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1. UVOD

Intestinalna mikrobiota je kompleksna mikrobna zajednica unutar gastrointestinalnog trakta
sisavaca. Sastav intestinalne mikrobiote je specifican za svakog domacina ovisno o Zivotnoj
dobi, te izlozenosti razli¢itim egzogenim i endogenim ¢imbenicima. Ukljucena je u brojne
aspekte fiziologije domacina, od nacina prehrane do ponaSanja, odgovora na stres, a posljednjih
godina znanstvena zajednica usmjerena na definiranju poveznice sastava intestinalne
mikrobiote i razvoja razli¢itih intestinalnih poremecaja i bolesti. Unutar gastrointestinalnog
trakta mikrobima su dostupni brojni spojevi koji mogu biti hranjive tvari sudionicima
intestinalne mikrobiote $to je znacajno za kolonizaciju. U intestinalnoj mikrobioti ¢ovjeka
prevladavaju dva koljena: Bacteroidetes i Firmicutes. Najnovija istrazivanja su usmjerena na
razjasnjavanje uloge crijevne mikrobiote u etiologiji bolesti koje se pojavljuju u organima
fizicki udaljenim od crijeva (Sekirov i sur, 2010). Kroni¢ne bolesti poput pretilosti, upalnih
bolesti crijeva, dijabetesa, metabolickog sindroma, ateroskleroze, bolesti jetre, Chronove
bolesti, Parkinsonove bolesti, Alzheimerove bolesti te razli¢itih karcinoma mogu biti povezane
sa sastavom intestinalne mikrobiote covjeka (Wang i sur, 2017). Analiza povezanosti sastava
intestinalne mikrobiote s Alzheimerovom bolesti pokazuje izraziti potencijal u pronalasku
lijeka za terapiju ove neizlijeCive progresivne demencije. Primjena probioti¢kih bakterija u
prehrani moze preventivno utjecati na mogucénost sSmanjena pojave razlicitih bolesti poput
Alzheimerove bolesti, Chronove bolesti, ulceroznog kolitisa te drugih bolesti za koje se u
novijim istrazivanjima pretpostavlja povezanost s crijevnom mikrobiotom covjeka. Novija
istrazivanja doprinose hipotezi da poremecaji po osi mozak-mikrobiota-crijeva (engl. brain-gut-
microbiota axis) znaCajano utjeu na patogenczu neurodegerativnih bolesti. Primjerice
poveéana permeabilnosti crijeva i krvno-mozdane barijere, kao posljedica narusavanja
ravnoteze intestinalne mikrobiote, moze posredovati Alzheimerovoj bolesti i drugim
neurodegenerativnim poremecajima povezanim sa starenjem. NaruSenu ravnotezZu intestinalne
mikrobiote moguce je ponovo uspostaviti primjenom mikroorganizama koji iskazuju pozitivan
ucinak na domacina, probioticima. Rodovi Lactobacillus i Bifidobacterium najcesce se

primjenjuju kao probiotici (Kechagia i sur., 2013).

U ovom diplomskom radu na modelu eksperimentalnih Zivotinja ispitan je utjecaj
Lactobacillus brevis SF9B, koji eksprimira S-sloj proteina na povrsini stanice, i Lactobacillus
plantarum SF9C, koji proizvodi plantaricin, na sastav intestinalne mikrobiote. Skupina zdravih

i skupina Stakora kod kojih je izazvana Alzheimerova bolest kanilirani su bakterijskom
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suspenzijom Lb. brevis SFOB i Lb. plantarum SF9C jednom dnevno tijekom 5 dana. Za analizu
sastava intestinalne mikrobiote koristeni su razliciti pristupi, PCR-DGGE metoda za procjenu
kolonizacijskog potencijala i detekciju prisutnosti odabranih Lactobacillus sojeva, nakon
prolaska kroz gastrointestinalni trakt (GIT) in vivo, dok je najnovija generacija
sekvencioniranja primjenjena za odredivanje redoslijeda nukleotida V3 i V4 varijabilnih regija
16S rRNA gena mikrobioma pomocu Illumina MiSeq platforme s ciljem analize sastava i

ucinka odabranih sojeva na intestinalnu mikrobiotu.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. PROBIOTICI

Znanstveni interes za probioti¢ke sojeve osobito je znacajan u zadnja dva desetlje¢a kao
rezultat konstanog istrazivanja njihovog pozitivnog utjecaja na ljudsko zdravlje. Sveopca
definicija probiotika kaZze da su to zivi mikrobioloSki dodaci prehrani koji imaju pozitivan
utjecaj na domacina tako $to odrzavaju mikrobioloski balans domacina (Kechagia i sur., 2013).
Probiotici se s obzirom na ciljanu primjenu mogu definirati kao funkcionalni dodaci hrani, no
u novije vrijeme sve se viSe istrazuje njihov potencijalni terapijski u¢inak, odnosno primjena
kao bioterapeutika. Probiotici kao funkcionalni dodaci hrani pozitivno utje¢u na ravnotezu
crijevne mikrobiote, $to u konacénici moze doprinjeti pozeljnim ucincima na zdravlje.
Bioterapeuticima se smatraju probioticki sojevi koji su namijenjeni za terapiju ili prevenciju
bolesti Sto ih svrstava u kategoriju Zivih lijekova. Da bi neki mikroorganizam mogao imati
probioticku funkciju treba zadovoljiti tri glavna aspekta: opci, tehnoloSki 1 funkcionalni
(Suskovi¢ i sur., 2009). Probioticki mikroorganizmi taksonomski veéinom pripadaju
bakterijama mlijecne kiseline (BMK), ali mogu pripadati i bakterijama iz drugih skupina. BMK
koje su Cesto okarakterizirani kao probioti¢ki sojevi pripadaju rodovima Lactobacillus i
Bifidobacterium (Tablica 1.) (Kechagia i sur., 2013). Funkcionalnost potencijalnih probiotic¢kih

sojeva potrebno je definirati, primjenom in vitro testova, na sljedeca specifi¢na svojstva:

otpornost na visoke koncentracije kiselina i Zuci

e svojstvo adhezije na sluznice i epitelne povrsine, §to moze imati ucinak na
imunomodulaciju, kompetitvnu ekskluziju patogena

e antimikrobna aktivnost protiv patogenih bakterija

e ispitati aktivnost enzima hidrolaze Zzu¢nih soli (Kechagia i sur., 2013)

Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (WHO) probiotici koji iskazu navedena svojstva,
ako se koriste u odgovaraju¢im koli¢inama, imaju pozitivan utjecaj na ljudsko zdravlje.
Primjene probiotickih sojeva osim na zdravlje intestinalnog trakta, $ire se i na ucinak na
mikrobiotu koze, u¢inka na rezistenciju na alergene, jacanje imunoloskog sustava, suzbijanje
patogenih mikroorganizama te zastiti tjelesnin makromolekula (DNA, proteine, lipide) od
oksidativnog oStecenja (Mohajeri i sur., 2018). U literaturi su najcesce okarakterizirani uc¢inci
probiotika prilikom poremecaja funkcije crijeva kao Sto su intolerancija na laktozu, dijareju

uslijed terapije antibioticima, alergije (Kechagia i sur., 2013). Evolucija crijevne mikrobiote i



opravdanost probioticke terapije vidljiva je na slici 1. gdje je prikazan utjecaj probiotika na

primarno izlaganje i geneticke faktore, dijetu i antimikrobne tretmane, imunosni odgovor, stres

i starenje, gastrointestinalne bolesti. Isto tako je vidljivo kako se poveéava rizik pojave

kroni¢nih upalnih i alergijskih bolesti kao i stupanj promjena u sastavu crijevne mikrobiote
(Slika 1.) (Isolauri i sur., 2002).

Tablica 1. Pojedini probioticki mikroogranizmi (Kechagia i sur., 2013)

Lactobacillus

Lb. acidophilus

Lb. casei

Lb. crispatus

Lb. gallinarum *

Lb. gasseri

Lb. johnsonii

Lb. paracasei

Lb. plantarum

Lb. reuteri

Lb. rhamnosus

Bifidobacterium

B. adolescentis

B. animalis

B. bifidum

B. breve

B. infantis

B. lactis 2

B. longum

INajvise se primjenjuju u veterini

27adnje reklasificirana kao B. animalis subsp. lactis

$Malo je poznato o probiotickim svojstvima

Ostale BMK

Enterococcus faecalis !

E. faecium

Lactococcus lactis ®

Leuconostoc
mesenteroides

Pedicoccus acidilactici

Sporolactobacillus
inulinus *

Streptococcus
thermophilus 3

Ostale bakterije

Bacillus cereus vasr.
Toyoi *

Escherichia coli
strain nissle

Propionibacterium
freudenreichii
Saccharomyces
cerevisiae

S. boulardii
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Slika 1. Evolucija crijevne mikrobiote i opravdanost probiotic¢ke terapije (Isolauri i sur., 2002)

Fermentirani mlije¢ni proizvodi, osobito jogurt, su znaéajni proizvodi za unos
probiotickih bakterija kod potrosaca, uz sektor koji se neprekidno razvija, kao rezultat
napredovanja tehnologije hrane i porasta potraznje. Osim jogurta, probioti¢ke bakterije se mogu
primijeniti u drugim fermentiranim proizvodima, ali i u obliku razli¢itih pripravaka. Jedan od
mehanizama djelovanja probiotickih bakterija ostvaruje se antimikrobnim djelovanjem
prilikom prolaska antigena, odnosno patogenih mikroorganizama kroz gastrointestinalnu
barijeru. Kada dospiju do sluznice crijeva, probioticki sojevi kompetitivnom ekskluzijom
ogranicavaju kolonizaciju patogena te mogu ukloniti antigene i regulirati specifi¢an imunosni
odgovor na prisutne antigene koji uzrokuju upalni proces ili infekcije. Antigeni, koji su ve¢ bili
prisutni, prepoznati su od strane povrSine sluznice i uklanjanju pomocu crijevnih proteaza, dok
preostali antigen prepoznaju drugi mehanizmi obrambenog ustava domacina, te mogu
uzrokovati dugorocen upale. Cilj primjene probiotickih bakterija je odrzati homeostazu, gdje je
osim njihovog djelovanja, potrebna ucinkovita funkcija crijevne barijere i epitelni integirtet
(Slika 2.)(Isolauri i sur., 2002).
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Slika 2. Intestinalna mikrobiota tijekom upalnog procesa u domacinu (Isolauri i sur., 2002)

Upalni proces moze utjecati na promjene u sastavu i funkciji uravnotezene intestinalne
mikrobiote te uzrokovati poremecaje koji utjecu na imuno odgovor domacina i disfunkciju
intestinalne barijere. Probioticke bakterije mogu utjecati na upalni proces razgradnjom
antigena, ¢ime se neposredno utjeCe na smanjenje razine razli¢itih ¢imbenika obrambenog
imuno odgovora i na uspostavljanje ponovne ravnoteze intestinalne mikrobiote te ekskluzije

patogenih sojeva (Isolauri i sur., 2002).

2.1.1. Probioticke bakterije sa S-slojem proteina

Vrste roda Lactobacillus, koje eksprimiraju povrsinski S-sloj sastavljen od ponavljajucih
podjedinica S-proteina s vanjske strane stanicne stijenke, su prepoznate kao probioticki sojevi
s poveéanom otporno$¢u na stresne okoliSne c¢imbenike te boljim adhezijskim i
imunomodulacijskim svojstvima (Beganovic i sur., 2014; Uroi¢ i sur., 2016; Kant, i sur., 2016;

