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1. UVOD

Brojna istrazivanja provedena u posljednja dva desetljeca, pokazuju vaznost crijevne
mikrobiote. Disbioza crijevne mikrobne zajednice prethodi razli¢itim crijevnim bolestima i
metaboli¢kim poremecajima poput upalnih bolesti crijeva (engl. inflammatory bowel disease,
IBD), dijabetesa i pretilosti. U tom smislu, uloga probiotika kao modulatora crijevne
mikrobiote intenzivno se istrazuje u svrhu prevencije i lije¢enja spomenutih stanja. Probiotici
su zivi mikroorganizmi koji kada se primjenjuju u odgovaraju¢im koli¢inama, blagotvorno
djeluju na zdravlje domacina (Monteagudo-Mera i sur., 2019). Kako bi probiotici pozitivho
djelovali na zdravlje ¢ovjeka, moraju posjedovati odredena svojstva (Gupta i sur., 2018;
Williams, 2010). Upravo je sposobnost adhezije jedno od najvaznijih svojstava pri odabiru
potencijalnih probiotic¢kih sojeva. Adhezija na crijevne epitelne stanice i/ili mukus kojeg su
proizvele, preduvjet je za kolonizaciju gastrointestinalnog trakta, antagoniziranje
enteropatogena i modulaciju imunoloskog sustava domacina (Dlamini i sur., 2019; Dimitrov i
sur., 2014). Bakterije mlijecne kiseline (BMK) predstavljaju jednu od najznacajnijih skupina
probiotickih mikroorganizama, buduéi da promicu zdravlje domacina odrzavanjem ravnoteze
crijevne mikrobiote (Li i sur., 2020; Colombo i sur., 2018; Gupta i sur., 2018). Adhezija BMK
na crijevne epitelne stanice, posredovana je razliitim strukturama, ukljucujuéi S-proteine i

egzopolisaharide opisane u ovom radu (Alp i sur., 2019).

Cilj ovog diplomskog rada bio je ispitati posjeduju li odabrani sojevi BMK
(Levilactobacillus brevis MB1, MB2, MB13, MB20 i Limosilactobacillus fermentum MC1)
koji su izolirani iz maj¢inog mlijeka probioti¢ka svojstva. Jedan od kriterija koje potencijalni
probiotik mora zadovoljiti je antagonistiCko djelovanje prema $tetnim mikroorganizmima.
Prema tome, provedeno je in vitro ispitivanje utjecaja S-proteina i egzopolisaharida koje
izolirani sojevi BMK sintetiziraju, na njihovu adheziju, a samim time i kompetitivnu ekskluziju
patogene bakterije Salmonella enterica serovar Typhimurium FP1, koristenjem Caco-2
stani¢ne linije porijeklom iz kolorektalnog karcinoma. Osim toga, proucavana je specificna
sposobnost adhezije odabranih sojeva ovisno o proteinu ZG16 kojeg proizvode mukozne
stanice epitela kolona. Imunomodulacijski u¢inak zivih BMK te izoliranih S-proteina i
egzopolisaharida, ispitan je odredivanjem ekspresije proupalnih citokina IL-6, IL-8, IL-1B 1
TNF-a, cytometric bead metodom protocnim citometrom, nakon izlaganja Caco-2 stanica
lipopolisaharidima bakterije Escherichia coli i hTNF-a (engl. human tumor necrosis factor-a,
hTNF-a).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. BAKTERIJE MLIJECNE KISELINE

Bakterije mlijecne kiseline (BMK) ¢ine raznoliku skupinu bakterija koje pokazuju
odredene morfoloske, metabolicke i fizioloske sli¢nosti (Khalid, 2011). Poznate su po upotrebi
prilikom fermentacije hrane te su odgovorne za poboljSanje okusa i teksture fermentiranih
prehrambenih proizvoda (Mokoena, 2017). Gram-pozitivni su, nesporulirajuci i nepokretni
mikroorganizmi, ¢ija deoksiribonukleinska kiselina ima nizak gvanin + citozin sadrzaj.
Zahtijevaju anaerobne ili fakultativno aerobne uvjete rasta, a mogu biti u obliku koka ili
Stapic¢a. Sposobnost prilagodbe na razliCite uvjete staniSta, bakterijama mlijeCne kiseline
omogucava nastanjivanje raznolikih podrucja koja su bogata nutrijentima. Prema tome, BMK
obitavaju u namirnicama poput mlije¢nih proizvoda, mesa i povrcéa, ali su i uobicajeni
stanovnici ljudskih sluznica kao §to su usna Supljina, urogenitalni i gastrointestinalni trakt
(GIT) (Bintsis, 2018; Khalid, 2011). BMK imaju slozene prehrambene potrebe za
aminokiselinama, peptidima, nukleotidnim bazama, vitaminima, mineralima, masnim
kiselinama i ugljikohidratima, a optimalni pH rasta BMK krece se izmedu 5,5 15,8 (Mokoena,
2017). Ne mogu sintetizirati komponente respiratornog lanca, citokrom i porfirin, stoga ne
mogu generirati adenozin trifosfat (ATP) gradijentom protona. Shodno tome, BMK iskljucivo
dobivaju ATP fermentacijom, najéeSc¢e Secera. Osim Sto su poznate po proizvodnji mlijeCne
kiseline kao krajnjeg produkta fermentacije ugljikohidrata, BMK su uklju¢ene u proizvodnju
drugih produkata poput organskih kiselina, poliola, egzopolisaharida i antimikrobnih spojeva
te se zbog toga Siroko primjenjuju u prehrambenoj industriji, primjerice kao starter kulture
(Bintsis, 2018; Khalid, 2011). Klasifikacija BMK ponajvise se temelji na stani¢noj morfologiji
(koki, Stapi¢i ili tetrade), nacinu fermentacije glukoze (homolakti¢na ili heterolakti¢na
fermentacija), rasponu temperature rasta, konfiguraciji proizvedene mlije¢ne kiseline (D-, L-
oblik mlije¢ne kiseline ili oba oblika), sposobnosti rasta pri visokim koncentracijama soli 1
otpornosti na kiseline i luzine (Khalid, 2011). BMK su svrstane u koljeno Firmicutes, razred
Bacilli i red Lactobacillales te uklju¢uju rodove Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Pediococcus, Streptococcus, Aerococcus, Alloiococcus, Carnobacterium, Dolosigranulum,
Enterococcus, Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus i Weissella, od kojih je
Lactobacillus najveci te je vecina vrsta iz roda Lactobacillus izolirana upravo iz GIT-a ljudi i
zivotinja. Molekularne tehnike Klasifikacije i identifikacije BMK, poput 16S rDNA
sekvenciranja, danas sve vise zamjenjuju tradicionalne fenotipske metode, buduéi da pruzaju

to¢niju identifikaciju pojedinac¢nih sojeva (Mokoena, 2017). Pripadnici reda Lactobacillales



imaju relativno mali genom, a broj gena varira izmedu 1600 i 3000 (Khalid, 2011). BMK su
tijekom evolucije izgubile oko 1000 gena, ukljuc¢ujuci gene koji kodiraju za kofaktore, hem
citokrome i katalazu te gene koji su ukljuceni u sporulaciju. Medutim, BMK su duplikacijom
gena i horizontalnim prijenosom gena stekle oko 86 novih gena pa tako i gene koji su odgovorni
za otpornost na antibiotike. BMK imaju cirkularne i linearne plazmide koji su ukljuceni u
fermentaciju ugljikohidrata, aktivnost proteinaza, proizvodnju bakteriocina, mehanizme

obrane od faga i mehanizme otpornosti na antibiotike (Konig i Frohlich, 2017).

2.1.1. Metabolizam bakterija mlije¢ne Kiseline

BMK su kemotrofni mikroorganizmi koji energiju pridobivaju oksidacijom kemijskih
spojeva (Khalid, 2011). Tri osnovne metabolicke aktivnosti BMK su glikoliza, proteoliza i
lipoliza (Bintsis, 2018), a fermentacija Secera predstavlja osnovni proces pridobivanja energije.
BMK mogu asimilirati ugljikohidrate homolakti¢nom ili heterolakti¢cnom fermentacijom koje
rezultiraju razli¢itim krajnjim produktima (Khalid, 2011). Obligatorne homofermentativne
BMK prevode ugljikohidrate u mlije¢nu kiselinu kao jedini krajnji produkt. Prva faza
homolakti¢ne fermentacije podrazumijeva reakcije glikolize prilikom kojih se heksoze prevode
u piruvat koji se zatim reducira u mlijeénu kiselinu (glikolizom 1 mola glukoze dobiju se 2
mola mlije¢ne kiseline i 2 mola ATP-a). Neke od obligatornih homofermentativnhih BMK su
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus amylophilus, Lactobacillus bulgaricus i
Lactobacillus helveticus. U stresnim uvjetima, kao $to su ograni¢ena dostupnost glukoze ili
prisutnost drugih ugljikohidrata, visoke pH vrijednosti ili niske temperature, nekKi
homofermentativni mikroorganizmi mogu proizvesti mravlju Kiselinu djelovanjem piruvat-
format liaze (Khalid, 2011; Bintsis 2018). Heterolakti¢na fermentacija je proces prilikom kojeg
se uz mlije¢nu kiselinu kao krajnji produkt formiraju i koprodukti; ugljikov dioksid, etanol i/ili
octena kiselina. Pentoza fosfatnim putem glukoza se degradira do gliceraldehid-3-fosfata,
acetil-fosfata i ugljikovog dioksida. Zatim se gliceraldehid-3-fosfat glikolizom prevodi do
mlije¢ne kiseline, a acetil-fosfat se konvertira u etanol i/ili octenu kiselinu. Odnos izmedu
nastale koli¢ine etanola i1 octene kiseline ovisi o sposobnosti mikroorganizma da reoksidira
nikotinamid adenin dinukleotid koji nastaje u ranim fazama procesa te o energetskim
potrebama samog mikroorganizma. Obligatorne heterofermentativne BMK samo ovim
metabolickim putem fermentiraju ugljikohidrate, a neke od njih su Levilactobacillus brevis,

Limosilactobacillus fermentum i Limosilactobacillus reuteri (Bintsis, 2018).



Budu¢i da BMK za rast trebaju aminokiseline, vitamine i nukleotidne baze koje ne
mogu same sintetizirati, osim ugljikohidrata, metaboliziraju i proteine (Bintsis, 2018). Ovisno
o vrsti i soju, BMK je za rast potrebno 6 do 14 razli¢itih aminokiselina, na primjer, pripadnici
roda Lactococcus za nesmetan rast trebaju glutaminsku Kiselinu, glicin, leucin, izoleucin,
histidin, metionin i valin. Obzirom da su aminokiseline u mlijeku sastavni dio proteina, a sama
koli¢ina slobodnih aminokiselina je nedostatna za potrebe BMK, hidroliza proteina u mlijeku,
naj¢esce kazeina, jedna je od centralnih metaboli¢kih aktivnosti BMK (Kieliszek i sur., 2021;
Bintsis, 2018). Osim S$to proteoliza BMK rezultira proizvodnjom niza spojeva koji imaju
blagotvoran uc¢inak na ljude, upravo je taj proces odgovoran za razvoj karakteristi¢nog okusa i
teksture fermentiranih mlije¢nih proizvoda (Wang i sur., 2021; Bintsis, 2018). Proteoliza se
kod BMK odvija u nekoliko koraka, ukljucujué¢i degradaciju proteina, transport peptida,
degradaciju peptida i katabolizam aminokiselina. Proces zapocinje djelovanjem membranskKi
vezanim proteinazama koje cijepaju proteine do oligopeptida, zatim sljedi transport dipeptida,
tripeptida 1 oligopeptida u stanice, nakon cega se peptidi u stanici cijepaju na aminokiseline
djelovanjem razli¢itih peptidaza poput endopeptidaza, aminopeptidaza, dipeptidaza,

tripeptidaza i prolin specifi¢nih peptidaza (Wang i sur., 2021).

