom u 3.2.6.

3.2.6. SDS-PAGE elektroforeza

Pripremljeni uzorci se nanose na 10%-tni poliakrilamidni gel. SDS-poliakrilamidna gel
elektroforeza (SDS-PAGE) se provodi u komori za elektroforezu pri konstantnom naponu od
200 V kroz 45 min. Nakon zavrSene elektroforeze, gel se boji u otopini koja sadrzi 0,02%
Coomassie Brilliant Blue praha, 25% izopropanola i 10% octene kiseline, kroz nhajmanje 3 h.
Nakon bojenja, gel je inkubiran u 10%-tnoj otopini octene kiseline do obezbojenja pozadine

te nakon toga skeniran.

Priprava 10 %-tnog poliakrilamidnog gela:

gel za separaciju (10 %-tni)- donji gel:

Tris (hidroksimetil aminometan)-HCI pufer pH 8,8 2,5 ml
Akrilamid 2,5ml
destilirana voda 2,5 ml
TEMED ( N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamin) 5 ul

amonijev persulfat (10 %-tni APS) 38 pl

gel za sabijanje (10 %-tni)-gornji gel:

Tris-HCI pufer pH 6,8 2,13 ml
Akrilamid 0,3 ml
TEMED 5

APS (10 %-tni) 22,5 pl

Pufer za elektroforezu (10 x koncentrat), za 1000 ml:
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30 g Tris-a
144 g glicina
10 g SDS-a

Pufer za uzorke za elektroforezu (5 x konc. )-reducirajuci reagens (za 25 ml):
0,75 g Tris-a

0,095 g EDTA

2,5 g SDS-a (2%)

10 ml glicerola (10%)

0,005% bromfenol plavo

25% B-merkaptoetanol

3.2.7. Adhezija na Caco-2 stanice i kompetitivha ekskluzija

Caco-2 stanicna linija je kontinuirana stani¢na linija koja sadrzi heterogene ljudske
tumorske stanice kolorektalnog epitela, prikladne za provjeru sposobnosti adhezije bakterija.
Stanice Caco-2 stanicne linije uzgoje se na 2 plocice s 24 jazice u Reduced Serum Medium
(MEM) u T-boci volumena 25 cm? i odrzavaju se pri 37 °C i u 5 %-tnoj atmosferi CO,, u
minimalnom esencijalnom mediju te s dodatkom 10 % (v/v) toplinom inaktiviranog fetalnog
govedeg seruma (56 °C tijekom 30 min). Stanice se inkubiraju u opisanim uvjetima i svaka
dva dana im se dodaje svjezi medij. Za ispitivanje adhezije bakterijskih stanica na stani¢nu
liniju Caco-2 stanica, precijepe se Caco-2 stanice u plasticne plitice s 24 jazice u koncentraciji
od 1 x 10° stanica u jazici. Kako bi se dobila suspenzija Caco-2 stanica za nacijepljivanje,
najprije se moraju odlijepiti stanice porasle u monosloju u T-boci pomocu tripsina. Zbog a,-
makroglobulina, serum u mediju ima antitripsinsku aktivnost pa se prije dodatka tripsina treba
ukloniti medij. Nakon dodatka tripsina, slijedi inkubacija pri 37°C 10 min, tripsin se uklanja i
dodaje se medij. Za brojanje poraslih Caco-2 stanica koristi se Biirken-Tirk komorica volumena
10 mL i izraCuna se koncentracija stanica u uzorku. U stani¢nu suspenziju se dodaje potreban
volumen medija. Tako pripremljene Caco-2 stanice se ispiru tri puta u fosfatnom puferu.