Bani¢ 1 sur.,, 2018). S-slojevi odnosno povrSinski slojevi proteina su monomolekularna
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parakristalna struktura sastavljena od proteinskih ili glikoproteinskih podjedinica ¢iji je raspon
masa od 40 do 200 kDa. S-slojevi proteina predstavljaju 10-15% ukupnog proteinskog sastava
bakterijske stanice koja ukazuje na ucinkovitu ekspresiju gena za sintezu proteina S-sloja i
njihovo izlu¢ivanje na povrSinu stanice. Do danas su identificirane dvije vrste post-
translacijskih modifikacija podjedinica S-sloja. Glikozilirani S-slojevi proteina okarakterizirani
su kod Gram-pozitivnim bakterijama 1 Archaea. Pored glikozilacije, objavljena je
posttranslacijska modifikacija S-slojeva koja ukljucuje fosforilaciju tirozinskih ostataka.
Unato¢ visokoj sli¢nosti aminokiselinskog sastava samih S-slojeva proteina, oni se medusobno
jako razlikuju ¢ak i unutar roda Lactobacillus. Nekoliko laktobacila sadrzi viSe S- proteina koji
mogu biti razli¢ito ili simultano ekspresirani. Laktobacili pripadaju bakterijama mlije¢ne
kiseline koje su Gram-pozitivne bakterije, a glavni proizvod metabolizma je mlije¢na kiselina
nastala fermentacijom Secera, te imaju GRAS status koji im je dodijelila FDA (Mobili i sur.,
2010). Unutar roda postoji izrazita bioraznolikost. Pojedini sojevi su prisutni kao dio autohtone
mikrobiote gastrointestinalnih i genitourinarnih sustava ¢ovjeka i Zivotinja. Mnoge vrste roda
Lactobacillus posjeduju S-sloj proteina, ali su geni za kodiranje proteina S-sloja klonirani i
sekvencionirani iz dva Lactobacillus brevis soja, jednog Lactobacillus acidophilus, jednog
Lactobacillus helveticus soja i jednog soja Lactobacillus crispatus. Funkcionalne uloge
Lactobacillus S-slojeva jos su slabo karakterizirane, jedna od funkcija koja je opisana do sada
odnosi se na posredovanje adhezije na razliite povrSine domacina. Neke vrste roda
Lactobacillus brevis sadrze adhezine, koji posreduju u adheziji bakterijskih stanica na crijevne
epitelne stanicne linije i fibronektinom, komponentom izvanstani¢énog matriksa. Za nekoliko
Lactobacillus S-slojeva, poput Lb. helveticus, Lb. gasseri i Lb. kefir, jos nisu opisane specifi¢ne
funkcije. Buduce perspektive istrazivanja Lactobacillus S-slojeva uklju¢uju njihovo koriStenje
u razli¢itim biotehnoloskim, nanotehnoloskim i1 biomedicinskim primjenama. Prednosti u
primjeni laktobacila kao vektora ukljuCuje svojstva za promicanje zdravlja koje posjeduje
nekoliko sojeva, GRAS status laktobacila i nedostatak lipopolisaharida u stani¢noj stijenci Sto
smanjuje rizik endotoksi¢nog Soka. Nekoliko je hipoteza za biotehnolosku primjenu S-slojeva
proteina laktobacila primjerice kao vektora za antigene (Avall-Jaiskeldinen & Palva, 2005).
Provodenjem razliCitih istrazivanja utvrdeno je da S-slojevi nekih sojeva laktobacila imaju
ulogu u odrzavanju stani¢nih funkcija pa je prociS¢avanjem S-slojeva proteina ustanovljena
njihova stabilnost pri fizioloskom pH, zradenju, temperaturi, odredenoj vrsti proteolize,
visokim tlakovima i tretmanima deterdZenata te je predloZena njihova zastitna uloga. Razlicite
studije su pokazale da S-sloj proteina laktobacila posreduje u svojstvima poput bakterijske

agregacije kao i adheziju na epitelne stanice i na crijevne komponente poput sluzi ili ECM

7



proteina. Zbog tih uloga potpuno je razumljiv moguénost primjene tih sojeva kao probiotika.
(Mobili i sur., 2010)
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Slika 3. Shematski prikaz S-sloja proteina kod Lb. acidophilus NCFM te lokalizacija proteina

vezanih na S-sloj (Johnson i sur., 2013)

Na slici 3. je prikazana struktura stani¢ne stijenka bakterije Lb. acidophilus NCFM
koja se sastoji od debelog sloja peptidoglikana kojeg ¢ine teihonska kiselina 1 lipoteihonska
kiselina koja omogucuje povezanost peptidoglikana i stani¢cne membrane. Na vrhu se nalazi S-
sloj proteina i proteini koji su vezani za S-sloj proteina (engl. surface layer associated proteins
SLAP). (Johnson i sur., 2013)



2.1.2. Probiotici s bakteriocinskom aktivno$¢u

U fermentiranoj hrani BMK iskazuju antimikrobne aktivnosti kao rezultat sinteze razli¢itih
metabolita. To se posebice odnosi na sintezu organskih kiselina, ali i drugih specifi¢nijih
biomolekula poput bakteriocina i antifungalnih peptida. Industrijski potencijal velikog broja
prociscenih i okarakteriziranih bakteriocina je istrazuje. Bakteriocini probiotickih BMK mogu
imati ulogu prilikom interakcija in vivo u gastrointestinalnom traktu i time doprinosti zdravlju
odnosno homoestazi crijeva (De Vuyst i Leroy, 2007). Bakteriocini su ribosomski sintetizirani
antimikrobni peptidi koje proizvode bakterije, a mogu inhibirati srodne, ali i taksonomski
udaljene bakterijske sojeve, a nemaju inhibitorni u¢inak prema soju producentu. Cesto se
klasificiraju kao antibiotici, Sto nisu. Proizvodnja bakteriocina smatra se uspjesnom strategijom
odrzavanja ravnoteze mikrobne populacije i smanjenja kompeticije kako bi producenti
bakteriocina imali kompetitivhu prednost pred patogenim bakterijama ili kontaminantima,
putem natjecanja za dostupne hranjive tvari i mjesta vezanja. Kako su proteinske prirode,
osjetljivi su na djelovanje proteaza, ali nisu $tetni za domacina i mikrookoliS. Nisin s GRAS
statusom, je primjer bakteriocina koji se uspjeSno Kkoristi u prehrambenoj industriji.
Klasifikacija bakteriocina moZe se temeljiti s obzirom na razlike u mikroorganizmu producentu,
odnosno da li ih sintetiziraju Gram-negativne ili Gram-pozitivne bakterije. Primjeri
bakteriocina koje proizvode Gram-negativne bakterije su kolicini i mikrocini. Pri tome su
najéeséi producenti definirani iz rodova BMK koji se medusobno razlikuju prema molekulskoj
masi, strukturi, fizikalno-kemijskim svojstvima i inhibicijskom spektru. Bakteriocini Gram-
pozitivnih bakterija generalno su podijeljeni u razred I (modificirani peptidi, lantibiotici), razred
Il (nemodificirani peptidi, ne lantionini) i razred Il (veliki proteini, toplinski nestabilni).
Procisc¢eni bakteriocini ili bakteriocini koje proizvode probiotici mogu smanjiti broj patogena
ili promijeniti sastav crijevne mikrobiote u zivotinjskim modelima poput miseva, pili¢a i svinja.
Berbom i suradnici (2006) izvijestili su o0 sposobnosti soja Lactococcus lactis CHCC5826 koji
proizvodi nisin i Lactococcus lactis soja CHCH2826 koji ne proizvodi nisin, da utje¢u na sastav
crijevne mikrobiote u Stakorima koloniziranim s mikrobiotom covjeka. Saznali su da se broj
Bifidobacterium u fecesu Stakora hranjenih sa sojevima Lacotoccus lactis koji proizvode i ne
proizvode nisin kroz 8 dana znaCajno povecao te se ujedno broj bakterija
Entereococcus/Streptococcus u duodenumu, ileumu, cekumu i debelom crijevu smanjio.
Medutim takav ucinak nije naden nakon hranjenja Cistim nisinom. Lactoccus lactis moze
utjecati na intestinalnu mikrobiotu kompeticijom za hranjive tvari ili adhezijsko mjesto

(Bernbom i sur., 2006). Neki istrazivaci tvrde da bakteriocini pokazuju aktivnost protiv
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tumorskih stanica (Yang i sur., 2014). Spomenuti nisin je aktivan protiv Gram-pozitivnih
bakterija ukljucujuci patogene i one koje uzrokoju kvarenje hrane ukljucujuéi vrste S. aureus i
L. monocytogenes (Zacharof & Lovitt, 2012). Sojevi bakterija roda Lactobacillus koji se koriste
u terapeutske svrhe su: Lb. sporogenes, Lb. acidophilus, Lb. plantarum, Lb. casei, Lb. brevis,
Lb. delbruckii, Lb. lactis. BMK mogu utjecati na sastav mikrobiote gastrointestinalnog trakta,
a ako proizvode bakteriocine imaju primjenu kao aditivi u hrani, kao biokonzervansi te u

veterini ili kod upravljanja usjevima (Slika 4.) (Toomula i sur., 2011).

Upravljanje usjevima

Gastrointestinalni
e
Ljudsko zdravlje

Bakterije
kiseline *

=n

Slika 4. Primjene bakteriocina bakterija iz roda Lactobacillus (Toomula i sur., 2011)

2.2. CRIJEVNA MIKROBIOTA | POVEZANOST S MOZGOM

Alzheimerova bolest (AB) je najpoznatiji oblik demencije kod starijih ljudi i predstavlja
druStevni zdravstveni problem koji je trenutno neizlijeciv (Tablica 2.) (Korolev, 2014).
Svjetska populacija izrazito brzo stari, a ujedno i broj ljudi sa spomenutom demencijom ubrzano
raste te se pretpostavlja da ¢e broj oboljelih od ove bolesti drasti¢no porasti sa 35 milijuna na
65 milijuna do 2030. godine. Bolest naj¢es¢e zahvaca populaciju stariju od 65 godina te nastupa
postepeno i pogorSava se. Pocetni simptom je gubitak pamcenja. "Zlatna" metoda
dijagnosticiranja Alzheimerove bolesti je autopsija bazirana na patoloskoj procjeni.
Laboratorijska i neuroimaginarna istraZivanja se koriste samo u svrhu istrazivanja ili kao
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dodatak klinickim kriterijama za AB, posebno za iskljucivanje strukturnih oStecenja mozga i

identificiranje "reverzibilnih" uzroka demencije ( Tablica 2.) (Korolev, 2014).
Tablica 2. Klini¢ki pokazatelji za mogucu prisutnost Alzheimerovu bolest (Korolev, 2014)

a) Prisutnost demencije

b) Postepena pojava simptoma mjesecima do godinama

c) Povijest progresivnog kognitivnog pada

d) Pocetna prezentacija moze biti amnezi¢na (tipi¢na) ili ne amnezic¢na (ne tipicna)

e) Ne postojanje dokaza za druge uzroke kognitivnog oStecenja: cerebrovaskularne

bolesti, drugi demencijski sindromi ili neuroloSko/medicinske bolesti

Lijek za samu bolest joS uvijek nije otkriven, primjenjuju se razli¢iti medicinski
pripravci koji ublaZzuju simptome AB, no ne usporavaju patogenezu bolesti ve¢ omogucuju
godine AB svjetskim javnozdravstvenim prioritetom te usmjerila drzave ¢lanice, medu kojima
je i Hrvatska, daizrade akcijske planove i nacionalne strategije za borbu protiv AB. U Hrvatskoj
je osnovana Hrvatska udruga za Alzheimerovu bolest koja upozorava na rastuc¢i problem

demencije te zagovara za sva potrebna prava oboljelih osoba (Tablica 3.) (HZJZ, 2017).

Tablica 3. Broj hospitalizacija zbog Alzheimerove bolesti u stacioniranim ustanovama od 2012.
—2016. godine po dobnim skupinama (HZJZ, 2017)

Ukupno 0-64 65-74 75-84 85-130
2012. 225 29 68 104 24
2013. 260 39 67 129 25
2014. 302 48 84 127 43
2015. 489 82 142 208 57
2016. 612 93 205 227 87

AB je posljedica promjena u "radu" mozga koje se mogu objasniti kao djelomican ili
progresivan gubitak funkcije neurona i1 sinapticke povezanosti te smrti ziv€anih stanica u
razli¢itim regijama mozga. lako je kroni¢na progresivna neurodegenerativna bolest, ona varira
od pacijenta do pacijenta podijeljena u 3 faze: blaga, umjerena i teSka. Neurodegeneracija je

vazna karakteristika bolesti, ali nije 1 jedinstvena karakteristika. Bitna razlika koja AB ¢ini
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drugacijom od ostalih neurodegenerativnih bolesti je prisutnost nepoznate patologije u mozgu
pacijenata: amiloidnih plakova i neurofibrilarnih ¢vorova (NFT) (Lau & Brodney, 2007).
Najcesca teorija o patoloSkim promjenama na kojima se temelji proces bolesti je amiloidna
kaskadna hipoteza, navode¢i da je primarni dogadaj koji pokreCe pretjerana akumulacija i
sakupljanje beta-amiloida (Ap) Sto dovodi do formiranja i taloZzenje amiloidnih plakova kroz
medijalni temporalni reZanj i mozdani korteks. Kao rezultat "kaskade dogadaja" pojavljuje se
neuronska Steta (eventualnu smrt), poremecaj neuronske komunikacije, upale i inicijacija
drugog abnormalnog proteinskog procesa odnosno nakupljanje neurofibrilnih ¢vorova (NFT).
Postoje dokazi koji govore da je pristunost amiloidnih plakova i neurofibrilnih ¢vorova (NFT)
potrebna za razvijanje Alzheimerove bolesti (DeFina i sur., 2013). Ranim otkrivanjem AB
dozvoljen je tretman primjene klase lijekove poznatih kao AChE inhibitori (AChEI) odobren
od strane FDA. Pretpostavljeni mehanizam je inhibicija enzima AChE koji privremeno
povecava razinu acetilkolina u sinapsi. Smatra se da AChEI moZe poboljsati spoznaju i/ili
funkcioniranje te pacijentu obi¢no bude bolje kada uzima lijek nego kada ne uzima (Neugroschl
& Wang, 2011).