Lipoliza kod BMK podrazumjeva razgradnju mlije¢ne masti do slobodnih masnih
kiselina i glicerola. U odnosu na proteolizu, lipoliza manje pridonosi razvoju tipi¢nih
organolepti¢kih svojstava fermentirane hrane, medutim, pojedine slobodne masne kiseline
odgovorne su za aromu odredenih sireva. Osim toga, reagiraju s alkoholima ili slobodnim
sulfhidrilnim skupinama, formirajuci estere i tioestere te su prekursori brojnih okusnih

komponenti kao $to su laktoni (Bintsis, 2018).

2.1.2. Adhezijski mehanizmi bakterija mlije¢ne kiseline

GIT odraslog ¢ovjeka uobi¢ajeno sadrzi oko 10* bakterijskih stanica s vise od 1000
razlic¢itih vrsta bakterija (DeGruttola i sur., 2016). Crijevna mikrobiota ima vaznu ulogu u
odrzavanju homeostaze, utjece na metabolicke procese, fizioloske funkcije, imunoloski sustav,
probavu hrane i $titi domacina od patogena (Antal i sur., 2019). Kada je homeostaza crijevnih
bakterija poremecena, dolazi do disbioze. Disbioza je definirana neravnoteZom u sastavu
bakterija, promjenama u metabolickim aktivnostima bakterija ili promjenama u distribuciji
bakterija unutar crijeva. Disbioza mikrobiote podrazumijeva gubitak ukupne bakterijske

raznolikosti odnosno gubitak korisnih bakterija i prekomjerni rast potencijalno patogenih



bakterija (DeGruttola i sur., 2016). Disbioza mikrobiote GIT-a smatra se jednim od najé¢es¢ih
¢imbenika koji pridonose razvoju mnogih gastrointestinalnih bolesti (de Moreno de LeBlanc i
LeBlanc, 2014). Patogeni mikroorganizmi se prije svega moraju pric¢vrstiti za povrsinu sluznice
kako bi izazvali crijevne infekcije. Mikroorganzimi poput BMK s visokom adhezijskom
sposobnoscu, to jest s ve¢im afinitetom za crijevnu sluznicu u odnosu na patogene, od velikog
Su znacaja, obzirom da se u¢inkovitije vezu i tako iskljucuju patogene (Alp i sur., 2019). Smatra
se da je bakterijska adhezija na intestinalne povrsine najprije potaknuta nespecificnim fizickim
vezanjem kao S$to su hidrofobne interakcije, nakon cega slijedi adhezija posredovana
specifiécnim komponentama stani¢ne stijenke (Monteagudo-Mera i sur., 2019). Crijevne
epitelne stanice prekriva mukozni sloj koji se ve¢inom sastoji od glikoziliranih proteina
(mucina) 1 glikolipida. Osim §to pruza zastitu od enteropatogena i potencijalno Stetnih antigena,
mukozni sloj djeluje kao mjesto za pri¢vr§éivanje bakterija koje koloniziraju crijeva (van Zyl i
sur., 2020; Boekhorst i sur., 2006). BMK poput L. reuteri posjeduju povrsinske molekule kao
Sto su mukus-vezujuci proteini (engl. Mucus-binding proteins). Mukus-vezujuéi proteini
sadrze Mub 1/ili MucBP (engl. MUCin-Binding Protein) domene i posreduju u interakciji s
mucinima. lako su MucBP domene prisutne kod razli¢itih bakterijskih vrsta, ukljuujuéi i
patogene poput Listeria monocytogenes, one se gotovo isklju¢ivo nalaze u BMK izoliranim iz
GIT-a covjeka (Alp i sur., 2019; Monteagudo-Mera i sur., 2019). Osim toga, smatra se da
lipoteihonska kiselina prisutna na stani¢noj povrSini BMK djeluje kao posrednik adhezije na
epitelne stanice ¢ovjeka. Nadalje, egzopolisaharidi koje mikroorganizmi izlu¢uju van stanice,
sudjeluju u nespecificnoj adheziji na bioti¢ke i abioticke strukture. Adhezija posredovana
egzopolisaharidima ovisi 0 njihovoj strukturi, vrsti i koncentraciji u GIT-u (Alp i sur., 2019).
Naime, osim $§to pospjeSuju adheziju razli¢itih probioti¢kih sojeva na crijevnu sluznicu,
egzopolisaharidi mogu ,,prekriti adhezivne faktore probiotika, ometajuci njihovo prianjanje
na epitelne crijevne stanice. Stovise, egzopolisaharidi se mogu vezati na crijevni mukus i
kompetitivno inhibirati adheziju samih probiotika, §to moze rezultirati vezanjem
enteropatogena na crijeva posredstvom egzopolisaharida (Alp i sur., 2019; Xu i sur., 2019).
Pretpostavlja se da flagele i pili BMK takoder pospjesuju proces adhezije (Monteagudo-Mera
i sur., 2019). Pojedine Lactobacillus vrste imaju SpaCBA pilus graden od tri vrste pilin
podjedinica (SpaA, SpaC i SpaB). SpaCBA pilus prvi put je okarakteriziran kod bakterije
Lacticaseibacillus rhamnosus GG. Afinitet za komponente crijevne povrSine poput mukusa,
kolagena i epitelnih stanica, uglavnom se pripisuje SpaC podjedinici SpaCBA pilusa (Megta i
sur., 2020; Alp i sur., 2019). Ostali povrsinski proteini poput fibronektin-vezujucih proteina

(engl. Fibronectin-binding proteins, FBPs) i S-proteina (engl. Surface layer proteins) takoder



doprinose bakterijskoj adheziji na crijevnu sluznicu, a samim time i procesu ekskluzije

patogena (Monteagudo-Mera i sur., 2019).

2.2. PROBIOTICI

Vecina BMK ima GRAS status (engl. Generally Recognized as Safe) te se danas one
smatraju jednom od najznacajnijih skupina probiotickih mikroorganizama (Colombo i sur.,
2018; Gupta i sur., 2018). Osim BMK, narocito pripadnika rodova Lactobacillus i
Enterococcus, bakterijske vrste iz roda Bifidobacterium, Escherichia coli Nissle 1917 i kvasac
Saccharomyces boulardii najcesée su koristeni mikroorganizmi koji pokazuju probioticko
djelovanje i sastojci su brojnih dodataka prehrane i funcionalne hrane (Plaza-Diaz i sur., 2019).
Prema Organizaciji za hranu i poljoprivredu i Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji, probiotici su
skupina zivih mikroorganizama koji kada se konzumiraju u adekvatnoj koli¢ini, ostvaruju
blagotvoran ucinak na zdravlje domacina. Probioticki sojevi BMK mogu se izolirati iz razli¢itih
izvora kao $to su fermentirana hrana, Zivotinje i ljudi (Gupta i sur., 2018). Medutim, vecina
probiotika dostupna na trziStu, izolirana je iz humane mikrobiote zbog njihove sigurnosti,
sposobnosti prezivljavanja u GIT-u i adhezijske sposobnosti (de Melo Pereiro i sur., 2018;
Gupta i sur., 2018).

Da bi se neki mikroorganizam smatrao probiotikom, mora zadovoljavati odredene
kriterije (Soccol i sur., 2010). Potencijalni probiotici moraju pro¢i sigurnosnu procjenu $to
podrazumijeva taksonomsku identifikaciju, odredivanje metabolicke aktivnosti te provjeru
virulentnosti, toksi¢nosti, hemoliticke aktivnosti i rizika od prijenosa gena odgovornih za
otpornost na antibiotike (de Melo Pereiro i sur., 2018; Gupta i sur., 2018). Prije svega,
probiotici moraju biti otporni na stresne uvjete GIT-a, to jest na djelovanje enzima prisutnih u
usnoj Supljini i Zelucu, niske pH vrijednosti, Zu¢ne soli, Zelu¢ane sokove i toplinski sok. Zatim
treba procijeniti imaju li potencijalni probiotici sposobnost adhezije i koloniziranja epitelnih
stanica GIT-a. Svojstvo mikrobne adhezije na epitelne stanice sisavaca obi¢no se analizira na
stani¢nim linijama kao $to su stani¢na linija kolorektalnog karcinoma Caco-2 i stani¢na linija
kolorektalnog adenokarcinoma HT-29. Nadalje, vazno je da probiotici djeluju protiv
potencijalnih patogena, proizvodnjom izvanstani¢nih antimikrobnih komponenti (organske
kiseline, vodikov peroksid, bakteriocini i peptidi male molekulske mase), kompetitivhom
ekskluzijom, koagregacijom i stimuliranjem imunoloskog sustava (de Melo Pereiro i sur.,

2018). Pri odabiru mogu¢ih probiotika, nuzno je utvrditi njihovu ucinkovitost. Ovdje se



ucinkovitost odnosi na fiziolosku i geneticku stabilnost, sposobnost reprodukcije, dobra
senzorska svojstva i odrzivost soja tijekom obrade proizvoda, skladiStenja pa do kraja roka
trajanja proizvoda (Gupta i sur., 2018). Kako bi se postigla zdravstvena dobrobit, probiotici
moraju biti odrzivi i prisutni u visokim koncentracijama, obi¢no od 10° do 10® CFU/g
proizvoda. Prilikom odabira probiotika za ljudsku upotrebu, provode se ispitivanja in vitro i
testovi na Zivotinjskim modelima, nakon ¢ega je potrebno provesti klinicka ispitivanja kako bi
se potvrdila njihova sigurnost i djelotvornost (de Melo Pereira i sur., 2018; Shewale i sur.,
2014).

2.2.1. Mehanizmi djelovanja probiotika

Probiotici pokazuju znacajan terapijski potencijal (Bermudez-Brito i sur., 2012). van
Zyl 1 suradnici (2020) navode samo neke od blagotvornih ucinaka probiotika koji ukljucuju
stimulaciju imunolo$kog sustava domacina, prevenciju dijareje uzrokovane primjenom
antibiotika, lijeCenje upalne bolesti crijeva (engl. Inflammatory bowel disease, IBD) isindroma
iritabilnog crijeva (engl. Irritable bowel syndrome, IBD), ublazavanje intolerancije na laktozu,
snizavanje razine kolesterola i prevenciju gastrointestinalnih infekcija. Medutim, mehanizmi
koji su odgovorni za pozitivno djelovanje probiotika na zdravlje domacina jo$ uvijek nisu u
potpunosti razjasnjeni (Bermudez-Brito i sur., 2012). Pretpostavlja se da je odredeni u¢inak
probiotika rezultat kombinacije viSe razli¢itih na¢ina djelovanja te da je specifican za svaki
pojedini soj (van Zyl i sur., 2020; Bermudez-Brito i sur., 2012). Harzallah i Belhadj (2013) u
svom radu predlazu tri temeljna mehanizma djelovanja probiotika: probiotici utje¢u na ljudsko
zdravlje jaCanjem crijevne barijere, stupanjem u interakcije s drugim prisutnim
mikroorganizmima i djelovanjem na imunoloski sustav domacina. Neki od mehanizama

djelovanja probiotika prikazani su na slici 1.