Soj bakterije mlijecne kiseline, Lactobacillus brevis SFOB se uzgoji dva dana prije
ispitivanja adhezije u 4 paralele po 5 mL MRS bujona. Prekonoc¢ne kulture stanica se
centrifugiraju 5 min pri 4200 o/min. Potom se talog ispere s 10 mL fizioloske otopine i

centrifugira se 5 min. Stanice se resuspendiraju u 20 mL fizioloske otopine, podijele se na dva
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dijela i centrifugiraju. Jednoj paraleli kulture stanice Lb. brevis SF9B se doda 5M litijev klorid
za uklanjanje S-loja, a druga se resuspendira u 10 ml fizioloske otopine. Tako pripremljene
kulture stanica se inkubiraju pola sata na sobnoj temperaturi na tresilici. Nakon inkubacije
suspenzije se centrifugiraju, talog se ispire s 5mL fizioloSke otopine, a zatim se talog jo$
jednom resuspendira u 5 ml fizioloSke otopine. Tako pripremljenoj suspenziji se izmjeri Aso U
mikrotitarskim ploc¢icama. Nakon toga se suspenzija centrifugira, a talog resuspendira u MEM
mediju kako bi se dobio OD=1.

Test-mikroorganizmi, Staphylococcus aureus 3048 i Listeria monocytogenes ATCC 19111
se uzgoje u BHI bujonu preko nodéi. Daljnja priprema test-mikroorganizama je ista kao i kod
soja Lb. brevis SFOB bez tretmana s litijevim kloridom. Iz svih suspenizija (BMK i test-
mikrorganizama) su napravljena razrijedenja kako bi se indirektnom metodom odredio broj
stanica pojedinog soja prije adhezije na Caco-2 stanice. Za odredivanje broja stanica Lb. brevis
SF9B se koristi MRS agarom. Nakon dvodnevne anaerobne inkubacije pri 37°C izbroje se
porasle kolonije. Za odredivanje broja stanica bakterije Staphylococcus aureus 3048
upotrebljava se BP agar, a za odredivanje broja stanica bakterije Listera monocytogenes ATCC
19111 Rapid agar pri Cemu aerobna inkubacija traje 48 sati pri 37°C.

Jazice s Caco-2 epitelnim stanicama isperu se 3 puta u fosfathom puferu te se u jazicu
dodaje po 0,5 mL suspenzije bakterija mlije¢ne kiseline Lb. brevis SFIB (sa i bez tretmana s
litijevim kloridom) (prema shemi prikazanoj na slici 4) i stanice se inkubiraju 60 min pri 37°C.
Nakon inkubacije u jazice se dodaje 0,5 mL suspenzije test-mikroorganizama (prema shemi
prikazanoj na slici 4) i ponovo se inkubira 30 min pri 37°C. Jazice se nakon inkubacije ispiru 3
puta s 1 mL PBS-a kako bi se uklonile bakterijske stanice koje se nisu adhezirale te se inkubiraju
10 min u 0,05% (v/v) u otopini Triton X-100 kako bi se unistile Caco-2 stanice. Sadrzaj svake
jaZice se prebaci u epicu i centrifugira 5 min. Potom se talog stanica resuspendira u 1 mL
fosfatnog pufera u mikrotitarskim ploicama, a broj adheziranih stanica se odreduje

indirektnom metodom na isti nacin kao prije adhezije.
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Slika 4. Shema nacijepljivanja mikrotitarske plocice

1, 2, 3 —tri paralele Lb. brevis SFIB (bez tretmana s LiCl) uz St. aureus 3048

4, 5, 6 - tri paralele Lb. brevis SFIB (tretman s LiCl) uz St. aureus 3048

7, 8, 9 -tri paralele Lb. brevis SF9B (bez tretmana s LiCl) uz L. monocytogenes ATCC 19111
10, 11, 12 - tri paralele Lb. brevis SFOB (tretman s LiCl) uz L. monocytogenes ATCC 19111
13, 14, 15 - tri paralele Lb. brevis SFOB (bez tretmana s LiCl)

16, 17, 18 - tri paralele Lb. brevis SFIB (tretman s LiCl)

19, 20, 21 — tri paralele St. aureus 3048

22, 23, 24 — tri paralele L. monocytogenes ATCC 19111
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Obnavljanje S-proteina nakon prolaska kroz gastrointestinalni trakt