Danas se provode mnoga istrazivanja u kojima je naglasak na povezanost crijevne
mikrobiote odnosno perifernih intestinalnih funkcija sa centralnim i enteriC¢kim zivcanim
sustavom te povezanost sa emocionalnim i kognitivnim centrom u mozgu. Takav dvosmjerni
na¢in komunikacije se naziva os crijevo-mozak (engl. gut-brain axis). Interakcija izmedu
mikrobiote i 0si crijevo-mozak omogucéena je pomoc¢u neuralnih, endokrinih, imunih i stani¢nih
poveznica (Carabotti i sur., 2015). Mikrobiom covjeka predstavlja kompleksnu mikrobnu
zajednicu u kojoj su autohtono prisutne brojne vrste mikroorganizama, dakle bakterija, arhea,
virusa i eukariotiskih mikroba koji su dio mikrobiote prisutne i na drugim djelovima naSeg
tijela. Prisutni mikrobi mogu uvelike pridonijeti zdravlju i bolesti organizma kroz svoje razlicite
metabolicke funkcije, zaStite protiv patogenih, direktnog ili indirektnog utjecaja na psiholoske
funkcije te "edukaciji” samog imunoloskog sustava. Sastav same mikrobne populacije se
identificira naj¢e$¢e skevencioniranjem 16S rRNA gena te usporedbom sa taksonomskim
odrednicama u bazi podataka. Porast prikupljenih informacija o sastavu mikrobioma ¢ovjeka
posljednjih godina je proizaSao iz rezultata istrazivanja dvaju medunarodnih znanstvenih
projekata MetaHIT i NIH HMP. Zdrava odrasla osoba (iako ta vrijednost moze varirati) sadrZi
u svom mikrobiomu 1000 bakterijskih vrsta koje pripadaju relativno slabo poznatom koljenu
bakterija zajedno sa dominatnim koljenom bakterija Bacteroides i Firmicutes. Sastav crijevne

mikrobiote uvelike utjece na fiziologiju Covjeka, a narusene promjene mikrobiote nazivamo
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disbiozom. Osim potencijalnog utjecaja crijevne mikrobiote na kardiovaskularne bolesti i
infekcije poseban naglasak je stavljen na upalnu bolest crijeva odnosno na bolest koja je
posljedica djelovanja okoli$a i genetskih ¢imbenika. Kao primjer takvih bolesti se moZe navesti
Crohnova bolest te ulcerozni kolitis (Shreiner i sur., 2015). Pretpostavka je o ulozi probioti¢kih
sojeva U suzbijanju neurodegenerativnih poremecaja koji se nude kao obecavajuéi pristup.
Zahtjev ovlastenih instutucija da se buduca istrazivanja koja su usmjerena na mehanizam
djelovanja i moguce nuspojave postave kao temelj za terapiju probioti¢kim mikorogranizmima

(Mohajeri i sur., 2018).

2.3. MIKROBIOM | ALZHEIMEROVA BOLEST

Na temelju znanstvenih zapazanja moze se zakljuciti da je sastav intestinalne mikrobiote
povezan s velikim brojem razlicitih bolesti 1 sindroma ¢ija brojka raste preko 25. Rezultati
takvih istrazivanja uvelike mogu biti korisni za razumijevanje uzro¢no posljedi¢ne bolesti poput
AB te za njihovo praéenje i razvitak. Prema rezultatima istrazivanja sve je viSe dokaza u prilog
da se intestinalna mikrobiota moze istrazivati kao personalizirani ljudskim organ sa
metaboli¢kim aktivnostima te genomom koji kada se zbroji sadrzi vise od 3 milijuna
jedinstvenih gena. Veliki broj intestinalnih mikroorganizma izoliran je na selektivnim
hranjivim medijima u obliku poraslih kolonija te se studije samog mikrobioma provode iz
uzoraka fecesa. Mikrobiom covjeka se razvija od samog rodenja te je on u zivotu odraslih vrlo
individualiziran, vremenski stabilan te slican u monozigotnim blizancima i genetski srodnim
subjektima. Na temelju tehnologija nove generacije provedena je kvantitana analiza koja je
prikazala da ljudski mikrobiom sadrzi vise od 1000 razli¢itih prokariotskih vrsta koje pripadaju
ogranicenom kompletu unutar desetak odjeljaka gdje dominiraju Gram-pozitivni anaerobi.
Unato¢ brzom razvoju NGT sekvencijskih sustava, analize utemeljene na dubokom
metagenomnskom sekvencioniranju i dalje je skupo, dugotrajno i prilicno zahtjevno
bioinformaticki glede skladiStenja podataka. Danas se vecina studija usredotocila na 1,5-kb
bakterijske 16S rRNA sekvence gena koje su dobri filogenetski uspostavljeni markeri. Detaljna
analiza crijevne mikrobiote zdravog subjekta pokazala je da zajednicku jezgru ¢ini preko 450
razli¢itih mikroba unutar koje su dobro poznate vrste rodova Bifidobacterium, Clostridium,
Colinsella, Dorea, Eubacterium, Parabacteroides, Prevotella, Ruminococcus i Streptococcus
spp. Bakterija Bifidobacterium adolescentis je dio intestinalne mikrobiote ¢ovjeka. Zdravlje je
prema WHO definirano kao stanje kompletnog fizickog, mentalog i socijalnog blagostanja koje

nije samo prisutno tijekom odsutnosti bolesti ili slabosti. U nekim slu¢ajevima opsezni i
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validirani upitnici koriste pojam kvaliteta Zivota koji na neki nacin ukljucuje fizicki, socijalni i
mentalni aspekt. To je korisno upotrijebiti kod diferencijacije zdravih subjekata koji pate od
IBD-a jer kod njih se ucestalo pojavljuju promjene koje uklju¢uju 0s mozak-crijeva. Specificna
povezanost samog funkcioniranja i bolesti sa intestinalnim mikrobima dovela je do izrazito
velikog broja istrazivanja koja su pocetno radena na zivotinjama, ali su prvenstveno fokusirana
na Covjeka (Tablica 4.) (de Vos & de Vos, 2012).

Tablica 4. Povezanost sastava intestinalne mikrobiota s razli¢itim poremecajima (de Vos & de
Vos, 2012)

Poremecaj Najrelevantnija zapazanja i potencijalne poveznice
Crohnova bolest Smanjenje raznolikosti- smanjen F. prausnitzii
Ulcerozni kolitis Smanjenje raznolikosti- smanjen A.muciniphila
Sindrom iritabilnog Globalni znakovi- povecanje Dorea i Ruminococcus
crijeva

Clostridium difficile Izrazito smanjenje raznolikosti- prisutnost C.difficile
infekcija

Karcinom debelog crijeva Varijacije Bacteroides spp.- povecanje fusobakterija

Alergija/atopija Izmijenjena raznolikost- posebni znakovi
Celijakija [zmijenjenog sastava, znacajno u malim intezitetima
Dijabetes tipa 1 Razli¢iti znakovi

Dijabetes tipa 2 Razliciti znakovi

Pretilost Posebni omjeri bakterija ( Bacteroides/Firmicutes)

Crohnova bolest te ulcerozni kolitis su bolesti koje su povezane sa genetickim
predispozicijama pojedinca te su obe povezane sa smanjenjem raznolikosti crijevne mikrobiote.
Kada je pristuna Crohnova bolest promatrana bakterija kao biomarker je bila Faecalibacterium
prasunitzii te je zabiljeZzen smanjen broj tih bakterija kao i protuupalno svojstvo toga
anaerobnog proizvodaca anaerobnih butirata u modelu miSa. Razina mukozne bakterije
Akkermansia muciniphila je 10 puta smanjena kod pacijenta s Crohnovom bolesti dok je kod

pacijenta s ulceroznim kolitisom smanjena 100 puta. Smatra se da ta bakterija pridonosi
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imunoloskom sustavu te funkciji same crijevne barijere u modelu misa. Karcinom debelog
crijeva je u nekim slucajevima povezan s kolitisom. Smatra se da dijetna komponenta poput
nitrata koji je prekursor za kancerogene nitrosamine, moze prevesti u kancerogeni sastojak
djelovanjem enzima intestinalne mikrobiote, te stoga moze uzrokovati pocetak karcinoma
debelog crijeva. Danasnja istrazivanja svakodnevno pridonose razvoju novih metoda i principa
koji trenutno nisu primjenjivi na ljudima jer se mikrobiota ¢ovjeka i misa razlikuju ovisno o
regiji GIT, bioloSkom okolisu, fizikalno-kemijskom okoliSu. AB, Parkisonova bolest te
multipla skleroza su takoder neizlijecive bolesti. Istrazivanja koja se provode na zivotinjama
provode se Cesto na mutantima istih, Zivotinjama tretiranim antibioticima, divljeg tipa te na
laboratorijskim zivotinjama koje nemaju prisutne mikroorganizme na svom tijelu (germ-free)
(de Vos & de Vos, 2012). Povecanje permeabilnosti crijeva i krvno-mozdane barijere
inducirane mikrobiotskom disbiozom moZe posredovati AB i drugim neurodegenerativnim
poremecajima, posebno onima povezanim sa starenjem. Bakterijska populacija crijevne
mikrobiote moze izlucivati velike koli¢ine amiloida i lipopolisaharida koji mogu pridonjeti
modulaciji signalnih puteva i proizvodnji protuupalnih citokina povezanih sa patogenezom AB.
NeuravnoteZena crijevna mikrobiota moze izazvati upalu povezanu s patogenezom pretilosti,
dijabetes melitusom tipa 2 te AB. Studije koje su provedene kako bi objasnile koja je uloga
crijevne mikrobiote na kognitivna svojstva ili AB ukljucuju koriStenje germ-free zivotinja,

antibiotika, probiotika, mikrobnih infekcija i fekalne transplantacije mikrobiote.

2.3.1. Istrazivanja na Germ-free Zivotinjama

Germ-free (GF) Zivotinje su uzgojene u sterilnom okoliSu u gnotobioti¢kim uvjetima
koji uklanjaju moguénost poslije porodajne kolonizacije mikrobioma. GF miSevi koji su tako
uzgojeni su pokazali deficit na prostornoj i radnoj memoriji i smanjenu ekspresiju BDNF-a u
hipokampusu. BDNF je neutrofin koji je vazan za sinapti¢ku plasti¢nost i kognitivne funkcije
te je utvrdeno da je prisutan u nizim koncentracijama u mozgu i serumu pacijenata s AB te je
povezan sa AP teretom. Neufeld i suradnici su na temelju istraZivanja razlike u ekspresiji
mRNA BDNFa kod muskih i zenskih GF miSeva dosli do zakljucka da je ekspresija BDNFa
kod Zenskih GF miSeva veca u odnosu na muske GF miSeve. Rezultati ukazuju na to da je
ekspresija BDNFa povezana sa spolom GF miSeva. Sudo i suradnici su ustanovili smanjene
ekspresije N-metil-D-aspartat (NMDA) receptor 2A (NR2A) mRNA u korteksu i hipokampusu

GF miSeva u usporedbi s specificnim miSevima bez patogena. Spomenuti receptor igra klju¢nu
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ulogu u sinaptic¢koj plasti¢nosti i kognitivnim funkcijama. Na temelju zajednickih istrazivanja

GF misevi pokazuju korisnost u objasnjenju temeljnog mehanizma osi mikrobiota-mozak.

2.3.2. Modulacija sastava intestinalne mikrobiote utjecajem razli¢itih ¢imbenika

Antibioti¢ka terapija primjer je jednog od najcesce uocenih uzroka intestinalne dishioze
koja se ocituje Smanjenjem zastupljenosti i bioraznolikost crijevne mikrobiote u
eksperimentalnim zivotinjama. Dugotrajni tretmani antibioticima Sirokog spektra induciraju
perturbacije u mikrobnoj zajednici, smanjuju talozenje AP plakova, atenuiraju plak lokalnu glia
reaktivnost 1 znacajno mijenjaju morfologiju mikrogena u miSjem modelu AB. Buduca
istrazivanja s antibioticima kod ljudi opravdano trebaju istraziti ulogu crijevne mikrobiote na
funkcioniranje mozga (Jiang i sur., 2017). Nasuprot gore navedenom, probioti¢ke bakterije se
intezivno istrazuju s ciljem definiranja njihove primjene u manipulaciji sastava naruSene
intestinalne mikrobiote. Lactobacillus i Bifidobacteria su dva vazna probioti¢ka roda bakterija
koji se koriste kod istrazivanja utjecaja probiotika na zdravlje domacina. Lactobacillus brevis i
Bifidobacterium dentium su bakterije koje preko metabolizma glutamata proizvode y-
aminobutiricnu kiselinu (GABA) koja je glavni inhibitor neurotransmitera u ljudskom
srediSnjem zivcanom sustavu (CNS). Obdukcijom kortikalnog podrucja kod pacijenta s AB
vidljiva je smanjena frontalna, temporalna i parientalna/tjemena koncentracija GABA. Osim
pozitivnog utjecaja probiotika neki od njih imaju i negativan utjecaj poput Citrobacter
rodentium koja svojom prisutno$¢u mijenja mikrobiotu i uzrokuje, kod miSeva, ostecenje
pamcenja uzrokovano stresom. Navedena infekcija se moze izlijeciti primjenom dnevnog

tertmana probiotika (L.rhamnosus (R0011) + L.helveticus (R0052)).