Crijevni epitel predstavlja selektivnho propusnu barijeru, omoguéava apsorpciju
hranjivih tvari, sprje¢ava gubitak vode i elektrolita, dok istovremeno ograni¢ava ulazak
potencijalno Stetnih antigena i mikroorganizama (Suérez i sur., 2021; Vancamelbeke i
Vermeire, 2017). Ukoliko se narusi homeostaza crijevne barijere, Stetni ¢imbenici mogu
dospjeti u submukozu i izazvati upalne reakcije koje €esto rezultiraju crijevnim poremecajima
kao $to je IBD (Bermudez-Brito i sur., 2012). Medustani¢ni ¢vrsti spojevi (engl. Tight junction,
TJ) dio su crijevne mehanicke barijere, a sastoje se od medustani¢nih proteina poput zonula

occludens (ZO) i cingulina te membranskih proteina; okludina, klaudina i spojnih adhezijskih



molekula (engl. Junction adhesion molecule, JAM). Studije pokazuju da probiotici povecavaju
ekspresiju gena koji kodiraju za spomenute proteine i ukljuceni su u TJ signaliziranje te tako
odrZzavaju integritet crijevne epitelne barijere (Gou i sur., 2022; Bermudez-Brito i sur., 2012).
Primjerice, Lactiplantibacillus plantarum MB452 povecava ekspresiju gena koji kodiraju za
proteine ZO-1, ZO-2, okludin i cingulin i regulira ekspresiju gena koji su ukljuceni u
razgradnju proteina C¢vrstog spoja Sto stabilizira ¢vrsti spoj i pospjesuje funkciju crijevne
barijere (Gou i sur., 2022). Osim toga, Gou i suradnici (2022) isti¢u da probiotici mogu ublaziti
ostecenja crijeva i pomoc¢i u obnovi crijevne barijere kroz regulaciju apoptoze i proliferacije
crijevnih epitelnih stanica. Da bi enteropatogeni kolonizirali crijevni epitel i izazvali infekciju,
najprije moraju prodrijeti kroz mukozni sloj (van Zyl i sur., 2020). Studije pokazuju da
probiotict odrzavaju funkciju crijevne barijere, reguliranjem ekspresije mucina i formiranjem
mukoznog sloja. Na primjer, Lactobacillus acidophilus A4 povecava ekspresiju MUC2 (glavni
sekretorni mucin GIT-a) §to inhibira vezanje Escherichia coli O157:H7 na HT-29 crijevne
epitelne stanice (Gou i sur., 2022). Osim toga, probiotici poticu epitelne stanice na otpusanje
antimikrobnih defenzina koji djeluju protiv bakterija, virusa i gljivica te stabiliziraju funkciju

crijevne barijere (Bermudez-Brito i sur., 2012).

Kompetitivna ekskluzija podrazumijeva natjecanje razli¢itih vrsta bakterija za dostupne
hranjive tvari i receptorska mjesta intestinalnog trakta (Bermudez-Brito i sur., 2012; Collado i
sur., 2010). Probioti¢ki sojevi s visokom adhezijskom sposobno$¢u vezu se na ista receptorska
mjesta u GIT-u kao brojni patogeni i na taj nacin sprjeavaju njihovu adheziju (van Zyl i sur.,
2020). Pokazano je da L. rhamnosus GG mehanizmom kompetitivhne ekskluzije inhibira
adheziju bakterije Enterococcus faecium. Pili bakterije L. rhamnosus GG posreduju u vezanju
na crijevnu sluznicu §to ometa adheziju E. faecium koja posjeduje sli¢ne pili strukture
(Monteagudo-Mera i sur., 2019). Osim toga, probiotici mogu modificirati svoju okolinu kako
bi je uéinili manje pogodnom za rast patogena (Collado i sur., 2010). Antimikrobno djelovanje
probiotika ocituje se u njihovoj sposobnosti sinteze organskih kiselina i antibakterijskih
peptida. Probioticke BMK fermentiraju ugljikohidrate u GIT-u, §to rezultira sintezom
organskih kiselina poput mlije¢ne i octene kiseline koje snizavaju pH i tako inhibiraju rast
prisutnih patogena. BMK proizvode bakteriocine koji uzrokuju destrukciju ciljnih stanica
formiranjem pora 1/ili inhibicijom sinteze stani¢ne stijenke. Na primjer, bakteriocini nisin,
kojeg proizvodi Lactococcus lactis, plantaricin bakterije Lactiplantibacillus plantarum i
lakticin B iz L. acidophilus djeluju protiv enteropatogena iz hrane ukljucujuéi rodove Listeria,

Clostridium, Bacillus i druge (van Zyl i sur., 2020; Bermudez-Brito i sur., 2012). Pojedini



Bifidobacterium i Lactobacillus sojevi sintetiziraju konjugiranu linolnu Kiselinu (CLA) koja
potencijalno ima antikancerogenu aktivnost. Stovise, vrste iz roda Lactobacillus sintetiziraju
antifungalne tvari poput benzojeve kiseline, metilhidantoina, mevalonolaktona i
kratkolan¢anih masnih kiselina. Osim toga, probiotici proizvode dekonjugirane zucne Kiseline
(engl. de-conjugated bile acids) koje pokazuju jac¢i antimikrobni u¢inak u odnosu na zucne soli

samog domacina (Bermudez-Brito i sur., 2012).

Poznato je da probiotici imaju imunomodulacijski u¢inak (Bermudez-Brito i sur.,
2012). Probioticke bakterije mogu potaknuti protuupalnu reakciju urodene imunosti
signaliziraju¢i dendtritickim stanicama da luce protuupalne citokine kao §to je interleukin 10
(IL-10). Osim toga, istrazivanja pokazuju da pojedini probiotic¢ki sojevi Smanjuju proizvodnju
proupalnih citokina i na taj nacin sprjecavaju upalu izazvanu patogenima. Nadalje, probiotici
stimuliraju proizvodnju imunoglobulina A. Oslobodena antitijela u lumenu crijeva mogu
inhibirati adheziju patogena na crijevne epitelne stanice blokiranjem njihovih adhezivnih
receptora na stanicnoj membrani. Odredeni probioticki sojevi moduliraju imunoloske
mehanizme domacina djelovanjem na fagocite kao Sto su makrofagi. IstraZivanjem na
miSevima, pokazano je da je inhibicija enteropatogena Pseudomonas aeruginosa i L.
monocytogenes sojem Lacticaseibacillus casei u korelaciji s povecanjem broja makrofaga (van
Zyl i sur., 2020).
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Slika 1. Mehanizmi djelovanja probiotika (prema Gou i sur., 2022)



2.3. EGZOPOLISAHARIDI

Egzopolisaharidi (EPS) su ekstracelularni bioloski polimeri koje mikroorganizmi,
ukljucujué¢i BMK, izlucuju kao odgovor na stres (Maajid i sur., 2022). Buduc¢i da BMK imaju
GRAS status, egzopolisaharidi BMK, takoder se smatraju sigurnim za upotrebu pa se ¢esto
primjenjuju u prehrambenoj industriji kao prirodni zgus$njivaéi, emulgatori i stabilizatori u
svrhu poboljsanja fizikalno-kemijskih svojstava prehrambenih proizvoda. Nadalje, EPS
pokazuju  funckionalna  svojstva  poput  antioksidativnog, antikancerogenog,
imunomodulacijskog, antibakterijskog, hipoglikemijskog i antihipertenzivnog djelovanja,
snizavaju kolesterol u krvi i promicu kolonizaciju probiotika u crijevima domacina (Xu i sur.,
2019). Najistaknutiji rodovi BMK koji proizvode EPS su Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Enterococcus i Weisella (Maajid i sur., 2022).

Obzirom na strukturu, EPS se dijele na homopolisaharide i heteropolisaharide.
Homopolisaharidi se sastoje od D-glukoznih ili D-frukotoznih podjedinica. Homopolisaharidi
koji su sastavljeni od D-glukoznih podjedinica povezanih a- ili B-glikozidnim vezama,
formiraju a-glukane odnosno B-glukane. Homoposlisaharidi sastavljeni od D-fruktoznih
podjedinica povezanih B-glikozidnim vezama formiraju fruktane; levan i inulin. S druge strane,
heteropolisaharidi se sastoje od dvije do osam razli¢itih monosaharidnih podjedinica, a to su
obi¢no D-glukoza, D-galaktoza i L-ramnoza. Osim toga, N-acetil-glukozamin, N-acetil-
galaktozamin, D-glukuronska kiselina, D-manoza i glicerol, sastavne su komponente

heteropolisaharida (Maajid i sur., 2022).

Biosinteza homopolisaharida odvija se izvan bakterijske stanice uslijed djelovanja
izvanstani¢nih ili na stanicu vezanih glikansaharaza koje pripadaju Kklasi glikotransferaza.
Navedeni enzimi kataliziraju hidrolizu saharoze uslijed Cega se energija oslobodena iz
glikozidnih veza koristi za vezanje monosaharidnih ostataka na rastu¢i lanac glikana, §to
rezultira glukanom i fruktanom. Obzirom na njihov produkt, glikansaharaze se dijele na
transglukozidaze i transfruktozidaze. Transglukozidaze ukljucuju dekstransaharazu,
mutansaharazu i reuteransaharazu koje su kodirane gtf genima, a transfruktozidaze,
levansaharazu i inulosaharazu, kodirane ftf genima. Biosinteza heteropolisaharida je znatno
sloZzenija u odnosu na biosintezu homopolisaharida (Xu i sur., 2019). lako mehanizam
biosinteze heterpolisaharida jos nije u potpunosti razjasnjen, Xu i sur. (2019) u svom radu

navode moguci biosintetski put heteropolisaharida koji se odvija u ¢etiri koraka: 1) Transport
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i fosforilacija Secera fosfoenol piruvat fosfotransferaza sistemom ili transport Secera
permeazom; 2) Formiranje Secernih nukleotida; 3) Formiranje i transport EPS-ponavljajuéih

jedinica; 4) Polimerizacija ponavljajucih jedinica i eksport dugackog lanca heteropolisaharida.

2.3.1. Funkcija egzopolisaharida

EPS povecavaju Sanse prezivljavanja probiotickih sojeva u GIT-u uslijed formiranja
egzopolisaharidnog zastitnog sloja koji povecava toleranciju probiotika na nepovoljne uvjete
poput niskog pH, prisutnosti soli Zu¢nih kiselina i razli¢itih probavnih enzima. Osim toga, kao
Sto je ve¢ spomenuto, posreduju u adheziji na epitelne crijevne stanice $to olakSava
kolonizaciju intestinalnog trakta. Nadalje, EPS pospjeSuju kolonizaciju crijeva imunoloskom
evazijom, to jest formiranjem zastitnog Stita (engl. Protective shield) ili induciranjem
regulatornih T-stanica, $to rezultira imunoloskom tolerancijom na sojeve. Ujedno, probioti¢ki
sojevi koji proizvode EPS natjeCu se s patogenima za nutrijente i prostor te na taj nacin

ogranic¢avaju njihov rast (Xu i sur., 2019).

Prebiotici su neprobavljivi sastojci hrane ili tvari koje selektivno poticu rast i/ili
aktivnost bakterija koje koloniziraju debelo crijevo i promicu zdravlje (Bindels i sur., 2015).
Pojedini EPS koje proizvode BMK, mogu se koristiti kao prebiotici, budu¢i da su visoko
otporni na uvjete GIT-a i poticu rast probiotika u crijevima. Tako na primjer, homopolisaharid
dekstran kojeg sintetizira Weisella cibaria RBA12, pokazuje visoku otpornost na hidrolizu
umjetnim zelu¢anim sokom, a-amilazom i crijevnom teku¢inom te pospjesuje rast probiotickih
Bifidobacteria i Lactobacillus species (Xu i sur., 2019). Juraskova i suradnici (2022) u svom
radu navode primjer istrazivanja u kojem je pokazano da prisutnost EPS-a u GIT-u domac¢ina

potice rast laktobacila koji proizvode laktazu $to umanjuje simptome intolerancije na laktozu.