Ekspresija S-proteina kod probiotickih sojeva kao sto je Lb. brevis SFOB od iznimne je
vaznosti za iskazivanje njihovih probiotickih svojstava. Naime, S-proteini oko stani¢ne stijenke
stanica pojedinih sojeva bakterija tvore zastitni sloj. RazliCita su istrazivanja potvrdila pozitivhe
ucinke prisutnosti S-sloja (Mobili i sur., 2010). Zahvaljujuéi njihovoj sposobnosti da prezive
ekstremne uvjete pH mogu opstati u gastrointestinalnom traktu covjeka te tako sudjelovati u
zastiti stanice u stresnim uvjetima. Niska pH-vrijednost u Zelucu djelomi¢no inhibira djelovanje
probiotickih bakterija, ali mogucnost prezivljavanja u takvim uvjetima im pruza prisutnost S-
sloja. Prisutnost S-sloja doprinosi stabilnosti u prezivljavanju niskih pH vrijednosti probiotickih
sojeva primjenjenih u ljudi i tako odrzava minimalno potrebnu koncentraciju probiotickih
stanica da se izazove pozitivan zdravstveni ucinak na Covjeka. Proucavanje utjecaja S-proteina
prisutnih u pojedinim sojevima BMK omogucava nam bolju predodzbu o pozitivnim
djelovanjima probiotickih bakterija. S time na umu, probiotici bi se mogli sve viSe koristiti u
prehrani ljudi kako bi se izbjegle razne bolesti gastrointestinalnog trakta sto bi kona¢no moglo
dovesti i do zamjene antibiotika sa probioticima.

S-proteini sudjeluju u odrzavanju crijevnog integriteta raznim mehanizmima od kojih
nisu svi potpuno razjasnjeni. Poznat je mehanizam kojim se S-proteini, nakon agregacije, vezu
na epitelne stanice i druge strukture gastrointestinalnog trakta te tako onemogucuju pristup
stranim mikroorganizmima bazalnoj membrani i ekstracelularnom matriksu, ¢ime se
posljedi¢no sprjeCava pojava upalnih procesa (Horie i sur., 2002). Eksperimentalno, utjecaj S-
proteina se ispituje tako da se usporeduje ucinak pojedinog probiotickog svojstva stanica
sojeva koji eksprimiraju proteine S-sloja sa stanicama istih sojeva s Cije je povrsSine uklonjen

sloj S-proteina.