2.3.3. Transplantacija fekalne mikrobiote

TFM je ekstremni postupak zamjene ili nadopunjavanja crijevne mikrobiote kod
bolesnih pojedinaca sa mikrobiotom zdravih pojedinaca. Izrazito efektivna terapija za tretiranje
pacijenata zarazenih Clostridium difficile. Keller i suradnici su otkrili da fekalna transplatacija
iz pretilih miSeva Cija je mikrobiota narusena primjenom antibiotika inducira znacajnu i
selektivnu disrupciju u istrazivackom, kognitivnom i stereotipnom ponasSanju. Istrazivanje je
provedeno u konvencionalnom smjestaju kontrolnih miSeva na dijeti, neovisno o tjelesnoj

tezini. lako se transplantacija fekalne mikrobiote ¢ini drastiCnim tretmanom, promjena
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kompozicije crijevne mikrobiote moze pozitivno utjecati na spoznaju ili patologiju AB.
Nedavna studija je pokazala da crijevna mikrobiota iz pacijenata koji imaju Parkinsonovu

bolest potice povecanje motorne disfunkcije u usporedbi sa mikrobiotom zdravih kontrola.

Povezanosti starosne dobi i pojave AB ima ulogu prilikom incidencije ove bolesti. Kako
se crijevna mikrobiota mijenja sa starenjem tako se mijenja i broj bakterija koje imaju pozeljan
uc¢inak poput Bifidobacterium, Lactobacillus, Bacteroidetes. Srz same mikrobiote sadrZi vrste
iz tri obitelji: Bacteroidaceae, Lachnospiraceae, Ruminococcaceae. Osim toga postoje i
bakterije koje su nepozeljne te se njihova prisutnost u mikrobioti povezuje s ucestalijom
pojavom odredenih bolesti (Jiang i sur., 2017). Najnovija istrazivanja na glodavcima upucuju
da promjene u sastavu crijevne mikrobiote mogu pridonositi taloZenju amiloida no nije poznato
da li je takva promjena prisutna i kod ljudi. Kod sudionika oboljelih od AB smanjila se
mikrobioloSka raznolikost te je uo¢ena smanjena zastupljenost reda Firmicutes, povecana reda
Bacteroides i smanjenja reda Bifidobacterium u mikrobiomu oboljelih. Da bi ustanovili
povezanost izmedu intestinalne mikrobiote i AB patologije kao mjera se koriste biomarkeri
cerebrospinalne tekucine. Istrazivanja su provedena na 25 zdravih (kontrolna skupina) i 25
sudionika koji su oboljeli od AB (Vogt i sur., 2017).

U istrazivanjima su koriSteni fekalni uzorci svakog pojedinog sudionika koji su dobiveni
i sakupljeni u prostoru u kojem Zive odnosno iz njihovog doma. Provedeno je sekvencioniranje
16S rRNA bakterija izoliranih iz fecesa oboljelih od AB i zdrave kontrole. Sastav mikrobiote
svih sudionika se ne razlikuje znacajno Stovise prevladava koljeno Firmicutes i Bacteroidetes
(74% kod kontrole te 15% kod oboljelih u odnosu na ukupnu vrijednost) te s nizim doprinosom
Actinobacteria (2,6%), Verrucomicrobia (2,6%) i Proteobacteria (1,1%). Najzastupljenije
bakterijske obitelji za sve sudionike su bile Lachnospiraceae (39,1%), Ruminococcaceae
(29,6%), Bacteroidaceae (9,8%), Verrucomicrobiaceae (2,6%), Clostridiales (1,9%) i
Bifidobacteriaceae (1,5%). Sastav crijevne mikrobiote bila je karakterizirana koristenjem
tradicionalnih ekoloskih mjera ukljucuju¢i bogatstvo (broj jednistvenih OTUs prezentiranih u
sudionicima), alfa raznolikost (bogatstvo i obilje OTUs svakog sudionika) i beta raznolikost
(slicnosti i razlike u kompoziciji izmedu samih sudionika). Spomenuta analiza primarno je
identificirala 13 rodova ¢ije je obilje izmedu obljelih od AB i zdrave kontrole razlicito (Slika

5.) (Vogt i sur., 2017).
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U manjem izobilju kod oboljelih od AB
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Slika 5. Razlicita zastupjenost 13 razliitih rodova izmedu oboljelih od AB i zdrave kontrole
(Vogt i sur., 2017)

Smanjena raznolikost u ovom istrazivanju su rezultati koji su uglavnom usporedivi s
rezultatima analize mikrobioma kod oboljelih od drugih bolesti koje su isto tako povezane s
crijevnom mikrobiotom poput pretilosti, dijabetesa, Parkinsonove bolesti te upalne crijevne
bolesti. Osim kod oboljelih od AB povecanje broja bakterija iz roda Bacteroidetes vidljivo je i
kod pojedinaca oboljelih od dijabetesa tipa 2 te kod pacijenata oboljelih od Parkinsonove bolesti
(Vogt i sur., 2017). Na Sveud¢ilistu Lund u Svedskoj provedena su nova istrazivanja koja su
ukazala da odredeni sastav intestinalne mikrobiote utjeCe na progresivan razvoj AB.
Istrazivanja Svicarskih znanstvenika u suradnji s timovima u Njemackoj i Belgiji dobiveni su
zanimljivi rezultati. U istrazivanjima su KkoriSteni zdravi i skupina miSeva oboljela od
Alzheimerove bolesti gdje su znanstvenici otkrili da oboljeli miSevi imaju i drugaciji sastav
crijevne mikrobiote. GF misevi imali su znac¢ajno manju pojavu amiloidnih plakova u mozgu u
odnosu na zdrave miSeve. Bakterije kao Sto su Escherichia coli, Salmonella enterica,
Salmonella typhimurium, Bavillus subtilis, Mycobacterium tuberculosis and Staphylococcus
aureus samo su neke od bakterija koje proizvode funkcionalna ekstracelularna vlakna. One
mogu stupati u interakciju s okoliSom na mnogo razli¢itih nacina. Primjerice endotoksin
Escherichie coli omogucuje formiranje AP fibrila u in vitro uvjetima te zbog toga moze biti
ukljucena u patogenezu AB (Harach i sur., 2017). Utjecaj na smanjenje amiloidne proizvodnje
mogu imati 1 odredene hranjive tvari odnosno pravilna prehrana. Provedeno je istraZivanje u

kojem su klini¢ki i1 kognitivno zdravi pojedinci sa i bez ¢imbenika povezanih s rizikom
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nastajanja AB slijedili prehrambeni plan koji je bio obiljezen visokim unosom integralnih
Zitarica, svjezeg voca, povréa, mahunarki, ribe, mlije¢nih proizvoda s niskim udjelom masti i
niskim unosima rafiniranih Secera, masnih mlije¢nih i drugih proizvoda i preradenog mesa.
Pojedinici su pokazivali nizu akumulaciju Ap u mozgu i ubrzani metabolizam glukoze. Isto
tako nekoliko studija je objasnilo pozitivan uc¢inak prirodnih fenola iz biljne hrane poput
zelenog Caja, crvenih bobica, zacina, ekstra djevicanskog maslinovog ulja, crvenog vina i
aromati¢nog bilja u smanjenju amiloidne agregacije i ucestalosti amiloidnih bolesti (Pistollato
i sur., 2016). Pokazano je da Mediteranska dijeta reducira rizik AB tako Sto djeluje pozitivno
na crijevnu mikrobiotu. Biljna prehrana bogata vo¢em i povréem i visokim udjelom vlakana
mijenja sastav naSe mikrobiote $to utjeCe na smanjenje Bacteroides bakterija i potice rast vrsta
Prevotella. Iste nepoZeljne vrste Bacteroides se inhibiraju konzumacijom polifenola iz
spomenutnog zelenog i crnog ¢aja (Ellison, 2018). Primjena ranije spomenutih probiotika isto
tako moze pridonjeti prevenciji nastanka raznih bolesti povezanih s crijevnom mikrobiotom.
Upalni odgovor javlja se kao posljedica djelovanja crijevnih bakterija prilikom ¢ega dolazi do
aktivacije imuniteta kroz defektne barijere crijeva. On naruSava krvno-mozdanu barijeru i

poti¢e neuro-upalu odnosno neuralnu ozljedu i degneraciju (Slika 6.) (Quigley, 2017).

Q-—-_.__________—_
Paradontne
bolesti

— Upalni odgovor

Heliobacter
pylori

Prekomjeran rast

bakterija u tankom
Ostec¢ena
— funkcija
Promijenjen sastav barijere u

. . crijevima
mikrobiote
“disbioza”

Slika 6. Hipoteze o mogucim izvorima upala kod neurodegenerativnih poremecaja (Quigley,

2017)

Starenje, upalni odgovor te losa prehrana su ¢imbenici koji na razli¢ite na¢ine mogu utjecati na
neuroupale S$to posljedniéno uzrokuje pormecaj krvno-moZdane barijere i smanjenje
neurotransmitera kao i povecan oksidativni stres (Slika 7.) (Quigley, 2017).
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Slika 7. Konvergencija crijevnog upalnog odgovora, starenja i loSe prehrane u razvoju
neuroupale (Quigley, 2017).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Radni mikroorganizmi

U ovom diplomskom radu koristni su autohtoni sojevi Lactobacillus brevis SF9B i

Lactobacillus plantarum SFOC koji su izolirani iz kiselog kupusa te su detaljno istrazeni i

okarakterizirani kao probioticki sojevi u Laboratoriju za tehnologiju antibiotika, enzima,

probiotika i starter kultura Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu

(Tablica 5.).

Navedeni sojevi su pohranjeni u Zbirci mikroorganizama Laboratorija za tehnologiju

antibiotika, enzima, probiotika i starter kultura Prehrambeno-biotehnoloSkog fakulteta,

Sveucilista u Zagrebu. Sojevi se ¢uvaju pri -80 °C u MRS tekucoj hranjivoj podlozi uz dodatak

15% (v/v) glicerola.

Tablica 5. Bakterijski sojevi koristeni u ovom diplomskom radu

Lactobacillus brevis

SF9B

MRS, 37 °C, anaerobno

Lactobacillus plantarum

SFoC

MRS, 37 °C, anaerobno

3.1.2. Hranjive podloge

Za odrzavanje, Cuvanje, uzgoj i selekciju koristene su optimalne hranjive podloge za bakterije

mlije¢ne kiseline iz roda Lactobacillus:

« MRS (De Man, Rogosa i Sharpe) kruta hranjiva podloga sastava: pepton 15,0 g/L;
mesni ekstrakt 3,0 g/L; kvas¢ev ekstrakt 5,0 g/L; glukoza 20,0 g/L; Tween 80 1,0 g/L;
MgSO4-7 H20 0,05 g/L; MnSO4-7 H20 0,05 g/L; natrijev-acetat 5,0 g/L; agar 20,0 g/L,

u destiliranoj vodi. pH vrijednost podloge je 6,5, a sterilizacija se provodi pri 121 °C

tijekom 15 min.
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e MRS bujon je jednakog sastava kao MRS agar, samo bez dodatka agara.

Za odredivanje ukupnog broja zZivih bakterija koristen je hranjivi agar:
e HA (hranjivi agar), sastava (g/l destilirane vode): pepton 15 g/L; mesni ekstrakt 3,0 g/L;
NaCl 5 g/L; K-fosfat 0,3 g/L; agar 18,0 g/L. pH podloge je 7,3, a sterilizacija se provodi
pri 121°C tijekom 15 minuta

e HB (hranjivi bujon) je istog sastava kao hranjivi agar, ali bez dodatka agara.

Za selekciju broja koliformnih bakterija koristena je selektivna podloga za koliformne bakterije:

e VRBG (Violet Red Bile Glucose) agar sastava: pepton 7,0 g/L; kvascev ekstrakt 3,0

g/L; natrijev-klorid 5 g/L; zu¢ne soli 1,5 g/L; glukoza 10,0 g/L; neutralno crvenilo 0,03

g/L; kristal violet 0,002 g/L; agar 15,0 g/L, u destiliranoj vodi. Zagrijati do kuhanja i
ohladiti do 45-50 °C.

3.1.3. Kemikalije

U ovom eksperimentalnom radu koristene su sljedece kemikalije:

100 bp DNA Ladder, ,,Invitrogen*, SAD
ABI PRISM BigDye Terminator v3.1 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit

e agaroza, ,,Appligane®, Strasbourg, Francuska

o akrilamid/bisakrilamid (40%), ,,BioRad*, SAD

e aluminijev klorid

e APS, ,Kemika*, Hrvatska

e Dcode dye solution, ,,BioRad“, SAD

 destilirana voda

o D-galaktoza

o EmeraldAmp MAX HS PCR Master Mix - (2x Premix), ,, Takara®, Japan
« etidijev bromid, ,,Boehringer Mannheim GmbH®, Mannheim, Njemacka
« fizioloSka otopina

e Formamid, ,,BioRad“, SAD

o fosfatni pufer (PBS), ,,Kemika“, Hrvatska

o HDAI1 i HDA2 specifi¢ne pocetnice

e Lizozim, ,,Eurobio*, Francuska
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3.1.4.