Kao §to je i prethodno spomenuto, EPS pokazuju antitumorsko i antioksidativno
djelovanje. Istrazivanja in vitro pokazuju da se antitumorska aktivnost EPS-a o¢ituje u njihovoj
sposobnosti inhibicije proliferacije tumorskih stani¢nih linija poput HT-29, Caco-2, stanicne
linije hepatoma (HepG-2), stani¢ne linije raka gusterace (PANC-1), Ehrilchovih tumorskih
stanica (EAC), stanica raka dojke (MCF-7) i stanica raka Zeluca (BGC-823) (Xu i sur., 2019).
Nakupljanje slobodnih radikala dovodi do oksidativnog stresa u Zivim organizmima i ostecuje
makromolekule poput deoksiribonukleinske i ribonukleinske kiseline, proteina i lipida Sto

rezultira oStecenjima tkiva koja kasnije mogu doprinjeti razvoju ili progresiji raznih bolesti
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poput neurodegenerativnih poremecaja, raka i pretilosti (JuraSkova i sur., 2022).
Antioksidativno djelovanje EPS-a, dokazano je in vitro na temelju njihove sposobnosti vezanja
2,2-difenil-1-1-pikrilhidrazil (DPPH), 2,2"-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)
(ABTS), hidroksil i superoksid radikala te sposobnosti inhibiranja peroksidacije lipida.
Primjerice, pomocu eksperimentalnog modela kolitisa, pokazano je da Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus B3 soj, koji daje visok prinos EPS-a, reducira oksidativni stres
(Xu isur., 2019).

Mnoga istrazivanja in vitro pokazuju da EPS svojom antibakterijskom aktivnoscu
kontroliraju rast patogena i formiranje biofilmova te sprjeCavaju nastanak infekcija
uzrokovanih patogenima (Xu i sur., 2019). Na primjer, pokazano je da heteropolisaharidi
izolirani iz Lactobacillus kefiranofaciens ucinkovito inhibiraju patogene poput L.
monocytogenes i Salmonella enteritidis. Osim toga, smatra se da je antiviralna aktivnost EPS-
a rezultat njihove imunomodulatorne sposobnosti, $to je istrazeno na miSevima zarazenim
virusom gripe. Rezultati istrazivanja pokazuju da EPS koje sintetizira L. bulgaricus ublazavaju
virusnu infekciju, poticanjem aktivnosti NK stanica (engl. natural killer cells) i proizvodnjom

imunoglobulina G1 i A (Juraskova i sur., 2022).

Prema dosadas$njim istrazivanjima, veli¢ina i naboj EPS-a, glavni su ¢imbenici koji
odreduju njihov utjecaj na imunitet. lako postoje iznimke, EPS manje molekulske mase u
pravilu pokazuju bolji imunolo8ki u¢inak. Smatra se da je razlog bolja topljivost u vodi i lakse
vezanje na stani¢ne receptore. Osim toga, EPS s ukupnim negativnim nabojem pri fizioloskom
pH rasponu pokazuju bolji imunostimuliraju¢i uc¢inak u odnosu na neutralne EPS-e.
Imunomodulacijska aktivnost egzopolisaharida BMK proucava se uz pomo¢ modela koji se
temelje na stani¢nim linijama sliénim makrofagima. RAW264.7, jedan je od najces¢ih
stani¢nih modela koji se koriste u tu svrhu. Makrofagi imaju vaznu ulogu u obrani organizma
od mikrobnih infekcija i tumora. EPS aktiviraju makrofage tako §to poti¢u lu¢enje proupalnih
(TNF-a, IL-6, IL-B, IL-12, IFN-y, NO) i protuupalnih (IL-4, IL-10) medijatora te kemokina
(MCP-1, MIP-1a, CCL-20), povecavaju fagocitnu sposobnost, poti¢u morfoloske preinake i
proliferaciju. Limfociti slezene misa (NK stanice, T-stanice i B-stanice) takoder se koriste za
in vitro imunoloska istrazivanja EPS-a. Studije pokazuju da EPS bakterije L. plantarum
promi¢u proizvodnju dusikovog oksida, interleukina-12p70, kemokina RANTES (engl.
Regulated upon Activation, Normal T Cell Expressed and Secreted) i ekspresiju MHC 11 i
CD86 i na taj nacin aktiviraju dendriticke stanice koje predocuju antigene T-Stanicama

imunoloskog sustava. MiSevi koji su imunosuprimirani uslijed tretiranja ciklofosfamidom,
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koriste se kao modeli za in vivo istrazivanja u¢inaka EPS-a na imunitet (Xu i sur., 2019). Shin
i sur. (2016) u svom radu, navode da se EPS bakterije Pediococcus pentosaceus KFT18 mogu
koristiti kao imunostimulansi, buduéi da povecavaju imunoloske indekse timusa i slezene te
broj limfocita i neutrofila u modelu imunosuprimiranih miseva. Na miSevima se proucava i
blagotvorno djelovanje EPS-a na potpuno zdrave pojedince. Prema tome, EPS, osim S$to
reguliraju aktivnost NK stanica, razinu citokina, dusikovog oksida i imunoglobulina A i G u
serumu, reguliraju i proizvodnju citokina i imunoglobulina crijevne sluznice i razinu

imunoglobulina A u fecesu (Xu i sur., 2019).

PoviSen krvni tlak i kolesterol u krvi povecavaju rizik od razvoja kardiovaskularnih
bolesti. Sve veéi broj studija pokazuje da EPS mogu regulirati razinu kolesterola u serumu
poja¢avanjem lu¢enja zucnih kiselina (Juraskova i sur., 2022). Hipoglikemijsko djelovanje
EPS-a ocituje se u njihovoj sposobnosti inhibicije aktivnosti a-glukozidaze i a-amilaze.
Nadalje, istrazivanje na spontano hipertenzivnim Stakorima pokazuje da kefiran, EPS kojeg
proizvodi Lactobacillus kefiranofaciens WT-2B, smanjuje krvni tlak inhibicijom aktivnosti

angiotenzin | konvertiraju¢eg enzima (Xu i sur., 2019).

2.4. S-PROTEINI

S-sloj (engl. S-layer/surface layer) je pravilno ureden, parakristalni, visoko porozni,
dvodimenzionalni sloj koji tijekom svih stadija rasta i stanicne diobe u potpunosti prekriva
stani¢nu povrSinu Archaea i mnogih bakterija (Gerbino i sur., 2015; Fagan i sur., 2014; Sleytr
i sur., 2011). S-sloj je obi¢no debljine od 5 do 20 nm, dok debljina S-sloja kod Archaea moze
dose¢i 70 nm (Pum i Sleytr, 2014). Sastoji od identi¢nih proteinskih ili glikoproteinskih
podjedinica koje su poravnate po kosoj, kvadratnoj ili heksagonskoj simetriji Sto je vidljivo
elektronskim mikroskopom i shematski prikazano na slici 2 (Gerbino i sur., 2015; Alp i sur.,
2020).

Kosa simetrija 5 Kvadratna simetrija D 4 Heksagonska simetrija
p

pi

Slika 2. Shematski prikaz razli¢itih vrsta resetki S-sloja (prema Mobili i sur., 2010)
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Neke bakterije posjeduju dva ili vise S-slojeva poslozenih jedni na druge, a sastoje se
od razli¢itih vrsta podjedinica. Pore S-sloja zauzimaju od 30 do 70 % povrsine, identi¢ne su
veli¢inom i morfologijom, a njihov promjer iznosi od 2 do 8 nm (Sleytr i sur., 2011). Proteini
koji ¢ine S-sloj nazivaju se S-proteinima, njihova molekulska masa krece se izmedu 25 do 200
kDa. Imaju visok sadrzaj kiselih, hidrofobnih aminokiselina i lizina, a siromasni su
aminokiselinama sa sumporom. Samim time, S-proteini imaju negativan ukupan naboj i nisku
izolektricnu tocku. Iznimka su S-proteini bakterija iz roda Lactobacillus, ¢ija se izoelektri¢na
tocka krece u rasponu od 9,4 do 10,4. Kod Gram-pozitivnih bakterija i nekih Archaea, S-sloj
je nekovalentno vezan na komponente stanine stijenke poput peptidoglikana, polimera
sekundarne stani¢ne stijenke i pseudomureina, dok je kod Gram-negativnih bakterija, S-sloj
pricvrs¢en za lipopolisaharide vanjske membrane stanice. S-proteini gradeni su od dvije
strukturne regije; regija odgovorna za vezanje na stani¢nu stijenku i regija odgovorna za
samostalno organiziranje S-proteina u S-sloj (Pavkov-Keller i sur., 2011). Regija odgovorna
za vezanje S-proteina na stani¢nu stijenku nalazi se na N- ili C-terminalnom kraju. Pojedine
bakterije na N-terminalnom kraju posjeduju karakteristicne SLH domene (engl. S-layer
homology) koje se sastoje od oko 55 aminokiselina i uklju¢ene su u vezanje S-proteina na
stani¢nu stijenku prepoznavanjem SCWP-a (engl. Secondary Cell Wall Polymer). S-proteini
Gram-negativnih bakterija vezu se svojim N- ili C-terminalnim krajem za komponente vanjske
membrane (Pavkov-Keller i sur., 2011; Sleytr i sur., 2011). S-proteini imaju Siroku primjenu
zahvaljuju¢i moguénosti modifikacije njihovih prirodnih svojstava tehnikama genetickog
inzenjerstva. Mogu se Koristiti kao matriks za imobilizaciju funkcionalnih molekula i
nanocestica, za proizvodnju uredaja za dijagnostiku, membrana za ultrafiltraciju i biosenzora,

za razvoj cjepiva i drugo (Sleytr i sur., 2011).

2.4.1. Funkcija S-proteina

Obzirom na dosadasnja istrazivanja, Smatra se da S-proteini odreduju i odrzavaju oblik
stanice, djeluju kao imunomodulatori, molekularno sito i mjesto vezanja za razli¢ite molekule
ili ione te bakterijama omogucavaju adheziju (Gerbino i sur., 2015). Osim biotehnoloski vaznih
bakterija, patogeni mikroorganizmi takoder eksprimiraju S-proteine koji djeluju kao faktori
virulencije i osiguravaju adheziju na stanice domacina i komponente izvanstani¢nog matriksa
te koagregaciju s drugim mikroorganizmima (Alp i sur., 2020; Gerbino i sur., 2015; Sleytr i

sur., 2014). Nadalje, S-proteini sudjeluju u formiranju biofilma i zastiti bakterijske stanice od
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nepovoljnih uvjeta poput promjene pH, radijacije, mehanickog i osmotskog stresa,
bakteriofaga i drugo (Gerbino i sur., 2015). Unato¢ mnostvu predlozenih funkcija, ne postoji
jedinstvena uloga S-sloja karakteristicna za sve mikroorganizme koji ga posjeduju, a kod
mnogih vrsta njegova uloga je i dalje nepoznata. Medutim, jasno je da su S-proteini od velikog
znacaja bakterijama koje ih proizvode zbog svoje visoke zastupljenosti, konvergente evolucije

i metaboli¢kog opterecenja potrebnog za njihovu sintezu i odrzavanje (Fagan isur., 2014).