Hollman i sur. (2007) su dokazali da S-proteini pruzaju vecu stabilnost sojevima L.
brevis i L. kefir ako su izlozeni uvjetima gastrointestinalnog trakta. Frece i sur. (2005) su
dokazali da uklanjanjem proteina S-sloja mikroorganizmi postaju osjetljiviji na djelovanje
simuliranih sokova gastrointestinalnog trakta, ¢ime se potvrduje njegova vaznost u obrani od
stresnih okolisnih uvjeta. Na pokusima provedenim sa probiotickim sojem L. helveticus M92
utvrdili su da su proteini S-sloja osjetljivi na proteinazu K, ali ne i na pepsin (sastojak zeluca)
i pankreatin (sastojak tankog crijeva). Kako bi se utvrdila zastitna uloga S-proteina Lb. brevis
SF9B, provedeno je ispitivanje obnavljanja sloja S-proteina nakon izlaganja stanica tog soja
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simuliranim uvjetima gastrointestinalnog trakta. Obnavljanje sloja S-proteina praéeno je
tijekom 24-satnog uzgoja u MRS bujonu tako da se u odredenim razmacima provodila izolacija
proteina s povrsine stanica soja Lb. brevis SFIB te su proteinske vrpce vizualizirane SDS-PAGE
metodom. Gelovi nakon provedenih elektroforeza prikazani su na slici 5. Na svim gelovima,
stupac 1 prikazuje proteine stanica soja Lb. brevis SFIB tretirane fosfatnim puferom, koji sluze
kao kontrolni uzorak buduéi da pokazuju situaciju u kojoj se stanice nisu prethodno nalazile u
stresnim uvjetima. Tijekom 24 sata intenzitet proteinske vrpce koja odgovara S-proteinu tog
soja, a koji ima molekulsku masu oko 46 kDa, nije se znac¢ajno promijenio. Stupac 2 prikazuje
povrsinske proteine stanica istog soja koje su prethodno bile tretirane simuliranim zelu¢anim
sokom. Iz slike gelova mozemo zakljuciti da simulirani Zelucani sok nepovoljno djeluje na S-
proteine buduéi da u uzorcima uzetim u 0., 2. i 4. satu nedostaje odgovarajuca proteinska
vrpca. U uzorcima uzimanim od 6. sata do 24. sata vrpca je sve uocljivija te iz tog razloga
mozemo zakljuciti da se sloj S-proteina obnavlja. Tretman direktnim prijelazom iz simuliranog
Zelucanog soka u simulirani sok tankog crijeva na S-sloj soja Lb. brevis SFIB prikazan je u
stupcu 3, a rezultati su istovjetni onima u stupcu 2. Stupac 4 predstavlja proteine stanica soja
Lb. brevis SFIB tretiranih simuliranim sokom tankog crijeva te su doneseni isti zakljucci kao i
kod stupaca 2 i 3, s time da se sloj S-proteina poCeo obnavljati ve¢ u 4. satu. Prema tome,
simulirani sok Zeluca ima jaci nepovoljni u¢inak na sloj S-proteina stanica ispitivanog soja.
Konacno, dobiveni rezultati slazu se s onima opisanim u Frece i sur. (2005). Dodatno, buduci
da stanice ispitivanog soja neposredno nakon izlaganja nepovoljnim uvjetima koriste svoje
resurse da obnove sloj S-proteina, mozemo zakljuciti da su S-proteini od iznimno velike

vaznosti za fizioloSku aktivnost stanica sojeva koji ih eksprimiraju.
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Slika 5. Gelovi nakon SDS-PAGE proteina izoliranih s povrsine stanica soja Lb. brevis SF9B
tijekom 24-satnog uzgoja u MRS bujonu nakon tretiranja stanica simuliranim sokovima
gastrointestinalnog trakta; uzorci proteina su izolirani u @) 0. i 2., b) 4. i 6. te ¢) 22. i 24. satu.

S — standard proteina poznatih molekulskih masa;
1 —s0j Lb. brevis SFIB tretiran fosfatnim puferom (kontrola)
2 - so0j Lb. brevis SFIB tretiran simuliranim Zelu¢anim sokom

3 - s0j Lb. brevis SFIB tretiran direktnim prijelazom iz simuliranog zelu¢anog soka u simulirani

sok tankog crijeva

4 - s0j Lb. brevis SFIB tretiran simuliranim sokom tankog crijeva
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4.2. Kompetitvna ekskluzija s predinkubacijom bakterije mlijecne kiseline Lb.
brevis SF9B

Lactobacillus vrste su izolirane iz dijelova gastrointestinalnog trakta covjeka i od tada
postoji veliki interes za njihovo istrazivanje i primjenu, zbog tvrdnji o blagotvornom ucinku na
zdravlje domadina. Laktobacili su najvazniji sudionici uravnotezene crijevne mikroflore, a
proucavanje mehanizama pomocu kojih koloniziraju intestinalni trakt pomaze u razumijevanju
utjecaja uravnotezene mikroflore na zdravlje domacina.