U ovom eksperimentalnom radu koristena je sljedeca aparatura i pribor:

Maxwell Cell DNA eluacijski pufer, ,,Promega“, SAD
Maxwell® DNA Cell kit, ,,Promega“, SAD

Maxwell® DNA Tissue kit, ,,Promega®, SAD

TAE, ,,.BioRad“, SAD

TE pufer

TEMED, ,,Sigma*, SAD

Urea, ,,BioRad", SAD

Voda, ,,Takara®, Japan

A HindIII DNA standard, ,,Fermentas“, Kanada

Aparatura i pribor

autoklav, ,,Sutjeska®, Jugoslavija
automatske pipete, ,,Eppendorf”, SAD

automatski Cetverokapilarni uredaj ABI PRISM 3100 Avant DNA Genetic Analyser

(Applied Biosystems, SAD)

BioSpec Nano, ,,Shimatzu“, Japan

centrifuga Centric, ,, Tehtnica®“, Slovenija
centrifuga s hladenjem 5804R, ,,Eppendorf*, SAD
DGGE system, ,,BioRad“, SAD

Eppendorf kivete

epruvete

Kadica za DNA elektroforezu, ,,BioRad“, SAD
kivete od 151 50 ml

magnetska mijesalica, ,, Tehtnica“, Slovenija
Maxwell® 16 Research System instrumentu ,,Promega“, SAD
Nastavci za automatske pipete

PCR uredaj, ,,Applied Biosystems®, SAD
Petrijeve zdjelice

pH-metar, ,,Metrohm*, Svicarska

pinceta

Power supply ,,BioRad“, SAD
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e Sonopuls mini20 ,,.Bandelin®, Njemacka

« Stalci za eppendorf kivete

« Stalci za epruvete

o termostat, ,,Instrumentarija“, Hrvatska

e Transiluminator Mini BIS Pro, ,,DNT,, Izrael
e Vvaga, ,, Tehtnica®, Slovenija

e vibro-mjesa¢ EV-100, ,,bioSan*, Latvija

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

3.2. METODE RADA

3.2.1. Odrzavanje 1 ¢uvanje mikroorganizama

Probioticki sojevi su ¢uvani pri -80 °C u MRS tekucoj hranjivoj podlozi uz dodatak 15
% (v/v) glicerola. Dan prije ekperimenta probioticki sojevi su inokulirani u svjezu optimalnu
hranjivu podogu te inkubirani pri optimalnoj temperaturi rasta prema uvjetima navedenim u
Tablici 5.

3.2.2. Priprema bakterijske suspenzije i intragastri¢no kaniliranje Stakora

Potencijalni probiotic¢ki sojevi Lactobacillus brevis SFOB i Lactobacillus plantarum
SF9C uzgojeni su preko noc¢i u anaerobnim uvjetima pri 37 °C u de Man, Rogosa and Sharpe
(MRS) (Biolife, Italija) bujonu, nakon ¢ega je slijedilo centrifugiranje (,,Eppendorf 5804R *,
SAD) i suspendiranje taloga stanica u 0,5 mL fizioloSke otopine. Broj Zivih mikroorganizama
u priredenoj bakterijskoj suspenziji odreden je indirektnom metodom. Nakon 48 h anaerobne
inkubacije pri 37 °C izbrojane su porasle kolonije te je izracunat broj bakterijskih stanica
(CFU/mI).

Eksperiment probioti¢ke intervencije na modelu Stakora te prikupljanje uzoraka fecesa
se provodilo na Zavodu za animalnu fiziologiju Bioloskog odsjeka Prirodoslovno-
matematickog fakulteta u Zagrebu. U trbusnu Supljinu 3 Stakora je svaki dan tijekom 28 dana

injektirano 0,5 mL otopine AICI3 (10 mg/kg) i D-galaktoze (60 mg/kg) u svrhu izazivanja
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Alzheimerove bolesti. Skupina zdravih Stakora je, svaki dan tijekom istog vremenskog perioda,
primala 0,5 mL fizioloSke otopine.

U cilju ispitivanja utjecaja probiotika na intestinalnu mikrobiotu skupine Stakora kod
kojih je izazvana Alzheimerova bolest i zdravi Stakori su kanilirani probiotickom suspenzijom
sojeva Lactobacillus brevis SF9B i Lactobacillus plantarum SF9C tijekom 5 dana, te su u obje
skupine prikupljeni fecesi prije pocetka tretmana (0. dan) te treci i deseti dan nakon zavrSetka
kaniliranja s Ciste stelje unutar 2 h nakon premjestanja Stakora u Cisti kavez. Provedena je
mikrobioloSka analiza uzoraka fecesa na selektivnim hranjivim podlogama, te je izolirana
ukupna DNA u svrhu analize sastava ukupne intestinalne mikrobiote i za provodenje DGGE
analize s ciljem provjere prisutnosti probioti¢kih sojeva u fecesima zdravih i fecesima Stakora
kod kojih je izazvana Alzheimerova bolest nakon provedenog probiotickog tretmana (Tablica
6.).

Tablica 6. Skupine Stakora, plan tretmana u probiotickom eksperimentu i prikupljanje uzoraka
fecesa. Uzorci fecesa zdravih Stakora koji su tijekom 5 dana primali probiotik su oznaceni
pocetnim slovom K, a Stakora kojima je izazvana Alzheimerova bolest koji su tijekom 5 dana

primali probiotik slovom A.

AlCls+ D- kaniliranje
skupina (kavez) galaktoza/ Jiran] Prikupljanje fecesa
T : probiotikom
fizioloSka otopina
AICls 10 mg/kg+ jednom Prije kaniliranja
Tiiekom 28 d dnevno 34 Kon Kaniliran
D-galaktoza 60 1jekom ana tijekom 5 ana nakon kaniliranja
mg/kg dana 10 dana nakon kaniliranja
Kontrola jednom Prije kaniliranja
iiekom 28 d dnevno 34 Kon Kaniliran
(fiziolodka Tijekom 28 dana tijekom 5 ana nakon kaniliranja
otopina) dana 10 dana nakon kaniliranja
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3.2.3. Provjera broja bakterija u fecesu Stakora na selektivnim hranjivim podlogama

100 mg fecesa Stakora suspendirano je u 900 pL fosfatnog pufera (pH=7,4).
Pripremljena su razrjedenja suspenzije do 107° a ukupan broj Zivih bakterija odreden je
indirektnom metodom na hranjivom agaru (Biolife, Italija), broj BMK na MRS agaru, a broj

koliformnih bakterija na selektivnoj podlozi za koliformne bakterije (VRBG agar).

3.2.4. 1zolacija i analiza ukupne DNA iz fecesa Stakora

Fecesi (100 mg ) su suspendirani u 1 mL fizioloSke otopine te je nakon uklanjanja taloga,
netopljivih ostataka fecesa i stelje, supernatant centrifugiran 10 min pri 13000 o/min. Talog
stanica resuspendiran je u 400 pL otopine lizozima (5 mg/mL) u TE puferu. Tako pripremljen
uzorak je uronjen u led kako bi se sprijecilo zagrijavanje uzorka tijekom sonikacije na uredaju
Sonopuls mini20 (Bandelin, Njemacka) u 3 ciklusa po 30 sa po 15 s pauze izmedu ciklusa.
DNA je izolirana iz ukupnog volumena pripremljenog uzorka u Maxwell® 16 Research System
instrumentu (Promega, SAD) primjenom odgovarajuéeg Maxwell® DNA Tissue Kita.
Koncentracija DNA je izmjerena uredajem Biospec-nano (Shimadzu, Japan). Uzorci izolirane
DNA su poslani na Illumina MiSeq sekvencioniranje, a ostatak je pohranjen na -20 °C za daljnje
analize. Dobiveni rezultati sekvencioniranja mjeSovite DNA u fasta formatu su analizirani
pomocu bioinformatickog QIIME (eng. Quantitative Insights Into Microbial Ecology)
programa u suradnji s Kabinetom za bioinformatiku Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta

SveuciliSta u Zagrebu.

3.2.5. PCR-DGGE -gel elektroforeza u gradijentu denaturirajuceg agensa

Uzorkovani fecesi Stakora (100 mg) suspendirani su u 900 pL fosfatnog pufera (pH=7,4)
a zatim je 100 pL tako priredene suspenzije nacijepljeno na MRS hranjivi agar. Nakon 48 h
inkubacije, porasle bakterijske kolonije su resuspendirane u 400 pL otopine lizozima (5
mg/mL) u TE puferu. Tako pripremljeni uzorci su uronjeni u led tijekom sonikacije koja se
provodi pomocu uredaja Sonopuls mini20 (Bandelin, Njemacka) u 3 ciklusa po 30 sa po 15 s

pauze izmedu ciklusa. 1zolacija DNA u tako pripremljenom uzorku provedana je automatski u
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u Maxwell® 16 Research System uredaju (Promega, SAD) primjenom Maxwell® DNA Cell

kita. Koncentracije DNA u uzorcima su izmjerene uredajem Biospec-nano (Shimadzu, Japan)

Izolacija kromosomske DNA odabranih Lactobacillus sojeva je provedena prema
prethodno opisanoj metodi primjenom Maxwell® DNA Cell kita, nakon ¢ega je izmjerena
koncentracija DNA pomoc¢u BioSpec Nano uredaja, pri ¢emu je kao slijepa proba koristen TE
pufer. Nakon toga je provedena PCR reakcija za DGGE (eng. Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis) s univerzalnim  bakterijskim  pocetnicama HDA1  (§'-
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT-3") i HDA2 (5'-GTATTACCGCGGCTGCTGGCAC-3")
prema uvjetima prikazanim u Tablici 7. Kao negativna kontrola da fragment dobiven nakon
PCR reakcije nije produkt dimerizacije dviju pocetnica koriSten je uzorak bez DNA. Kao DNA
standard koriSten je A DNA HindIII (Fermentas, Canada) i 100 bp DNA Ladder (Invitrogen,
SAD). Dobiveni PCR produkti su razdvojeni u 1%-tnom agaroznom gelu elektroforezom pri
200 V. Gel je obojan u etidijevom bromidu i vizualiziran na transiluminatoru pri valnoj duljini
s Gel Capture (Lebos Pavunc i sur., 2012) (Tablica 7.).

Tablica 7. Uvjeti provodenja PCR reakcije s univerzalnim HDA1 i HDA2 pocetnicama za
DGGE

Broj ponavljanja Vrijeme
1 & denaturaci
95 30s denaturacija
35 58 30s sparivanje
72 40 s polimerizacija
1 72 5 min zavrsna elongacija

Nakon utvrdivanja prisutnosti PCR produkata DNA elektroforezom provedena je
DGGE elektroforeza na poliakrilamidnom gelu gradijenta denaturiraju¢eg agensa 30-70%.
Neposredno prije nanoSenja gela u suspenziju je dodano 130 uL. amonijev-persulfata (0,1 g/mL)
i 5,8 uL TEMED-a (BioRad, SAD). U suspenziju gela viSeg postotka dodana je plava boja
Dcode dye solution (BioRad, SAD). Kao uzorci su koristeni PCR produkti svakog soja, a kao
standard zdruzeni sojevi Lb. brevis SF9B i Lb. plantarum SF9C. NanoSenje uzoraka je zapocelo
pri 58 °C, a sama elektroforeza je zapocela pri 60 °C. DGGE elektroforeza se prvih 10 minuta
provodila pri 30 V kako bi se uzorci spustili na dno jazica, a nakon toga 1 sat pri 220 V. Nakon
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zavrsene elektroforeze gel je obojan u etidijevom bromidu (0,5 pg/mL) i vizualiziran na
transiluminatoru pri valnoj duljini od 254 nm upotrebom programa Gel Capture (LeboS Pavunc
i sur., 2012).