Buduc¢i da S-proteini ¢ine vanjski sloj mikroorganizama, ostvaruju izravan kontakt s
okolinom zbog Cega se smatra da su odgovorni za njihova povrSinska svojstva poput
sposobnosti agregacije i adhezije na makromolekule ekstracelularnog matriksa i epitelne
stanice (Gerbino i sur. 2015; Mobili i sur., 2010). Autoagregacija (nakupljanje bakterija istog
soja) karakteristi¢na za probioticke sojeve, predstavlja prvi korak u adheziji na crijevne epitelne
stanice (Jankovi¢ i sur., 2012; Mobili i sur., 2010). Stovise, BMK mogu sprije¢iti adheziju
patogenih bakterija na crijevnu sluznicu formiranjem barijere uslijed autoagregacije (Li i sur.,
2015). Sposobnost agregiranja pojedinih BMK s patogenima to jest koagregacija isto tako
smanjuje vjerojatnost vezanja patogena na crijevni epitel i rezultira inhibicijom rasta patogenih
sojeva u gastrointestinalnom i urogenitalnom traktu (Alp i sur., 2020; Li i sur., 2015). Uloga
S-proteina u agregacijskim procesima istrazuje se njihovim uklanjanjem s bakterijske povrsine
djelovanjem kemijskih sredstava poput litijevog klorida. Prema tome, uklanjanje S-sloja
rezultira smanjenom sposobno$¢u autoagregacije kod razli¢itih vrsta iz roda Lactobacillus
(Gerbino i sur., 2015; Hyndnen i Palva, 2013). Osim toga, Alp i suradnici (2020) su pokazali
da uklanjanje S-proteina uvelike smanjuje koagregaciju pojedinih sojeva BMK sa Salmonella
enerica serotip Enteritidis. Kao $to je ve¢ navedeno, adhezijska sposobnost jedan je od glavnih
kriterija za selekciju potencijalnih probiotika. Preduvjet je za kolonizaciju crijevne sluznice,
omogucava probiotickim sojevima interakciju s domac¢inom, modulaciju imunolosSkog sustava
domacina 1 antagonisticko djelovavnje prema nepozeljnim mikroorganizmima (Bermudez-
Brito i sur., 2012). Uloga S-sloja u adheziji, demonstrirana je njegovim uklanjanjem kod soja
Lactobacillus acidophilus M92 sto rezultira smanjenom bakterijskom adhezijom na svinjski
crijevni epitel kao 1 na mi§je epitelne stanice tankog crijeva. Sposobnost adhezije na proteine
izvanstani¢nog matriksa kao §to su kolagen, laminin, fibronektin i fibrinogen, intenzivno se
istrazuje kod raznih sojeva laktobacila, buduci da potencijalno ima vaznu ulogu u kompeticiji
s patogenima (Gerbino i sur., 2015). Gerbino i suradnici (2015) navode primjer istrazivanja u
kojem je pokazana sposobnost S-proteina bakterije Lactobacillus crispatus da inhibiraju

adheziju enterotoksi¢nog soja E. coli na laminin.
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Druga vazna funkcija S-proteina podrazumjeva njihovu ulogu mehanicke barijere koja
bakterijama pruza zastitu u nepovoljnim uvjetima poput onih u GIT-u. Usporedbom
prezivljavanja pojedinih Lactobacillus sojeva u simuliranim uvjetima Zelu¢anog i crijevnog
soka prije i nakon uklanjanja S-proteina, ustanovljena je njihova zastitna uloga. Nadalje,
istrazivanjem na Lactobacillus acidophilus NCC2628, opazeno je da je u odsutnosti peptona,
ukupni sadrZaj proteina stani¢ne stijenke manji, dok je ekspresija S-proteina znacajno pojacana
u odnosu na kompletni medij. To sugerira da se S-proteini ponajprije eksprimiraju u uvjetima
koji nisu optimalni za bakterijski rast. S-proteini odgovorni su i za otpornost mikroorganizama
na ekstremne uvjete poput visoke temperature, gama-zracenja i prisutnosti teSkih metala. Osim
toga, smatra se da su S-proteini uklju¢eni u formiranje biofilma, sto takoder osigurava vecu

otpornost mikroorganizama na razli¢ite stresne uvjete (Gerbino i sur., 2015).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Radni mikroorganizmi

U ovom radu koriStene su bakterije mlije¢ne kiseline roda Lactobacillus izolirane iz

majcinog mlijeka i test-mikroorganizam prikazani 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 1. Bakterijski sojevi iz Zbirke mikroorganizama Laboratorija za tehnologiju

antibiotika, enzima, probiotika i starter kultura, koji su koriSteni u ovom radu

Typhimurium

Bakterijski sojevi Oznaka soja Hranjive podloge i uvjeti
rasta
Levilactobacillus brevis MB1 MRS, 37 °C, anaerobno
Levilactobacillus brevis MB2 MRS, 37 °C, anaerobno
Levilactobacillus brevis MB13 MRS, 37 °C, anaerobno
Levilactobacillus brevis MB20 MRS, 37 °C, anaerobno
Limosilactobacillus MC1 MRS, 37 °C, anaerobno
fermentum
Salmonella enterica serovar FP1 BHI, 37 °C, aerobno

3.1.2. Stani¢ne linije

Za ispitivanje sposobnosti kompetitivne ekskluzije patogene bakterije S. enterica i

imunomodulacijskog djelovanja probiotickih sojeva koriStena je Caco-2 stani¢na linija. To je

kontinuirana stani¢na linija koja sadrZi heterogene ljudske tumorske stanice kolorektalnog

epitela.
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3.1.3. Hranjive podloge

U radu su koristene sljedeée hranjive podloge:
a) za odrzavanje i uzgoj bakterija mlijecne kiseline
e MRS (De Man, Ragosa i Sharpe) agar (,,Biovit®“, Italija), sastava (g/L destilirane vode):
pepton 10,0; mesni ekstrakt 10,0; kvasc¢ev ekstrakt 5,0; glukoza 20,0; Tween 80 1,0;
MgSO, - 7H,0 0,1; MnSO, - 7H,0 0,05; natrijev acetat 5,0; agar 20,2. pH vrijednost
podloge iznosi 6,5, a sterilizacija se provodi pri 121 °C tijekom 15 minuta.
e MRS bujon (,,Biovit®, Italija) istog je sastava kao podloga MRS agar, ali bez dodataka
agara (,,Biovit“, Italija).
b) za odrzavanje i uzgoj bakterije Salmonella enterica serovar Typhimurium FP1
e BHI (Brain Heart Infusion) bujon (,,Biovit®, Italija) sastava (g/L destilirane vode):
infuzije teleceg mozga i1 govedeg srca i peptoni 27,7; glukoza 2; NaCl 5; puferi 2,5. pH
podloge je 7,4, a sterilizacija se provodi pri 121 °C tijekom 15 minuta.
c) selektivna hranjiva podloga za izolaciju bakterije Salmonella enterica serovar
Typhimurium FP1
e XLD (Xylose Lysine Deoxycholate) agar (,,Biolife”, Italija) sastava (g/L destilirane
vode): ksiloza 3,5 g/L; L-lizin 5,0 g/L; laktoza 7,5 g/L; saharoza 7,5 g/L; NaCl 5,0 g/L;
kvascev ekstrakt 3,0 g/L; deoksikolna kiselina 2,5 g/L, natrijev tiosulfat 6,6 g/L; amonij
zeljezov citrat 0,8 g/L; fenol crveno 0,8 g/L; agar 13,5 g/L. 55 g podloge je
resuspendirano u 1000 mL hladne destilirane vode, zatim zagrijavano uz mijeSanje dok
se potpuno otopilo (bez autoklaviranja) te je ohladeno na 45-50 °C, dobro promije$ano
i izliveno u sterilne Petrijeve zdjelice.

d) za kultivaciju Caco-2 stani¢ne linije

e Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12, ,,Capricorn
Scientific GmbH*, Njemacka) s 10 % fetalnog govedeg seruma (,,Gibco*, SAD)

3.1.4. Kemikalije

akrilamid/bisakrilamid, ,,Sigma-Aldrich“, SAD

amonij-persulfat (APS), ,,Kemika*, Hrvatska
bromfenol plavo, ,,Sigma-Aldrich®, SAD
CBA kit, ,,LEGENDplex; Biolegend*, SAD
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citokin hTNF-a, ,,Miltenyi Biotec”, SAD

Coomassie Brilliant Blue, ,,Termo Fisher Scientific*, SAD
dekomplentirani fetalni tele¢i serum (FCS), ,,Gibco®, SAD

destilirana voda, PBF, Hrvatska

dithiothreitol (DTT), ,,Thermo Fisher Scientific*, SAD

Dulbecco's Modified Eagle's Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham (DMEM/F12),
,»Capricorn Scientific GmbH*, Njemacka

etanol, ,,Kemika“, Hrvatska

etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA), ,,Sigma-Aldrich“, SAD

fetalni govedi serum (FBS), ,,Gibco*, SAD

fosfatni pufer, ,,Capricorn Scientific GmgH*, Njemacka

fosfatni pufer, ,,Kemika“, Hrvatska

glicerol, ,,Alkaloid*, Makedonija

glicin, ,,Gram-Mol*, Hrvatska

govedi albumin (BSA), ,,Sigma“, SAD

gvanidin hidrokolorid (GHC]), ,,Sigma-Aldrich®, SAD

I-Block, ,,Thermo Fisher Scientific®, SAD

izopropanol, ,,Kemika“, Hrvatska

karbonatni bikarbonatni pufer (pH = 9,6), ,,Thermo Fisher Scientific*, SAD
led, PBF, Hrvatska

ledena octena kiselina, ,,Kemika®, Hrvatska

lipopolisaharidi E. coli 0.111:B4, ,.Sigma-Aldrich“, SAD

natrijev dodecilsulfat (SDS), ,,Sigma-Aldrich®, SAD

natrijev klorid, ,,Sigma-Aldrich®, SAD

natrijeva luzina (NaOH), ,,Kemika“, Hrvatska

Penicilin/Streptomycin (Pen/Strep), ,,Capricorn Scientific GmbH*, Njemacka
standard za elektroforezu proteina ProSieve QuadColor (molekulske mase 4,6-315
kDa), ,,Lonza“, SAD

TEMED (N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin), ,,Sigma-Aldrich*, SAD

Tris (hidroksimetil)-aminometan (Tris-HC]), ,,CarloErba®, Italija

Triton X-100, ,,AppliChem”, Njemacka
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e ZG16 protein [engl. recombinant human secretory lectin ZG16 protein (Fc chimera)],
,2Abcam®, Velika Britanija
e [(-merkaptoetanol, ,,Sigma-Aldrich“, SAD

3.1.5. Aparatura i pribor

analiticka vaga ,,Scaltec, Njemacka

e autoklav, ,,Sutjeska‘, Jugoslavija

e automatske pipete, ,,Eppendorf*, SAD

e automatske pipete, ,,Corning*, SAD

e Bunsenov plamenik, ,,OMM Laboratory Equipment®, Italija

e centrifuga Centric 160, ,,Tehtnica®, Slovenija

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

e centrifuga s hladenjem 5810R, ,,Eppendorf*, SAD

e cCita¢ mikrotitarskih ploca Infinite F Plex, ,,Tecan®, Svicarska

e clektroforetske kadice, ,,Cleaver, Scientific Ltd*, Velika Britanija

e cpruvete 16x160 mm, ,,Scherf Prizision Europe GmbH*, Njemacka

e Erlenmeyerove tikvice, ,,Golias“, Slovenija

e hladnjak, ,,Gorenje*, Slovenija

e igla za nanosenje proteinskih uzoraka, ,,Hamilton*, SAD

e (CO2 inkubator, ,,Thermo Fisher Scientific®, SAD

e kadica za elektroforezu, ,,Eppendorf “, SAD

e Kivete za centrifugiranje (15 mL i 50 mL), ,,Falcon, Engleska

e Kivete za centrifugiranje (15 mL), ,,Nerbe Plus®, Njemacka

e komora za elektroforezu ,,Sigma“, SAD

e laboratorijske ¢aSe, ,,Gram-Mol“, Hrvatska

e laminar, ,Iskra®, Slovenija

e liofilizator ,,Chrust Alpha 1-2 LD plus“ (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen
GmbH), Njemacka

e magnetna mjesalica ,,Tehtnica®, Slovenija

e membrana za dijalizu (10-14 kDa), ,,SERVA Electrophoresis*, Njemacka

e mikrotitarske plocCice (24 1 96 jazica), ,,Falcon®, Engleska
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mikrotitarska plocica od 96 jazica (Coating half area 96 well high binding plate),
,Corning®, SAD

napajanje za elektroforetske kadice, ,,Bio-Rad*, SAD
nastavci za automatske pipete, ,,Eppendorf, SAD
nastavci za automatske pipete, ,,Corning®, SAD
Petrijeve zdjelice, ,,Golias®, Slovenija

plasti¢ne tubice (1,5 mL 12 mL), ,,Eppendorf, SAD
platforma za inkubaciju, ,,Bio-Rad*, Njemacka
protoc¢ni citometar, LSR 11, ,,Becton Dickinson“ SAD
stalci za epruvete, ,,NeoLab*, Njemacka

stalci za kivete, ,,NeoLab®, Njemacka

Stapi¢ po Drigalskom, ,,FL Medical®, Italija

T-boca 25 cm?, ,,Corning®, SAD

termomikser comfort, ,,Eppendorf”, SAD

termostat, ,Instrumentarija®, Hrvatska

vaga, ,,Iehtnica®“, Slovenija

vibro-mjesac¢ Vortex V-1 plus, ,,BioSan®, Latvija
zamrzivac (-20 °C), ,,Gorenje®, Slovenija

zamrzivac (-80 °C), ,.Eppendorf, SAD

3.2. METODE RADA

3.2.1. Odrzavanje 1 cuvanje mikroorganizama i stani¢nih linija

Sojevi bakterija mlijecne kiseline (BMK) cuvani su pri -80 °C u MRS tekucoj

hranjivoj podlozi uz dodatak 15 % (v/v) glicerola, a patogeni test-mikroorganizam u BHI

bujonu uz dodatak 15 % (v/v) glicerola. Dan prije eksperimenta sojevi su inokulirani u svjezu

hranjivu podlogu te inkubirani pri optimalnim uvjetima rasta navedenim u tablici 1.