In vivo istrazivanja mehanizama kojima se bakterije vezu na povrsinu crijevnih stanica
su vrlo zahtjevna, stoga su razvijeni /n vitro modeli pomocu kojih se istrazuje adhezija bakterija
na humane epitelne crijevne stanice. Razvijen je velik broj stanic¢nih linija humanog
adenokarcinoma, koje posjeduju svojstva razliitih tipova stanica tkiva crijevnog epitela. Jedna
od stanicnih linija koja se koristi u istrazivanjima adhezije bakterija je Caco-2 stani¢na linija
(Fogh i sur., 1977; Pinto i sur., 1983). Caco-2 stanice eksprimiraju proteinske markere koji su
jednaki onima koje eksprimiraju stanice crijevnih resica i stoga imaju vrlo vaznu ulogu u
istrazivanju adhezije BMK.

Greene i Klaenhammer su 1994. godine provodili istraZivanje u kojem su htjeli dokazati
ulogu S-proteina u adheziji na Caco-2 stanice koristeci sojeve Lactobacillus acidophilus BG2FO4
i NCFM/N2. Njihovi rezultati su pokazali da S-proteini koji se ekprimiraju na povrsini ispitivanih
sojeva ne utjeu na adheziju na Caco-2 stanice. S-proteini eksprimirani na povrsini ovih sojeva
su sliéni, ali ne i identi¢ni S-proteinima koji se nalaze na povrsini drugih laktobacila te se
pretpostavilo da na adheziju ovih sojeva na Caco-2 stanice utjeCu druge komponente prisutne
na povrsini proteina. Stoga je u ovom radu ispitana uloga S-proteina, koji eksprimira soj
Lactobacillus brevis SFOB, u adheziji test-mikroorganizma Staphylococcus aureus 3048 na
Caco-2 stani¢nu liniju (Slika 6).

Kljucan faktor u prezivljavanju i kolonizaciji bakterija u gastrointestinalnom traktu je
adhezija na crijevne epitelne stanice. Za patogene bakterije, adhezija na epitel je kritiCan
korak, sve dok otpustanje enzima i toksina inicira nekroticni proces direktno u ciljanu stanicu
¢ime se olakSava invazija. Epitelne stanice gastrointestinalnog trakta su zasticene od patogenih
bakterija mnogim mehanizmima. Jedan od njih je redukcija infekcija izazvanih patogenima
kompeticijom prisutne mikrobiote za vezna mjesta u ekosustavu i izlu¢ivanje komponenti koje
imaju antimikrobnu aktivnost (Ouwehand i sur., 2003; Baccigalupi i sur., 2005).

Caco-2 stanice, osim Sto se koriste za proucavanje mehanizama pomocu kojih se
bakterije koje Cine uravnotezenu crijevnu mikrofloru adheziraju na crijevne epitelne stanice,

imaju vrlo vaznu ulogu u istrazivanju mehanizama koji su odgovorni za interakcije patogenih
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bakterija i bakterija mlijecne kiseline koje konkuriraju za isti ekosustav. Neke od patogenih
bakterija koje konkuriraju crijevnoj mikroflori za vezanje na Caco-2 stanice su Salmonella
typhimurium, Listeria monocytogenes, enteropatogene i enterotoksicne Escherichia coli i
Vibrio cholerae. Kompetitivna ekskluzija je pojam koji oznacava svojstvo pojedinih bakterija da
sprijee adheziju nepozeljnih mikroba u probavnom sustavu. Kako bi se ispitala kompetitivha
ekskluzija s predinkubacijom probiotickog soja Lactobacillus brevis SFOB, koristene su
suspenzije test-mikroorganizama Listeria monocytogenes ATCC 19111 (Slika 6) i
Staphylococcus aureus 3048 (Slika 7).

Slika 6 ukazuje da nije doslo do adhezije test-mikroorganizma L. monocytogenes ATCC
19111 na Caco-2 stanice nakon predinkubacije sojem L. brevis SFOB, dok je adhezija ispitanog
test-mikroorganizma na Caco-2 stanice bez prisutnosti soja Lb. brevis SFIB bila uspjesna.
Prema tome, doslo je do kompetitivne ekskluzije test-mikroorganizma L. monocytogenes ATCC
19111 sojem Lb. brevis SFIB.