3.2.6. Izolacija DNA iz DGGE gela i amplifikacija V2-V3 regije 16S rDNA

DNA je izolirana iz vrpci ¢ija migracija na gelu ne odgovara vrpcama standarda kako bi
se ustanovilo Kkoji joS bakterijski sojevi su prisutni u mikrobioti GIT-a Stakora osim
primjenjenih sojeva Lb. brevis SFOB i Lb. plantarum SF9C. Gel je vizualiziran UV lampom,
ciljane vrpce su izrezane i dodane u 30 pL Maxwell Cell DNA eluacijskog pufera. Nakon
vorteksiranja, uzorci su inkubirani na 4 °C preko no¢i. Zatim su smrznuti na -80 °C i otopljeni
na sobnoj temperaturi tri puta kako bi se olakSala izolacija DNA iz poliakrilamidnog DGGE
gela. Gel je centrifugiranjem spusten na dno epice, a supernatant koji sadrzi DNA izoliranu iz
gela, je koriSten kao kalup u PCR reakciji s HDA1 i HDA2 pocetnicama u cilju umnazanja V2-
V3 regije 16S rRNA gena i dobivanja PCR produkta koji su zatim poslani na 16S rDNA
sekvenciranje na Institut Ruder Boskovi¢. Provedena je PCR reakcija prema uvjetima upisanim
u 3.2.5. u kojoj je kao kalup koriStena DNA izolirana iz DGGE gela. Zatim je provedena DNA
elektroforeza PCR produkata kako bi se dokazala uspjeSnost provedene izolacije DNA iz
DGGE gela. Sekvenciranje umnozene V2-V3 regije 16S rDNA je provedeno u DNA servisu
Instituta Ruder Boskovi¢. Koristen je DNA-sekvenator ABI PRISM 3100 Avant DNA Genetic
Analyser (Applied Biosystems, SAD), te ABI PRISM BigDye Terminator v3.1 Ready Reaction
Cycle Sequencing Kit. ABI PRISM 3100 uredaj se temelji na Sangerovoj dideoksi metodi
zaustavljanja sinteze DNA ugradnjom 2', 3'-dideoksinukleotida (ddNTP).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. ANALIZA SASTAVA MIKROBNE POPULACIJE PRIMJENOM KLASICNIH
MIKROBIOLOSKIH METODA

Prema literaturi, pojedina predklinicka i klini¢ka istrazivanja upucuju na dvosmjernu
interakciju duz osi kolon-mozak-mikrobiota (engl. gut-brain-microbiome axis) odnosno na
povezanost sastava mikrobioma intestinalnog trakta i razvoja neurodegenerativnih bolesti poput
Alzheimerove bolesti. Karakterizacija ovih interakcija doprinosi kontinuiranim nastojanjima da
se pronade terapija ili moguénosti ublazavanja simptoma neizlijecive Alzheimerove bolesti
(Martin i sur., 2018). Stoga je u ovom radu na modelu eksperimentalnih zivotinja ispitan utjecaj
oralne primjene Lactobacillus brevis SF9B, koji eksprimira S-sloj proteina na povrsini stanice,
i Lactobacillus plantarum SF9C, koji proizvodi plantaricin, na sastav intestinalne mikrobiote,
ali takoder i na modelu u skupini zivotinja kojima je inducirana Alzheimerova bolest. Kako se
odabrani sojevi intezivno istrazuju kao probioticke bakterije, a funkcionalno svojstvo
probiotickih sojeva je modulacija sastava narusene intestinalne mikrobiote, u ovom istrazivanju
je skupina eksperimentalnih Stakora s izazvanom Alzheimerova bolesti, ujedno i
eksperimentalni model naruSene ravnoteze intestinalne mikrobiote. U prijaSnjim istrazivanjima
ustanovljeno je da Lb. brevis SF9B eksprimira S-proteine lokalizirane s vanjske strane povrsine
bakterijskih stanica, koji su identificirani nakon SDS-PAGE analizom i masenom
spektrometrijom pomo¢u LC/MS (Bani¢ i sur., 2018). Prema istraZivanjima S-proteini
laktobacila iskazuju zastitnu ulogu prilikom prolaska bakterijskih stanica kroz simulirane uvjete
GIT, sudjeluju u autoagregaciji i koagregaciji, te u adheziji na proteine ekstracelularnog
matriksa i glikoprotein mucin, te na humane intestinalne epitelne Caco-2 stanice, no smatra se
da ima i imunomodulacijsko djelovanje (Bani¢ i sur., 2018; Uroi¢ i sur., 2016). Ova svojstva
mogu doprinositi kolonizacijskom potencijalu probioti¢kih sojeva in vivo. Primjenom PCR
metode sa specifiénim pocetnicama za plantaricine ustanovljeno je da soj Lb. plantarum SFOC
sadrzi gene odgovorne za biosintezu plantaricina. Nakon sekvencioniranja cijelog genoma, u
cilju identifikacije soja, provedena je analiza, te je definiran genomski klaster, odnosno
nakupina gena koja sudjeluje u biosintezi plantaricina, primjenom bioinformatickog alata za
detekciju bakteriocina, programskog paketa BAGEL4. Soj SFOC iskazuje bakteriocinska
djelovanje prema Gram-pozitivnim test-mikroorganizmima, Listeria monocytogenes ATCC

19111 i Staphylococcus aureus 3048, $to je potvrdeno nakon zdruzene kultivacije s navedenim
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osjetljivim test-mikroorganizmima. Zbog dokazanih probiotickih uc¢inaka in vitro, dva
odabrana soja laktobacila su zdruzena u kokulturu, nakon ¢ega je provedeno in vivo ispitivanje
preZivljavanja u GIT-u, kao vazan selekcijski Kkriterij za iskazivanje funkcionalnosti i
mogucnosti kolonizacije na modelu uravnoteZzene mikrobiote, zdravih Stakora i modelu Kkoji
predstavlja naruSen sastav intestinalne mikrobiote, Stakorima kojima je izazvana Alzheimerova
bolest, te je ispitan utjecaj na sastav intestinalne mikrobiote Stakora. Naime, kako bi mogli
iskazati funkcionalnost in situ probioticki sojevi, osim nepovoljnih uvjeta tijekom prolaska kroz
GIT domacina, moraju se suociti s kolonizacijskom otporno$c¢u (engl. colonisation resistance)

autohtone intestinalne mikrobiote.

U skupini zdravih i skupini Stakora kod kojih je izazvana Alzheimerova bolest primjenjena
je bakterijska suspenzija Lb. brevis SFOB i Lb. plantarum SFOC intragastri¢nim kaniliranjem
jednom dnevno tijekom 5 dana, a zatim su iz uzoraka fecesa klasi¢nim mikrobioloskim
metodama odredeni brojevi poraslih kolonija na selektivnim hranjivim podlogama za rast.
Rezultati analize broja poraslih kolonija bakterija mlije¢ne kiseline na selektivnoj MRS
hranjivoj podlozi, pokazali su da primjena Lb. plantarum SFOC i Lb. brevis SF9B u skupini
zdravih Stakora, utjece na povecanje broja poraslih kolonija (CFU/ml), odnosno zastupljenosti
BMK u mikrobnoj populaciji fecesa (Slika 8 i1 Slika 9). Ujedno je odreden broj poraslih
bakterijskih kolonija inokuliranih iz uzoraka fecesa, na hranjivom agaru za odredivanja
ukupnog broja poraslih bakterija, ali i na VRBG (Violet Red Bile Glucose) agar koja je
selektivna hranjiva podloga za koliformne bakterije odnosno za detekciju Gram-negativnih
bakterija iz porodice Enterobacteriaceae ¢iji su predstavnici dio prirodno prisutne populacije
intestinalne mikrobiote. Naime, u nedavno objavljenom znanstvenom radu Sorivan i suradnici
(2018) su pokazali da prirodno prisutna bakterijska populacija porodice Enterobacteriaceae
moze utjecati na kolonizaciju fungi u debelom crijevu na modelu kolitisa izazvanog kod miSeva,
a time i pretpostavili da prisutna bakterijska populacija posreduje u manipulaciji sastava
intestinalnog mikrobioma domacina, ¢ime su doprinjeli novim spoznajama o vaznosti i
funkcionalnim interakcijama taksonomski vrlo udaljenih vrsta u bolestima gastrointestinalnog
trakta primjerice u upalnim bolestima crijeva. Ovakvi rezultati mogu upucéivati na hipotezu da
sastav mikobiote u skupini Stakora kojima je izazvana Alzheimerova bolest, koji je u odnosu
na mikrobiotu zdravih zivotinja naruSen, eventualno utjece na razliCitu zastupljenost BMK u
usporedbi sa sastavom mikrobiote u skupini zdravih Zivotinja. Takva hipoteza je u skladu s

istrazivanjima Haracha i suradnika (2017) koji su ustanovili da je sastav crijevne mikrobiote
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transgenickih APPPS1 miseva drugaciji u odnosu na sastav mikrobiote iz skupine zdravih

miseva.

Medutim, kod skupine Stakora kojima je izazvana Alzheimerova bolest, u uzorcima
fecesa nakon administracije dva Lactobacillus soja, odredivanjem broja poraslih bakterijskih
kolonija na selektivnim podlogama nije uoc¢ena znacajna promjena u poraslih BMK. Kako se
radi o rezultatima mikrobioloskih analiza, ¢ijom primjenom se moze odrediti broj poraslih
bakterijskih kolonija, koje se mogu uzgojiti, slijede¢i eksperimenti su provedeni primjenom
molekularno-genetickih metoda. No, klasi¢ne mikrobioloSke analize ne treba izostaviti, jer je
ustanovljeno da analize mikrobiote pomocu metodologija koje zaobilaze korak kultivacije na
optimalnim hranjivim medijima za rast, ipak moze do¢i do podcjenjivanja, odnosno do
pogreSke u broju mikrobnih vrsta koje su manje zastupljene u sastavu mikrobiote domacina
(Hiergiest i sur., 2015).

Kontrolna skupina

1,00E+09

4,57E+08
1,85E+08
1,29E+08 1,70E+08
1,00E+08 5,60E+07
3,84E+07
E hranjivi agar
1,00E+07
VRBG
= MRS
1,00E+06 2k
1,00E+05

KO KO3 K10

Slika 8. Broj bakterija (CFU/mL) poraslih na selektivnim hranjivim podlogama iz uzoraka
fecesa zdravog Stakora prikupljenih neposredno prije kaniliranja probiotikom (KO0), 3 dana
nakon zavrSetka kaniliranja probiotikom (K03) te 10 dana nakon zavrSetka kaniliranja
probiotikom (K10).
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Skupina Stakora s izazvanom Alzheimerovom

bolesti
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Slika 9. Broj bakterija (CFU/mL) poraslih na selektivnim hranjivim podlogama iz uzoraka
fecesa skupine Stakora kojima je izazvana Alzheimerova bolest prikupljenih neposredno prije
kaniliranja probiotikom (A0), 3 dana nakon zavrSetka kaniliranja probiotikom (A03) te 10 dana

nakon zavrSetka kaniliranja probiotikom (A10).

Raspon vrijednosti poraslih kolonija (CFU/mL) koliformnih bakterija odreden
nacjepljivanjem na VRBG hranjiva podloga odreden u uzorcima iz skupine zdravog Stakora,
nije statisticki znacajno promijenjen u usporedbi s pofetnom vrijedno$¢u, tri dana i desetog
dana od zavr3etka kaniliranja, te je gotovo jednak pocetnoj vrijednost (7.75 x10° CFU/mL).
Broj poraslih bakterija odreden na hranjivom agaru, za odredivanje ukupnog broja kolonija,
prema ocekivanjima, je neposredno prije kaniliranja najve¢i. Tri dana nakon zavrSetka
kaniliranja suspenzijom laktobacila vrijednost ukupnog broja kolonija je i dalje visoka, ali je
niZza u usporedbi s vrijedno$¢u odredenom iz uzoraka na dan intragastri¢nog kaniliranja. Deset
dana nakon kaniliranja suspenzijom laktobacila odreden broj poraslih bakterija na hranjivom
agaru koji nije znac¢ajno promijenjen. Broj koliformnih bakterija odreden mikrobioloskom
metodom u skupini Stakora kojima je izazvan Alzheimer je vrlo sli¢nih vrijednosti. Vrijednost
ukupnog broja bakterija zna¢ajno se ne mijenja kao i vrijednost broja koliformnih bakterija
(Slika 8 i Slika 9). Isti uzorci su analizirani primjenom molekularno-geneticke metode PCR —
DGGE.
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4.2. PRIMIJENA DGGE METODE ZA EVALUACIJU KOLONIZACIJSKIH
POTENCIJALA Lactobacillus SOJEVA in vivo

Kako bi se ustanovilo da li oralno primjenjeni, potencijalni probioticki sojevi Lb. brevis
SFO9B i Lb. plantarum SFOC mogu prezivjeti tranzit kroz GIT eksperimentalnih zivotinja,
odnosno Stakora, a time i da li imaju moguénost kolonizacije GIT $takora, primjenjena je PCR-
DGGE za analizu prisutne populacije Lactobacillus sojeva u uzorcima fecesa Stakora
kaniliranih suspenzijom kokulture navedenih sojeva. S ciljem amplifikacije ciljane DNA
sekvence za primjenom DGGE analizu, V2-V3 regija 16S rDNA gena (na poziciji 339 do 539
kod istog gena bakterije Escherichia coli) je umoZena koriStenjem pocetnica HDA1-GC (CGC
CCG GGG CGC GCC CCG GGCGGG GCG GGG GCA CGG GGG GAC TCC TAC GGG
AGG CAG CAG T-39) i HDA2 (59-GTA TTA CCG CGG CTG CTG GCA C-39),itou
uzorcima ekstrahirane ukupne DNA iz mikrobioma fecesa eksperimentalnih Stakora, ali i
uzorcima DNA izolirane iz pojedina¢nih bakterijskih kolonija poraslih na selektivnim MRS
hranjivim podlogama. Razlog je $to je sastav mikrobiote GIT vrlo kompleksan jer sadrZi velik
broj razli¢itih mikrobnih, a prvenstveno bakterijskih vrsta, stoga su primjenjena dva razlicita
pristupa. U prvom pristupu, koji zaobilazi korak kultivacije prisutne mikrobne populacije na
selektivnim hranjivim podlogama za rast, kako je gore ve¢ spomenuto, kao uzorak za analizu
PCR-DGGE metodom je koristena DNA izolirana iz mikrobioma mikrobne populacije prisutne
u fecesu tretiranih Stakora kako bi se definirao moguéi uéinak primjene Lactobacillus sojeva na
sastav intestinalne mikrobiote, te procijenila moguc¢nost manipulacije njenog sastava
primjenom odabranih Lactobacillus sojeva. U drugom pristupu, u prvoj fazi je iz uzorka fecesa
provedena kultivacija prisutnih bakterijskih vrsta na MRS hranjivoj podlozi za izolaciju BMK,
a zatim je iz poraslih bakterijskih kolonija izolirana DNA za analizu pomo¢u PCR-DGGE s
ciljem evaluacije mogucnosti primjenjenih Lactobacillus sojeva da prezive prolazak kroz GIT
in vivo, a eventualno koloniziraju GIT domacina, ali da se usporedi i sastav bakterijske
populacije Lactobacillus sojeva izmedu tretirane i netretirane skupine Stakora. Kako bi se
ustanovila uspjesnost amplifikacije ciljane sekvence, nakon PCR reakcije, prisutnost PCR
produkata, provjerena je DNA elektroforezom (Slika 10).
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Slika 10. Agarozna DNA elektroforeza PCR produkata umnozenih PCR reakcijom s
HDA1/HDA2 pocetnicama iz DNA pojedina¢nih bakterijskih kolonija poraslih na MRS

selektivnoj hranjivoj podlozi.