Stanice Caco-2 stani¢ne linije ¢uvane su u komplethom mediju DMEM/F12 s 10 %
fetalnog teleceg seruma (FCS) uz dodatak 10 % dimetil-sulfoksida (DMSO) na -196 °C.
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3.2.2. Kompetitivna ekskluzija potencijalno patogene bakterije S. enterica serovar
Typhimurium FP1 sojevima BMK

Provedeno je in vitro ispitivanje kompetitivne ekskluzije patogene bakterije S. enterica
serovar Typhimurium FP1 sojevima L. brevis MB1, MB2, MB13 i MB20 koji sadrze S-sloj i

L. fermentum MC1 koji proizvodi egzopolisaharide, primjenom Caco-2 stani¢ne linije.

3.2.2.1. Priprema Caco-2 stanicne linije

Centifugiranjem Caco-2 stani¢ne linije, nakon odmrzavanja u vodenoj kupelji pri 37
°C, stanic¢na suspenzija je prebacena u svjezi medij i centrifugirana tijekom 5 minuta na 300 g.
Uklonjen je supernatant koji je sadrzavao ostatke DMSO. Stanice su nakon ispiranja
resuspendirane s 1 mL svjezeg EMEM medija prethodno temperiranog na 37 °C i nacijepljene
u Petrijeve zdjelice promjera 5 cm. Nakon 24 sata propagacije, Caco-2 stanice su iz Petrijevih
zdjelica inokulirane u T-bocu volumena 25 cm?® gdje su odrzavane na temperaturi od 37 °C u
5 %-tnoj atmosferi CO2 uz dodatak 10 % (v/v) toplinom inaktiviranog (56 °C tijekom 30
minuta) fetalnog govedeg seruma. Medij je mijenjan svaka 2 dana, a stanice su uzgajane do
subkonfluentnog stanja. Nakon ispiranja stanica fosfatnim puferom kako bi se uklonio zaostali
medij, stanice su inkubirane u 1-2 mL 0,25 % (w/v) tripsina pri 37 °C 5-10 minuta kako bi se
odvojile od podloge. Nakon §to je utvrdeno da su se stanice odvojile od podloge, stanice Su
resuspendirane u mediju sa serumom i izbrojane u Birker-Tirkovoj komorici. Kona¢no,
pripremljena je suspenzija stanica u koncentraciji 10° stanica/mL. U svaku od 24 jaZice na
mikrotitarskoj ploCici dodan je po 1 mL suspenzije stanica. Stanice su zatim Kultivirane u
mediju uz dodatak seruma na 37 °C i u 5 %-tnoj atmosferi CO> tijekom tjedan dana s izmjenom
medija svaka dva dana. Prije postavljanja eksperimenta kompetitivne ekskluzije probiotickim

sojevima, Caco-2 stanice su isprane fosfatnim puferom tri puta.

3.2.2.2. Priprema BMK i patogene bakterije S. enterica

Prekonoé¢ne kulture sojeva BMK, uzgojene anaerobno pri 37 °C u MRS bujonu,
centrifugirane su pri 4200 o/min tijekom pet minuta kako bi se stanice odvojile od podloge. Isti
postupak proveden je s kulturom S. enterica serovar Typhimurium FP1, uzgojenom preko noc¢i
u BHI bujonu pri 37 °C u aerobnim uvjetima. Talozi stanica BMK i patogene bakterije isprani
su dva puta s fizioloSkom otopinom te je izmjerena opticka gustoca tako priredenih suspenzija

pri As20 U mikrotitarskoj plocici. Zatim je provedeno centrifugiranje pri 4200 o/min tijekom 10
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minuta, a talozi stanica resuspendirani su u odgovaraju¢im volumenima EMEM kako bi se

dobio OD = 1.

3.2.2.3. Kompetitivna ekskluzija sojevima BMK

U svaku jazicu koja sadrzi Caco-2 stanice dodano je po 1 mL suspenzije BMK nakon
Cega je slijedila inkubacija od 1 sata pri 37 °C. Caco-2 stanice su zatim isprane fosfatnim
puferom te je u jazice dodano po 1 mL suspenzije bakterije Salmonella enterica serovar
Typhimurium FP1 i nastavljena je inkubacija tijekom 1 sata pri 37 °C. Nakon toga, stanice su
ispirane 3 puta s 1 mL fosfatnog pufera po jazici kako bi se uklonile neadhezirane bakterijske
stanice. Kako bi se Caco-2 stanice, zajedno sa stanicama koje su se na njih adhezirale, odlijepile
od podloge, u jazice je dodan 1 mL 0,05 % (v/v) otopine Triton X-100. Sadrzaj svake jaZice je
zatim centrifugiran 5 min pri 4200 o/min kako bi se dobio talog stanica, koji je zatim
resuspendiran u 1 mL fosfatnog pufera te je odreden broj bakterijskih stanica indirektnom

metodom prema postupku opisanom u poglavlju 3.2.3.

3.2.3. Odredivanje broja zivih mikroorganizama indirektnom metodom

Broj zivih bakterija odreden je indirektnom metodom, odnosno nacjepljivanjem
priredenih decimalnih razrjedenja suspenzija bakterijskih stanica u sterilnoj fizioloskoj otopini
na odgovarajuce selektivne hranjive podloge u obliku kapi (10 pL) u dvije paralele. Nakon 48
h inkubacije (aerobne za test-mikroorganizam, anaerobne za BMK) pri 37 °C, izbrojane su
porasle kolonije i izra¢unat je broj zivih stanica (engl. colony-forming units, CFU) po mililitru
uzorka. Za odredivanje broja poraslih bakterijskih stanica Salmonella enterica serovar
Typhimurium FP1 koriStena je selektivna podloga XLD agar, a za odredivanje broja poraslih

bakterijskih stanica BMK sojeva MRS agar.

3.2.4. Odredivanje sposobnosti adhezije sojeva bakterija mlijecne kiseline na protein ZG16

Kako bi se ispitala sposobnost adhezije odabranih sojeva na protein ZG16, u jazice
mikrotitarske plocice od 96 jazica najprije je dodano 50 pL proteina ZG16 odnosno I-Block
reagensa (kontrola) koncentracije 8 pg/ml, nakon cega je provedena inkubacija na
horizontalnoj mjesalici (platformi) tijekom 4 sata na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije,

sadrzaj jazica je uklonjen i u njih je dodano 100 pL 1 %-tne otopine BSA u fosfatnom puferu
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te je uslijedila prekono¢na inkubacija pri 4 °C. Suspenzije sojeva L. brevis MB1, MB2, MB13,
MB20 i L. fermentum MC1 kojima je prethodno podesena koncentracija na vrijednost 10°
CFUlvijalici, pohranjene uz dodatak 10 %-tnog glicerola na -20 °C, su nakon otapanja i
respendiranja u 10 mL DMEM/F12 medija, centrifugirane 15 minuta na 3220 g. Nakon
odlijevanja nadtaloga, u epruvete s bakterijskim suspenzijama, dodano je 0,2 mL DMEM/F12
medija i podesena je koncentracija bakterija na 1000 CFU/uL. U jazice je dodano po 50 pL
pripremljenih bakterijskih suspenzija te je uslijedila inkubacija tijekom 16 sati pri 37 °C i 5 %-
tnoj atmosferi CO». Jazice su nakon inkubacije isprane tri puta sa 100 uL fosfatnog pufera,
zagrijanim na 37 °C. U jazice je zatim dodano 50 pL 10 mM dithiothreitola te je uslijedila
inkubacija na platformi tijekom 15 minuta, kako bi se odvojile adhezirane bakterijske stanice.
Sadrzaj jazica prebacen je u tubice od 2 mL, a jaZice su isprane najprije sa 100 uL 1 %-tne
otopine BSA u fosfatnom puferu, a zatim jos jednom sa 100 pL fosfatnog pufera. Nakon toga
je u tubice dodano po 1,5 mL fosfatnog pufera te je uslijedilo centrifugiranje tijekom 15 minuta
na 3220 g. Nakon pazljivog odlijevanja nadtaloga, sadrzaj tubica resuspendiran je u 50 pL
fosfatnog pufera te je provedeno nasadivanje u duplikatu po 25 uL suspenzije na prethodno
pripremljene MRS agar ploc¢e. Nakon 48 sati anaerobne inkubacije pri 37 °C, izbrojane su

porasle kolonije.

3.2.5. lzolacija S-proteina L. brevis sojeva

Prekono¢ne kulture sojeva L. brevis MB1, MB2, MB13 i MB20 uzgojene propagacijom
do 200 mL centrifugirane su 10 minuta pri 4200 o/min te je talog stanica ispran s fosfatnim
puferom (pH = 7,4). S-proteini su ekstrahirani s povrsine stanica dodatkom 5 M GHCIl-a uz
inkubaciju na ledu i snazno mijeSanje tijekom 2 sata, nakon ¢ega je slijedilo centrifugiranje
tijekom 10 minuta pri 4200 o/min. Dobiveni ekstrakti proteina, koji se nalaze u supernatantu,
su prebaceni u membranu za dijalizu (10-14 kDa) te je uslijedila dijaliza suspenzija S-proteina
u destiliranoj vodi tijekom 72 sata uz Ceste izmjene. Nakon provedene dijalize, uzorci su
liofilizirani u uredaju Christ Alpha 1-2 LD.

3.2.6. SDS-poliakrilamidna gel elektroforeza (SDS-PAGE) S-proteina

100 pL taloga stanica i 15 pL uzoraka proteina (Supernatanata) sojeva L. brevis MB1,

MB2, MB13 i MB20, dobivenih prema postupku opisanom u poglavlju 3.2.5., pomijesano je s
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2x koncentriranog Laemmli pufera. Suspenzije su zatim prokuhane 5 minuta, centrifugirane na
13000 o/min tijekom 5 minuta te je 15 pl supernatanta naneseno u jazice prethodno
pripremljenog poliakriamidnog gela. Osim toga, 1 mg prethodno liofiliziranih uzoraka
resuspendirano je u 10 pL destilirane vode te je dodan jednak volumen 2x koncentriranog
Laemmli pufera. Suspenzije su zatim prokuhane 5 minuta, centrifugirane na 13000 o/min
tijekom 5 minuta, 15 pL supernatanta naneseno je u jazice prethodno pripremljenog
poliakriamidnog gela te je provedena SDS-PAGE elektroforeza. Uzorci su analizirani na 10 %
(v/v) poliakrilamidnom gelu u komori za elektroforezu pri konstantnom naponu od 150 V
tijekom 1 h. Kao standard je koristen protein ProSieve QuadColor (4,6-315 kDa). Nakon
provedene elektroforeze, gel je inkubiran u otopini za bojanje koja sadrzi 0,02 % Coomassie
Brilliant Blue praha, 25 % izopropanola i 10 % octene kiseline tijekom najmanje 2 sata. Gel je

zatim stavljen u otopinu octene kiseline [10 % (v/v)] do obezbojenja pozadine te skeniran.