Na slici 7 prikazana je adhezija test-mikroorganizma St. aureus 3048, koja je bila
smanjena u slucaju kad su na Caco-2 stanicama predinkubirane stanice soja Lb. brevis SF9B,
Sto upucuje na uspjesnu kompetitivnu ekskluziju navedenog test-mikroorganizma ispitivanim
probiotickim sojem. Dodatno, prilikom provodenja eksperimenta kompetitivhe ekskluzije sa
stanicama probiotickog soja kojima su prethodno uklonjeni S-proteini, efekt smanjenja
adhezije stanica test-mikroorganizma je bio manji. Prema tome, sloj S-proteina osigurava bolju
kompetitivnu ekskluziju patogenih bakterija, bududi da ima ulogu u adheziji stanica koje ga
eksprimiraju. Naime, bolja adhezija stanica probiotickoih sojeva uzrokuje manju mogucnost
vezanja patogenih bakterija, buduéi da adhezirane stanice probiotickog soja zauzimaju vise
receptora na Caco-2 stanicama koji su neophodni za uspjesno vezanje na tu stani¢nu liniju.
Takoder, vedi broj adhezirane stanice soja Lb. brevis SFOB antagonisticki djeluje na stanice
test-mikroorganizma zbog snizenja pH okoline uslijed nakupljanja organskih kiselina,

vodikovog peroksida i diacetila te proizvodnje bakteriocina.
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Kompetitivna ekskluzija L. monocytogenes ATCC

19111 s predinkubiranim sojem Lb. brevis SF9B

1,8

1,6

14 L. monocytogenes
2 ATCC 19111 + L.
S 1 brevis SF9B
"c:"o 0,8 " L. monocytogenes
206

0,4

0,2

0

Slika 6. Kompetitivna ekskluzija test-mikroorganizma L. monocytogenes ATCC 19111 s
predinkubiranim sojem Lb. brevis SFOB

adhezija test-mikroorganizma L. monocytogenes ATCC 19111 s predinkubiranim sojem Lb.
brevis SFOB

= adhezija test-mikroorganizma L. monocytogenes ATCC 19111 (kontrola)

Kompetitivna ekskluzija S. aureus 3048 s
predinkubiranim sojem Lb. brevis SF9B
4,5
4 -
— 3 W S. aureus 3048
€ 3
SN
D 25 B S. aureus 3048 + Lb. brevis
t') 2 A SF9B bez sloja S-proteina
go 1,5 - 1 S. aureus 3048 + Lb. brevis
-_— 1 - SF9B sa slojem S-proteina
0,5 A
O .

Slika 7. Kompetitivna ekskluzija test-mikroorganizma S. aureus 3048 s predinkubiranim
sojem Lb. brevis SFOB

= adhezija test-mikroorganizma S. aureus 3048 (kontrola)

= adhezija test-mikroorganizma S. aureus 3048 s predinkubiranim sojem Lb. brevis SFOB bez
sloja S-proteina

= adhezija test-mikroorganizma S. aureus 3048 s predinkubiranim sojem Lb. brevis SFOB sa
slojem S-proteina
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5. ZAKLJUCCI

1. Sloj S-proteina soja Lb. brevis SFOB obnavlja se neposredno nakon izlaganja stanica tog
soja simuliranim uvjetima gastrointestinalnog trakta, sto ukazuje na veliku vaznost S-proteina
stanica Lactobacillus sojeva koji ih eksprimiraju.

2. Stanice soja Lb. brevis SF9B imaju svojstvo kompetitivhe ekskluzije test-mikroorganizama
Listeria monocytogenes ATCC 19111 i Staphylococcus aureus 3048 u in vitro uvjetima koristedi
Caco-2 stani¢nu liniju, kojem pozitivno doprinose S-proteini prisutni na povrSini stanica

ispitanog probiotickog soja.
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Izjava o izvornosti

Izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam

koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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