PCR-DGGE profili iz uzoraka DNA ukupne mikrobne populacije prisutne u fecesima

Stakora, prikazani su na Slici 11., te upu¢uju na bioraznolikost bakterijske populacije.

5 AD A3 Al0 E0 K23 K10

Slika 11. Detekcija prisutnosti Lactobacillus sojeva u uzorcima fecesa primjenom PCR- DGGE.
Oznake uzoraka: Uzorci fecesa iz skupine zdravih Stakora koji su primali suspenziju laktobacila
( K); uzorci fecesa skupine Stakora kojima je izazvan Alzheimer, a koji su primali suspenziju
laktobacila (A); brojevi; 0 - uzorak prije hranjenja suspenzijom laktobacila; 3 — 3 dana nakon
prestanka hranjena probiotikom i 10 — 10 dana nakon prestanka hranjenja suspenzijom

laktobacila.
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Slika 12. PCR-DGGE elektroforeza iz uzoraka DNA kolonija bakterija mlije¢ne kiseline
poraslih na MRS hranjivoj podlozi, nakon kultivacije iz uzoraka fecesa eksperimentalnih
Zivotinja. Uzorci fecesa iz skupine zdravih Stakora koji su primali suspenziju laktobacila su
oznaceni pocetnim slovom K; skupina Stakora kod kojih je izazvana Alzheimerova bolest koji
su primali suspenziju laktobacila slovom A; dok oznake brojeva znace sljedece; O - uzorak prije
hranjenja probiotikom; 3 — 3 dana nakon prestanka hranjena probiotikom i 10 — 10 dana nakon

prestanka hranjenja suspenzijom laktobacila.

Nakon PCR-DGGE analize iz odabranih DNA vrpci ekstrahirani su dobiveni PCR
produkti, koji su sekvencionirani, a temeljem dobivene sekvence provedena je identifikacija.
Slijedovi nukleotidnih sekvenci PCR produkata usporedeni su s javno dostupnim nukleotidnim
sekvencama pomoc¢u BLASTa (engl. Basic Local Alignment Search Tool). Prema PCR-DGGE,
DNA vrpce iz svih uzoraka podudaraju se s DNA vrpcama priredenih iz ¢istih bakterijskih
kultura sojeva Lb. plantarum SFOC i Lb. brevis SF9B, odnosno 16S V2-V3 DNA fragmenti
migriraju u DGGE gelu do iste pozicije kao DNA fragmenti u kontroli, pa se moze zakljuciti,
da odabrani sojevi nakon oralne primjene prezivljavaju nepovoljene uvijete prisutne GIT
eksperimentalnih zivotinja, a kako su detektirani i u uzorcima uzorkovanim 10 dana nakon
prestanka hranjenje Stakora suspenzijom laktobacila, moze se pretpostaviti da pokazuju i
kolonizacijski potencijal. 1z preostalih DNA vrpci koje nisu pokazale podudaranje sa

priredenim standarom ekstrahirani su PCR amplikoni i sekvencionirani (Slika 12). UmnaZanje
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V2-V3 regije 16S rDNA provedeno je PCR reakcijom s HDA1/HDA2 pocetnicama, a
uspjesnost umnazanja je provjerena agaroznom DNA elektroforezom. DNA svih uzoraka je
uspjesno izolirana iz DGGE gela (Slika 12.). PCR amplikoni su sekvencionirani u DNA servisu
Instituta Ruder Boskovi¢, a dobivene sekvence su usporedene sa sekvencama prisutnim u NCBI
(eng. National Center for Biotechnology Information) bazi nukleotidnih sekvenci
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Sekvenca K3(2) je pokazala najvecu sli¢nost u NCBI

bazi sa vrstom Lactobacillus reuteri M7 (95%), sekvenca K3(1) sa sojem Lactobacillus
intestinalis TH4, a sekvenca A3(1) sa sojem Lactobacillus animalis FR12 (Tablica 8). Buduc¢i
da DGGE elektroforeza omogucuje razlikovanje bakterija na razini vrste razdvajanjem
fragemenata DNA u denaturiraju¢em gradijentu, potpuno je o¢ekivan rezultat identifikacije sva

tri uzorka jer su uzorci DNA migrirali uslijed razli¢itog udjela AT i GC parova baza.

Tablica 8. Rezultati BLAST usporedbe sekvenci dobivenih sekvenciranjem PCR produkata
DNA izolirane iz DGGE gela sa sekvencama pohranjenim u NCBI bazi podataka.

Uzorak Identifikacija Pokrivenost E Postotak
slijeda vrijednost identifikacije
A3(1) Lactobacillus 46 % le-49 90%
animalis FR12
K3(1) Lactobacillus 43% 5e-49 93%
intestinalis TH4
K3(2) Lactobacillus 43% 3e-55 95%
reuteri M7

Prisutnost potencijalnih probiotickih sojeva u intestinalnoj mikrobioti zdravog i Stakora
s izazvanim Alzheimerom, nakon primjene Lb. brevis SF9B i Lb. plantarum SF9C, ispitana je
PCR- DGGE metodom. DGGE metoda je tehnika koja se koristi za razdvajanje kratkih i srednje
dugih fragmenata DNA bazirana na njihovom svojstvu taljenja (Strathdee i Free, 2013). Prema
rezultatima DGGE analize potvrdena je prisutnost oba potencijalna probioticka soja tijekom tri
razli¢ita dana uzorkovanja fecesa (0, 3, 10 dana) kod zdravih i u skupini Stakora kod kojih je
izazvana Alzheimerova bolest (Slika 12.). DGGE analiza kolonija BMK poraslih na selektivnoj
podlozi MRS-u ukazuje na prisutnost Lactobacillus plantarum SFOC i Lactobacillus brevis
SF9B i tijekom tri dana nakon kaniliranja (uzorci A3 i K3). Prisutnost primjenjenih sojeva
laktobacila u uzorcima fecesa dokazana je i desetog dana nakon zavrSetka kaniliranja (uzorci
A10 i K10) u skupini zdravih i u skupini Stakora kod kojih je izazvana Alzheimerova bolest,
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Sto ukazuje da su se odbarani sojevi pokazuju potencijal kolonizacije GIT-a, jer su detektirani
u uzorcima desetog dana nakon prestanka hranjenja. Osim uneSenih alohtonih sojeva DGGE
analizom je ustanovljena prisutnost i drugih vrsta BMK koji su vjerojatno dio autohtohne
populacije (Slika 12.). Primjenom BLAST usporedbe sekvenci dobivenih sekvencioniranjem
DNA fragmenata iz DGGE gela sa sekvencama pohranjenim u NCBI bazi podataka provedena
je identifikacija, gdje je postotak podudaranja iznosio minimalno 90%. Nepoznate BMK
identificirane su Lactobacillus reuteri, Lactobacillus intestinalis te Lactobacillus animalis.
Lactobacillus reuteri je u velikom broju zastupljena u mikrobioti sisavaca te moZe proizvoditi
antimikrobne molekule, mlijecnu kiselinu, etanol i specificnu molekulu reuterin (3-
hydroksipropionaldehid) (Mu i sur., 2018). Homofermentativna Lactobacillus intestinalis
proizvodi D- i L- oblik mlije¢ne kiseline $to je fenotipsko svojstvo koja ju razlikuje od ostalih
homofermetativnih Lactobacillus vrsta te ima niski udio G-C parova baza i ne raste pri 15T
(Fujisawa i sur., 1990). Soj Lactobacillus intestinalis TH4, je pohranjen je u Americkoj Zbirci
mikroogranizama pod oznakom ATCC® 49335™ | te je u prijasnjim istrzivanjima izoliran iz
gastrointestinalnog trakta Stakora. Lactobacillus animalis je bakterija koja homofermetativnim

putem pretezno proizvodi L(+) mlijecnu kiselinu.

4.3. ANALIZA SASTAVA INTESTINALNE MIKROBIOTE PRIMJENOM Illumina
MiSeq SEKVENCIRANJA

Prema rezultatima Illumina MiSeq sekvenciranja ukupne DNA izolirane iz fecesa sastav
mikrobioma fecesa Stakora vrlo slican mikrobiomu fecesa ¢ovjeka (Slika 13.) Sto ide u prilog
provodenju istrazivanja u kojima se kao eksperimentalna zivotinja koristi Stakor kao modelni
organizam, jer predstavlja ekonomicniji izbor, te omogucéuje preliminarna istrazivanja, ali i
lakSi nadzor provedenih eksperimenata s ciljem definiranja utjecaja razli¢itih faktora na
mikrobiotu ¢ovjeka. Naime, Stakor je prva vrsta sisavaca koja je pripitomljena u znanstvene
svrhe. Oni su nedavno koristeni u brojnim istrazivanjima koja istrazuju povezanost sastava
bakterijske populacije mikrobiote i razli¢itih poremecaja, poput raka debelog crijeva,
ulceroznog kolitisa, mukozitisa i drugih bolesti. lako u sastavu mikrobiote covjeka,
prevladavaju bakterije iz koljena Firmicutes (64 %), Bacteroidetes (23 %), Proteobacteria (8
%) i Actinobacteria (3 %) (Hattori i Taylor, 2009), ipak prema analizi mikrobioma iz uzoraka
fecesa Stakora udio navedenih koljena u ukupnom sastavu mikrobiote slicnih vrijednosti.
Razlika je u zastupljenosti Proteobacteria (1,7 %) u fecesu Stakora, dok je udio preostalih

koljena bakterija manji od 2 %.
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U mikrobioti oba organizma prevladavaju dva koljena Firmicutes i Bacteroidetes (Franklin i
Ericsson, 2018). Baza koljena bakterija prisutnih u mikrobiomu ljudi bogatija je
Proteobacteriama te ostalim udjelom koljena bakterija koji je u odnosu na $takore veci za 2%
(Hattori i Taylor, 2009).

a) b)

Mikrobiom ¢ovjeka (Hattori i Mikrobiom Stakora

A\

Taylor, 2009)

= Firmicutes
Bacteroidetes

= Proteobacteria

= Firmicutes
Bacteroidetes
= Proteobacteria

= Actinobacteria

= Actinobacteria = Saccharibacteria

= ostali .
= Euriarcheaeota

ostali

Slika 13. Usporedba udjela prevladavaju¢ih bakterijskih koljena u: a) mikrobiomu fecesa

Covjeka (Hattori i Taylor, 2009) i b) mikrobiomu fecesa Stakora.

Udio bakterija iz roda Lactobacillus i Bifidobacterium u ukupnoj mikrobioti kod
skupine zdravih Zivotinja i kod skupine Zivotinja kod kojih je izazvana Alzheimerova bolest je
poveéan nakon primjene dva Lactobacillus soja (Slike 14 i 15). U uzorcima fecesa zdravog
(Slika 14b) i (Slika 15b) Stakora s izazvanom Alzheimerovom bolesti, koji su prikupljeni 3 dana
nakon prestanka kaniliranja Stakora suspenzijom laktobacila, udio vrsta iz roda Lactobacillus i
Bifidobacterium je bio znatno viSi u usporedbi s uzorcima istih Stakora prikupljenima
neposredno prije poc¢etka primjene suspenzije laktobacila, sto moZe upucivati na adhezijska
svojstva primijenjenih Lactobacillus sojeva u GIT-u Stakora, te time na njihov kolonizacijski
potencijal. Smatra se da je neki probioti¢ki soj kolonizirao GIT kada se moze izolirati iz fecesa
tjedan dana nakon prestanka probioticke administracije. U uzorcima fecesa zdravog (Slika 14c)
i bolesnog (Slika 15c) Stakora, prikupljenima 10 dana nakon zavrSetka primjene laktobacila,
vidljivo je smanjenje udjela Lactobacillus vrsta, no taj je udio jo$ uvijek bio mnogo visi nego
U uzorcima prikupljenima prije pocCetka probioticke administracije Sto ukazuje da primijenjeni

sojevi laktobacila imaju potencijal kolonizacije GIT in vivo.