Priprema 2x koncentiranog Laemmli pufera (10 mL):
1,25 mL 1M Tris-HCI (pH 6,8)

4 mL SDS [10 % (w/v)]

2 mL glicerol (100 %)

0,5mL0,5MEDTA

4 mg bromfenol plavo

0,2 mL R-merkaptoetanol

Nadopuniti destiliranom vodom do 10 mL.

Priprema poliakrilamidnog gela (10 %):

a) donji gel (za razdvajanje proteina):
Tris-HCI (pH 8,8) 2,5 mL
Akrilamid 3 mL
Destilirana voda 2,5 mL
TEMED (N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin) 5 puL
APS (amonij-persulfat) 38 puL

b) gornji gel (za sabijanje uzoraka):
Tris-HCI (pH 6,8) 3,195 mL
Akrilamid 0,45 mL
TEMED (N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin) 7,5 pL
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APS (amonij-persulfat) 33,75 puL

Priprema 10x konc. pufera za elektroforezu (1000 mL):
30 g Tris

144 g glicin

10 g SDS

Nadopuniti destiliranom vodom do 1000 mL.

3.2.7. Izolacija egzopolisaharida vezanih na stanice soja L. fermentum MC1

Izolacija egzopolisaharida vezanih na povrSinu soja MCI1 provedena je prema
postupku opisanom u Ferrari i sur. (2022). Ukratko, nakon 72 sata inkubacije pri 30 °C 500
mL soja L. fermentum MC1, uzgojenog u MRS bujonu uz dodatak 2 % (w/v) glukoze,
centrifugirano je 30 minuta na 8000 o/min kako bi se stanice odvojile od podloge. Talog stanica
je zatim ispran s fizioloSkom otopinom, te je, nakon centrifugiranja 5 min pri 8000 o/min,
inkubiran u jednom volumenu 2 M NaOH uz mijeSanje na magnetskoj mjesalici. Nakon 24-
satne inkubacije, suspenzija je centrifugirana pri 8000 o/min tijekom 30 minuta kako bi se
uklonili netopljivi materijali. Egzopolisaharidi su istalozeni iz supernatanta dodatkom 4
volumena hladnog etanola, nakon ¢ega je uslijedila prekono¢na inkubacija pri 4 °C. Nakon
centrifugiranja pri 8000 o/min tijekom 30 minuta, talog je resuspendiran u destiliranoj vodi.
Dijaliza suspenzije egzopolisaharida, otopljenih u destiliranoj vodi, provedena je u membrani
za dijalizu veli¢ine pora 12-14 kDa i destiliranoj vodi kao dijalizatu. Nakon provedene dijalize,
uzorci su liofilizirani u uredaju Christ Alpha 1-2 LD plus 1 izvagani te je izraCunat prinos EPS-

a.

3.2.8. Odredivanje imunomodulacijskog djelovanja S-proteina i egzopolisaharida na Caco-2
stani¢noj kulturi nakon tretmana s LPS-om i hTNF-a, odredivanjem ekspresije proupalnih
citokina CBA metodom proto¢nim citometrom

Kako bi se odredio imunomodulacijski u¢inak S-proteina i egzopolisaharida (EPS) na
Caco-2 stanicama podvrgnutim upalnim uvjetima uz dodatak BMK, izdvojenih proteina i
egzopolisaharida, pracena je koncentracija izlu¢enih proupalnih citokina TNF-a, IL-18, IL-6 i
IL-8 u kultivacijskom mediju. Upalni proces potaknut je primjenom lipopolisaharida (LPS)

porijeklom iz bakterije E. coli 0.111:B4 i citokina hTNF-a (engl. human tumor necrosis factor-
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). Otopina LPS-a iz E. coli pripremljena je u kompletnom mediju (DMEM/F12 + glutamin +
10 % FBS), u koncentraciji od 1 pg/mL, dok je citokin hTNF-a, pripravljen u koncentraciji od
20 ng/mL u kompletnom mediju (DMEM/F12 + glutamin). Sojevima BMK podesen je
multiplicitet infekcije (engl. multiplicity of infection, MOI) na 2,5 bakterija po stanici,
nazvanim MOI 2,5.

Prekono¢no uzgojene kulture sojeva L. brevis MB1, MB2, MB13 i MB20 koji
eksprimiraju S-proteine i L. fermentum MC1 koji proizvodi EPS-¢e, centrifugirane su pri 4200
o/min tijekom 5 minuta, a talozi stanica isprani su s fizioloSkom otopinom. Koncentracija
probiotickih bakterija podesena je na vrijednost 5 x 10> CFU/mL, koncentracija S-proteina,
izoliranih prema postupku opisanom u poglavlju 3.2.5., podeSena je na 25 ug/mL, te
koncentracija EPS-a, izoliranih prema postupku opisanom u poglavlju 3.2.7., podes$ena je na
0,5 mg/L. Caco-2 stanice nasadene su u mikrotitarsku plodicu od 96 jazica uz izmjenu
kompletnog medija (DMEM/F12 + glutamin + 10 % FBS + antibiotici) svaka dva dana. Nakon
formiranja monosloja, medij je uklonjen iz jazica te je u njih dodano 0,1 mL kompletnog medija
(DMEM/F12 + glutamin) s 20 ng/mL hTNF-a, dok je u kontrolne jazice dodan samo 0,1 mL
kompletnog medija (DMEM/F12 + glutamin). Nakon kultivacije od 12 sati pri 37 °C u 5 %-
tnoj atmosferi CO2, medij je uklonjen te su jazice isprane s 0,2 mL kompletnog medija
(DMEM/F12 + glutamin). Zatim je u odgovarajuce jazice dodano 0,2 mL pripremljenog medija
uz dodatak probiotickih bakterija (MOI 2,5), odnosno S-proteina (25 pg/mL) ili EPS-a (0,5
mg/L). Nakon toga, u sve jazice dodano je 2 UL otopine LPS-a kona¢ne koncentracije od 1
pg/mL. Uslijedila je kultivacija tijekom 16 sati pri 37 °C u 5 %-tnoj atmosferi CO,. Nakon
zavrSene kultivacije, iz svake jazice uzorkovano je po 100 uL medija u sterilnu mikrotitarsku
ploc¢icu od 96 jazica zaobljenog dna te je provedeno centrifugiranje pri 3000 g tijekom 10
minuta. Nadtalozi su prebaceni u sterilne tubice od 1,5 mL i pohranjeni na -80 °C. Nakon
odmrzavanja, uzorci su analizirani CBA (engl. cytometric bead array) metodom, proto¢nim
citometrom prema uputi proizvodaca CBA kita za odabrane citokine. CBA metoda je
kvantitativna imuno metoda koja se temelji na primjeni vezujucih i detekcijskih antitijela, kao
i ELISA metoda, s detekcijom fluorescentnih signala proto¢nim citometrom, a omogucuje
istovremenu i racionalnu detekciju veéeg broja analita. Dobiveni podaci fluorescencije
analizirani su koriStenjem GainData® (arigo's ELISA Calculator, dostupno na poveznici

https://www.arigobio.com/ELISA-calculator).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. ADHEZIJA SOJEVA BAKTERIJA MLIJECNE KISELINE

Uspjesna kolonizacija povrSine sluznice, koja je izravna posljedica bakterijske
adhezije, nedvojbeno je primarni preduvjet za stabilno i uc¢inkovito probioticko djelovanje
BMK (Yadav i sur., 2015). Prema tome, sposobnost adhezije na intestinalne povrsine, jedan je
od najvaznijih kriterija prilikom selekcije potencijalnih probiotika (Gupta i sur., 2018).
Crijevne epitelne stanice prekrivene su mukoznim slojem koji sprjecava translokaciju crijevne
mikrobiote u podlezeca tkiva (Schroeder, 2019). Osim njegove zastitne uloge, mukozni sloj
djeluje kao mjesto vezivanja bakterija kao $to su BMK koje imaju vaznu ulogu u odrzavanju
normalne funkcije crijeva i otpornosti na patogene mikroorganizme (Boekhorst i sur., 2006).
Proteomskim analizama identificiran je lektinu slican protein ZG16 (engl. zymogen granule
membrane protein 16, ZG16) kao obilna komponenta mukusa (Bergstrom i sur., 2016).
Funkcija proteina ZG16 jo$ uvijek nije u potpunosti razjasnjena, medutim poznato je da
inhibira prodiranje bakterija u mukus koji prekriva epitel debelog crijeva (Javitt i sur., 2021).
Budu¢i da protein ZG16 moze vezati Gram-pozitivne bakterije, u ovom radu ispitana je

sposobnost adhezije sojeva BMK na protein ZG16 (Bergstrom i sur., 2016).

Sposobnost adhezije na rekombinantni ljudski sekretorni lektin ZG16 protein (engl.
recombinant human secretory lectin ZG16 protein, ZG16), promatrana je in vitro kod sojeva
L. brevis MB1, MB2, MB13, MB20 i L. fermentum MC1. Kao kontrola je koristen I-Block
reagens, visoko prociS¢eni reagens za blokiranje na bazi kazeina. Na slici 3 prikazani su
rezultati ispitivanja adhezijske sposobnosti sojeva BMK, izrazeni kao postotak adheziranih
bakterija u odnosu na pocetni broj bakterija dodanih u jazice mikrotitarske plocCice. Iz
dobivenih podataka, vidljivo je da svi sojevi BMK u odredenoj mjeri veZzu protein ZG16,
medutim MB20 daleko najuspjesnije adhezira ZG16, dok soj MB2 pokazuje najslabiju
adheziju na protein ZG16. Vezanje bakterija na kazein za sve istrazivane sojeve BMK je manje
od 0,01 %.
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Slika 3. Adhezija sojeva Levilactobacillus brevis MB1, MB2, MB13, MB20 i
Limosilactobacillus fermentum MC1 na rekombinantni ljudski sekretorni lektin ZG16 protein
(engl. recombinant human secretory lectin ZG16 protein, ZG16), odnosno I-Block reagens,

visoko procis¢eni reagens za blokiranje na bazi kazeina, koristen kao kontrola

Nakon prezivljavanja u uvjetima GIT-a, probioticki sojevi koji posjeduju adhezijska
svojstva konkuriraju za nutrijente i mjesta vezivanja te koloniziraju intestinalni trakt.
Adhezijom se produljuje vrijeme zadrzavanja u crijevima, a time i blagotvorni u¢inak na
zdravlje domacina (Muscairello i sur., 2020; Uroi¢ i sur., 2016). Iz dobivenih rezultata vidljivo
je da soj MB20 najbolje veze protein ZG16, §to potvrduje hipotezu o njegovoj potencijalnoj
primjeni kao probiotik. Na slici 3 vidljiva je razlika u stupnju adhezije na ZG16 kod ispitivanih
sojeva BMK iz ¢ega se moze zakljuciti da je adhezijska sposobnost specifi¢na za svaki pojedini
soj. Dobiveni rezultati u skladu su s dosadas$njim analizama adhezije probiotic¢kih sojeva na
povrsinu crijevne sluznice odnosno proteine ekstracelularnog matriksa. Yadav i suradnici

(2015) su u svom radu ispitali sposobnost adhezije nekoliko sojeva Lactiplantibacillus

29



plantarum na imobilizirane proteine mucin i fibronektin, prilikom ¢ega je opazeno da neki od

ispitivanih sojeva uspjesnije vezu odabrane proteine od ostalih.