Sveobuhvatna karakterizacija mikrobiote zdravog Stakora, koja je okarakterizirana
uravnoteZzenim  sastavom intestinalne  mikrobiote, primjenom novih tehnologija

sekvencioniranja poput Illumina MiSeq, kriti¢ni je preduvjet za razumijevanje i predvidanje
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promjena u mikrobnim zajednicama koje su povezane s boles¢u (Li i sur., 2017). Fox i sur.
(2014) u preglednom radu navode primjenu Illumina MiSeq sekvencioniranja V3-V4 16S
rRNA regije za odredivanje sastava mikrobioma Stakora, te su ustanovili da je sama metoda
izrazito precizna, te je optimiranjem postupka moguce posti¢i smanjene pogresSke na manje od
jedan na tisuc¢u sekvencioniranih nukleotida. Rezultatima analize mikrobioma skupine zdravih
I skupine Stakora kod kojih je izazvana Alzheimerova bolest nakon kaniliranja suspenzijom
laktobacila su u skladu s podacima iz literature. Naime prema Vogt i sur., (2017) kod pacijenata
oboljelih od Alzheimera, na razini koljena (lat. phylum), uocena je smanjena zastupljenost
Firmicutes i Actinobacteria, a povecana zastupljenost Bacteroidetes u usporedbi s kontrolnom
skupinom, odnosno zdravim osobama, Sto su pokazali i rezultati ovoga rada, gdje je
zastupljenost bakterija iz koljena Firmicutes znacajno smanjena, sli¢éno iako manje izrazen
efekt je uocen i u zastupljenosti bakterija iz koljena Actinobacteria, a zastupljenost bakterija iz
koljena Bacteroidetes znacajno povecana kod zivotinja s izazvanim Alzheimerom u usporedbi
s vrijednostima u skupini zdravih Zzivotinja. U ukupnoj mikrobioti primjena suspenzije
laktobacila utjecala je na povecanje zastupljenosti bakterijskih rodova Lactobacillus i
Bifidobacterium (Slika 14. i Slika 15). Prije samog hranjenja postotak laktobacila i
bifidobakterija unutar mikrobiote zdravih i u skupini Stakora s izazvanim Alzheimerom, je
manji u usporedbi s rezultatima iz uzoraka preostalih dana, nakon kaniliranja, sto je i o¢ekivano.
Kod Stakora je prije hranjenja postotak Lactobacillus vrsta iznosi 8.141 % u mikrobiomu
zdravih miSeva dok je kod skupine Stakora kod kojih je izazvana Alzheimerova bolest iznosi
7.02 %. Postotak Bifidobacterium u skupini zdravih miSeva je 0.18 %, a kod skupine Stakora
kod kojih je izazvana Alzheimerova bolest 0.22 %. Tri dana nakon hranjenja udio bakterija i iz
roda Lactobacillus znacajno je veéi u odnosu na kontrolnu skupinu, a desetog dana je, iako niZi,
jos uvijek znacajno veéi nego u odnosu na vrijednosti kontrolne skupine (Slika 14. i Slika 15),
Sto ukazuje na potencijal odabranih sojeva Lb. plantarum SFOC i Lb. brevis SFOB da preZive

prilikom prolaska kroz GIT in vivo.

39



a) 2,53% Prije hranjenja
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0.18%) \

2,26% = Bacteroidetes
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= Ostali
64,35%
(Lactobacillus
8.141%)
b) 1 43% (ifidobacterium 3dana
0.19%)
0,75% _\ = Firmicutes

\ = Bacteroidetes
= Proteobacteria
= Actinobacteria
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(Lactobacillus 26.38%)

C) 10 dana
0,90%
(Bifodobacterium

0.17%) \

1,98%

= Firmicutes

= Bacteroidetes

\ = Proteobacteria

= Actinobacteria

= Ostali

60,27%
(Lactobacillus
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Slika 14. Usporedba zastupljenosti bakterija iz Cetiri najzastupljenija taksonomska koljena u
mikrobioti iz skupine zdravih Stakora; a) prije b) 3 dana i ¢) 10 dana nakon hranjenja

bakterijskom suspenzijom sojeva Lb. plantarum SF9C and Lb. brevis SF9B.
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Slika 15. Usporedba zastupljenosti bakterija iz Cetiri najzastupljenija taksonomska koljena u

mikrobioti skupine Stakora kojima je izazvana Alzheimerova bolest; a) prije b) 3 dana i ¢) 10

dana nakon hranjenja bakterijskom suspenzijom sojeva Lb. plantarum SFOC and Lb. brevis

SF9B.
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Slika 16. Zastupljenost rodova Lactobacillus i Bifidobacterium i preostalih bakterijskih rodova
u fecesima skupine zdravih Stakora (K) i u skupini Stakora s izazvanom Alzheimerovom bolesti
(A). Oznake brojeva oznacavaju vrijeme uzimanja uzoraka; 0 — prije ; 3- 3 danai 10 — 10 dana
nakon primanja probioticke suspenzije sojeva Lb. brevis SFOB i Lb. plantarum SF9C.
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Na slici 17. prikazani udio (%) pojedinih manje zastupljenih bakterijskih rodova prije,
3 dana nakon i 10 dana nakon kaniliranja suspenzijom laktobacila, kod zdravih i kod skupina
Stakora kod kojih je izazvana Alzheimerova bolest. U skupini zdravih Stakora, prema
rezultatima, udio bakterija iz roda Bifidobacterium znacajno se ne mijenja 3. i 10. dana nakon
prestanka hranjena, dok u skupini Stakora kod kojih je izazvana Alzheimerova bolest udio je
je povecan. Prema Vogt i sur. (2017) udio bakterija iz roda Bifidobacterium je kod pacijenata
oboljelih od Alzheimera smanjen u usporedbi s vrijednostima u skupini zdravih osoba, Sto moze
upucivati na hipotezu da primjena Lactobacillus sojeva moZe utjecati na zastupljenost
Bifidobacterium. Actinobacteria, osobito pripadnici roda Bifidobacterium, vazan su dio
bakterijske populacije intestinalne mikrobiote, s dokazanim korisnim ucincima na zdravlje.
Pojedini sojevi bifidobakterija dovode se u vezu s protuupalnim svojstvima i odrZavajnju
funkcije intestinalne barijere. Vrijednosti za rod Clostridium odredene u skupini zdravih Stakora
osciliraju, tako je treceg dana postotka znacajno povecan, da bi se desetog dana nakon
kaniliranja taj postotak znacajno smanjio. Moze se pretpostaviti da ovakav rezultat proizlazi iz
moguce interakcije primjenjenih Lactobacillus sojeva prema bakterijama iz roda Clostridium,
manipulacijom sastava intestinalne mikrobiote. Primjerice bakterije iz roda Bifidobacterium
iskazuju antimikrobno djelovanje prema vrsti Clostridium difficile koja je sastavni dio crijevne
mikrobiote, no ako dode do narusavanja sastava intestinalne mikrobiote (disbioza), moze doc¢i
do nekontroliranog umnaZanja ove bakterije, $to uzrokuje upalni proces i osteéenja intestinalne
sluznice (Valdés-Varela i sur., 2016). Rod Turicibacter je u zdravih Stakora u padu samog
postotka dok je u skupini Stakora kod kojih je izazvana Alzheimerova bolest postotak u
povecanju. Udio roda Adlercreutzia poprima padajuce vrijednosti u odnosu prije kaniliranja
dok se deset dana nakon hranjenja kod zdravih stabilizira u niZoj vrijednosti od pocetne, a vecoj
od tri dana nakon hranjenja. Kod skupine Stakora kod kojih je izazvana Alzheimerova bolest
vrijednost deset dana nakon hranjenja je najniza u usporedbi sa prethodne dvije vrijednosti
(Slika 17.). Neki od rodova koji su vise zastupljeni kod zdravih i kod skupine Stakora kod kojih
je izazvana Alzheimerova bolest su: Blautia, Bacteroides, Phascolarctobacterium. Postotak
roda Blautiai je prisutan u nepromijenjenom postotku kod zdravih i kod skupine Stakora kod
kojih je izazvana Alzheimerova bolest. Udio Bacteroides kod zdravih Stakora se povecava, dok
u skupini Stakora kod kojih je izazvana Alzheimerova bolest tri dana nakon hranjenja postotak
je smanjen, a deset dana nakon hranjenja povecana je postotna vrijednost. Rod
Phascolarctobacterium kod zdravih miSeva tri dana nakon hranjenja je povecan, dok deset dana

nakon hranjenja nije detektiran. Kod skupine Stakora kod kojih je izazvana Alzheimerova bolest
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dolazi do snizavanja udjela tri dana nakon hranjenja, a deset dana nakon prestanka hranjenja

vrijednost je veca.
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Slika 17. Zastupljenost prevladavajucih bakterijskih rodova u intestinalnoj mikrobioti Stakora.

Prikazani su rezultati za odabrane bakterijske rodove koji su prema rezultatima Vogt i sur.

(2017) manje zastupljeni u intestinalnoj mikrobioti oboljelih od Alzheimera u usporedbi na

zdrave osobe: a) zdravih i b) skupina Stakora kod kojih je izazvana Alzheimerova bolest prije

(0. dan) i nakon (3. i 10. dan) kaniliranja probiotickom suspenzijom sojeva Lb. brevis SFI9B i
Lb. plantarum SF9C.
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Slika 18. Zastupljenosti odabranih bakterijskih rodova koji su prema Vogt i sur. (2017) vise
zastupljenih u intestinalnoj mikrobioti oboljelih od Alzheimera u usporedbi na zdrave osobe:
viSe zastupljenih kod Alzheimerove bolesti prema Vogt i sur. (2017) u skupini: a) zdravih i b)
Stakora kod kojih je izazvana Alzheimerova bolest prije (0. dan) i nakon 3. i 10. dana kaniliranja

suspenzijom sojeva Lb. brevis SF9B i Lb. plantarum SF9C.
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Potrebno je napomenuti da su rezultati ovih istrazivanja preliminarni i da je
zastupljenost navedenih rodova odredena u intestinalnoj mikrobioti Stakora. Osim toga,
rezultati su usporedeni s istraZivanjima Vogt i sur. (2017). Na temelju provedenog eksperimenta
i usporedbe moze se zakljuciti da skupina Stakora u kojima je izazvana Alzheimerova bolest
predstavljaju ucinkovit eksperimentalan model za istrazivanja analize sastava naruSene
intestinalne mikrobiote. Istrazivanja povezanosti patogeneze Alzheimerove bolesti i
intestinalne mikrobiote tek su u zacetku, a ukljuc¢uju pokuse na Zivotinjama i opsezne klinic¢ke
studije koje su neophodne kako bi se odredila uzro¢no-posljedi¢na veza izmedu intestinalne
mikrobiote i patogeneze AB. Utvrdivanje uloge intestinalnih bakterija u razvoju Alzheimerove
bolesti moze doprinjeti novim terapijskim pristupima kojima ¢e se modulirati i zatim ponovo
uspostaviti sastav narusene intestinalne mikrobiote te definirati mikrobni metaboliti koji mogu

imati zastitnu ulogu u lijecenju AB.
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5. ZAKLJUCCI

1. Povecana zastupljenost bakterija iz roda Lactobacillus u intestinalnoj mikrobioti
eksperimentalnih zivotinja upucuje na uspjesnu adaptaciju alohtonih sojeva Lb. plantarum
SFOC i Lb. brevis SF9B u gastrointestinalnom traktu Stakora, a time moguénost njihovog

kolonizacijskog potencijala in vivo.

2. Moze se pretpostaviti da primjena zdruzene kulture potencijalnih probioti¢kih sojeva,
doprinosi adhezijskim svojstvima Lb. plantarum SF9C uslijed kompetitivne ekskluzije
patogena djelovanjem Lb. brevis SFIB, a soj SFI9B ima pojacan kolonizacijski potencijal kojem
doprinosi bakteriocinska aktivnost plantaricina Lb. plantarum SF9C, koji ima Sirok spektar

antimikrobnog djelovanja ukljucujuéi Listeria monocytogenes ATCC 19111.
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7. PRILOZI

Kratice:

AB - Alzheimerova bolest

NFT - Neurofibrilarni ¢vorovi

MetaHIT - The European Metagenomics of the Human Intestinal Tract
NIH HMP - NIH Human Microbiome Project

NGT - Next Generation Technology

WHO - The World Health Organization

IBD - Inflammatory bowel disease (Upalna bolest crijeva)
BDNF - Brain-derived neurotrophic factora

GF - Germ-free

TFM - Transplantacija fekalne mikrobiote

ADRC - Aging and Disability Resource Center,Wisconsin
WRAP - The Wisconsin Registry for Alzheimer’s Prevention
OTU - Operational taxonomic unit

AB - Amiloid

ECM - Ekstracelularni matriks

GIT - gastrointestinalni trakt
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