4.2. ULOGA S-PROTEINA 1 EGZOPOLISAHARIDA SOJEVA BAKTERIJA
MLIJECNE KISELINE U MODULACIJI IMUNOLOSKOG SUSTAVA

4.2.1. 1zolacija S-proteina i egzopolisaharida Lactobacillus sojeva

Kako bi se ispitalo imunomodulacijsko djelovanje samih S-proteina, provedena je
izolacija S-proteina prisutnih na povrsini stanica L. brevis MB1, MB2, MB13 i MB20 te je
uspjesnost izolacije potvrdena SDS-PAGE elektroforezom. Prema rezultatima SDS-PAGE
elektroforeze, prikazanim na slici 4, vidljivo je da su u supernatantu prisutni S-proteini koji su
se odvojili od stanica, dok se u stanicnom talogu nalaze neznatne koli¢ine S-proteina sto
potvrduje uspjesnu izolaciju S-proteina svih sojeva BMK. Uzorci S-proteina su nakon
provedene dijalize liofilizirani kako je prikazano na slici 5 te je provedena SDS-PAGE

elektroforeza liofiliziranih uzoraka. Na slici 4 takoder su vidljive proteinske vrpce liofiliziranih

uzoraka.
standard  MBI(S) MB2(S) MBI3(S) MB2XS) MBIT) MBXT) MBIT) MB2XT) standard NBI{L) MB2(L) MBI3L) MB2O{IL)
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Slika 4. SDS-PAGE elektroforeza S-proteina sojeva L. brevis MB1, MB2, MB13 i MB20
(redoslijed stavljanja uzoraka na gel: standard — MB Lsuperatant — MB2supernatant — MB13supernatant
— MB20supernatant — MBltalog — MB2talog — MB13taiog — MB20taiog — Standard — MBLior. —
MB2jiot. — MB13jior. — MB20iior.)
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Slika 5. Prikaz liofiliziranih uzoraka S-proteina izoliranih iz sojeva L. brevis MB1, MB2,
MB13 i MB20

Takoder, provedena je izolacija EPS-a vezanih na stanice L. fermentum MC1 kako bi
se ispitala njihova uloga u modulaciji imunoloskog sustava. Nakon liofilizacije, uzorak EPS-a

je izvagan te je izraCunat prinos EPS-a koji iznosi 285 mg/L (slika 6).

Slika 6. Prikaz liofiliziranog uzorka egzopolisaharida izoliranih iz soja L. fermentum MC1
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4.2.2. Imunomodulacijski u¢inak sojeva bakterija mlije¢ne kiseline te izoliranih S-proteina i
egzopolisaharida

Prehrana i na¢in zivota oblikuju sastav ljudske crijevne mikrobiote (Fang isur., 2021).
Disbioza crijevne mikrobiote popracena je oslabljenom funkcijom crijevne mukozne barijere
sto dovodi do translokacije bakterija i razvoja razli¢itih crijevnih poremecaja kao $to je IBD
(Cristofori i sur., 2021; Bermudez-Brito i sur., 21012). Uslijed upalnih procesa, dolazi do
lucenja proupalnih citokina poput interleukina 8 (IL-8) (van Zyl i sur., 2021). Citokini imaju
vaznu ulogu u regulaciji upalnih procesa, medutim pretjerana proizvodnja potencijalno
rezultira ozbiljnim ostecenjem crijevne epitelne barijere i razvojem bolesti (van Zyl i sur.,
2021; Chen i sur., 2017). Osim sposobnosti adhezije, probiotici po definiciji posjeduju
imunomodulacijska svojstva, $to je ujedno i jedan od predloZzenih mehanizama njihovog
blagotvornog djelovanja (Alp i sur., 2019; Harzallah i Belhadj, 2016). Osim toga, studije su
pokazale da S-proteini i EPS koji posreduju u interakciji s crijevnim epitelnim stanicama,
ujedno sudjeluju u imunomodulaciji (Xu isur., 2020; Uroi¢ i sur., 2016). Stoga je u ovom radu
ispitano imunomodulacijsko djelovanje sojeva BMK koji sintetiziraju S-proteine i EPS-e te
njihovih izoliranih S-proteina i EPS-a, primjenom Caco-2 stani¢ne linije, nakon §to je induciran
upalni proces djelovanjem hTNF-a (engl. human tumor necrosis factor-a) i lipopolisaharida
(LPS) iz bakterije E. coli. Imunomodulacijski u¢inak odreden je mjerenjem proizvodnje Cetiri
proupalna citokina; interleukina 6 (IL-6), IL-8, interleukina jedan beta (IL-1p) i faktora nekroze
tumora-alfa (TNF-a). Caco-2 stanice tretirane s hTNF-o i LPS-om predstavljaju pozitivnu

kontrolu, dok su negativna kontrola Caco-2 stanice bez tretmana.

Na slici 7 prikazani su rezultati ispitivanja ucinka S-proteina i EPS-a odnosno Zzivih
sojeva producenta, nakon tretiranja Caco-2 stanica s hTNF-a i naknadne stimulacije s LPS-om,
na proizvodnju proupalnog citokina IL-6. Rezultati pokazuju da svi ispitivani sojevi BMK, kao
i izolirani S-proteini i EPS u potpunosti inhibiraju proizvodnju IL-6, §to potvrduje njihov

imunomodulacijski uéinak, bez obzira na niske vrijednosti pozitivne kontrole.
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pozitivna kontrola I 0.51
negativna kontrola ~ 0.00
EPS (MC1) 0.00
S-proteini (MB20)  0.00
S-proteini (MB13)  0.00
S-proteini (MB2)  0.00
S-proteini (MB1) = 0.00

MC1 0.00

MB20  0.00

MB13  0.00

MB2  0.00

MB1 0.00
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

koncentracija IL-6 (pg/mL)

Slika 7. Utjecaj S-proteina izoliranih iz sojeva Levilactobacillus brevis MB1, MB2, MB13 i
MB20 [S-proteini (MB1), S-proteini (MB2), S-proteini (MB13), S-proteini (MB20)] i
egzopolisahrida izoliranih iz soja Limosilactobacillus fermentum MC1 [EPS (MC1)] te sojeva
producenta (Levilactobacillus brevis MB1, MB2, MB13 i MB20 i Limosilactobacillus
fermentum MC1) na proizvodnju interleukina 6 (IL-6), nakon predtretmana Caco-2 stanica s
humanim faktorom nekroze tumora-alfa i naknadne stimulacije s lipopolisaharidima

porijeklom iz bakterije Escherichia coli

Rezultati odredivanja uéinka S-proteina i EPS-a te Zzivih sojeva producenta, na
proizvodnju proupalnog citokina IL-8 nakon predtretmana Caco-2 stanica s hTNF-a i naknadne
stimulacije s LPS-om, prikazani su na slici 8. 1z dobivenih rezultata vidljivo je da sojevi MB1,
MB2, MB20 i S-proteini izolirani iz soja MB1 ne smanjuju proizvodnju citokina IL-8 u
usporedbi s pozitivnom kontrolom. Proteini izolirani iz sojeva MB2 i MB20 pokazuju bolje
rezultate u odnosu na same sojeve producente, dok EPS izolirani iz soja MCI1 najuspje$nije
inhibiraju proizvodnju IL-8. Gledajuci sojeve koji eksprimiraju S-proteine na povrsini stanice,

soj MB13 najznacajnije smanjuje proizvodnju IL-8.
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pozitivna kontrola I 171.80
negativna kontrola | N 49.96
EPS (MC1) NN 52.23
S-proteini (MB20) NN 53.38
S-proteini (MB13) I 103.75
S-proteini (MB2) NN 55.50
S-proteini (MB1) I 171.80
MC1 I 105.43
MB20 I 171.80
MB13 IS 77.38
MB2 I 171.80
MB1 I 171.80
00 200 400 60.0 80.0 100.0 120.0 140.0 160.0 180.0 200.0

koncentracija IL-8 (pg/mL)

Slika 8. Utjecaj S-proteina izoliranih iz sojeva Levilactobacillus brevis MB1, MB2, MB13 i
MB20 [S-proteini (MB1), S-proteini (MB2), S-proteini (MB13), S-proteini (MB20)] i
egzopolisahrida izoliranih iz soja Limosilactobacillus fermentum MC1 [EPS (MC1)] te sojeva
producenta (Levilactobacillus brevis MB1, MB2, MB13 i MB20 i Limosilactobacillus
fermentum MC1) na proizvodnju interleukina 8 (IL-8), nakon predtretmana Caco-2 stanica s
humanim faktorom nekroze tumora-alfa i naknadne stimulacije s lipopolisaharidima

porijeklom iz bakterije Escherichia coli

Na slici 9 prikazani su rezultati odredivanja uc¢inka izoliranih S-proteina i EPS-a te
sojeva koji ih proizvode na proizvodnju proupalnog citokina IL-1p nakon predtretmana Caco-
2 stanica s hTNF-a i naknadne stimulacije s LPS-om. Vidljivo je da svi sojevi producenti
smanjuju proizvodnju IL-1pB, a sojevi MB2 i MB13 te S-proteini izolirani iz soja MB20
pokazuju najveci inhibitorni u¢inak. Medutim, EPS soja MC1 i S-proteini soja MB1 pokazuju

najslabije imunomodulacijsko djelovanie.
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pozitivna kontrola I 23.30
negativna kontrola  0.00
EPS (MC1) I, 21.58

S-proteini (MB20)  0.00
S-proteini (MB13) NN 1233
S-proteini (MB2) I 13.81
S-proteini (MB1) I 22.83

MC1 | S.36

MB20 I 1259

MB13  0.00
MB2  0.00
MB1 I 12.59
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0

koncentracija IL-1p (pg/mL)

Slika 9. Utjecaj S-proteina izoliranih iz sojeva Levilactobacillus brevis MB1, MB2, MB13 i
MB20 [S-proteini (MB1), S-proteini (MB2), S-proteini (MB13), S-proteini (MB20)] i
egzopolisahrida izoliranih iz soja Limosilactobacillus fermentum MC1 [EPS (MC1)] te sojeva
producenta (Levilactobacillus brevis MB1, MB2, MB13 i MB20 i Limosilactobacillus
fermentum MC1) na proizvodnju interleukina jedan beta (IL-1), nakon predtretmana Caco-2
stanica s humanim faktorom nekroze tumora-alfa i naknadne stimulacije s lipopolisaharidima

porijeklom iz bakterije Escherichia coli

Rezultati odredivanja ucinka izoliranih S-proteina i EPS-a te sojeva koji ih proizvode
na proizvodnju proupalnog citokina TNF-a, nakon predtretmana Caco-2 stanica s hTNF-a i
naknadne stimulacije s LPS-om, prikazani su na slici 10. Prema dobivenim rezultatima, svi
ispitivani sojevi BMK, kao i izolirani S-proteini i EPS inhibitorno djeluju na proizvodnju

citokina TNF-a, a EPS izolirani iz soja MC1 pokazuju najbolji imunomodulacijski u¢inak.
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pozitivna kontrola NG 34.19
negativna kontrola  0.00
EPS (MC1) NN 10.20

S-proteini (MB20) ININENNENEGENEEEN 17.48
S-proteini (MB13) NS 21.84
S-proteini (MB2) I 20.99
S-proteini (MB1) NN 10.26

MC1 I 17.48

MB20 I 10.96

MB13 I 18.02

MB2 I 25.61

MB1 I 24.80

0.0 50 100 150 200 250 300 350 400

koncentracija TNF- a (pg/mL)

Slika 10. Utjecaj S-proteina izoliranih iz sojeva Levilactobacillus brevis MB1, MB2, MB13 i
MB20 [S-proteini (MB1), S-proteini (MB2), S-proteini (MB13), S-proteini (MB20)] i
egzopolisahrida izoliranih iz soja Limosilactobacillus fermentum MC1 [EPS (MC1)] te sojeva
producenta (Levilactobacillus brevis MB1, MB2, MB13 i MB20 i Limosilactobacillus
fermentum MC1) na proizvodnju faktora nekroze tumora-alfa (TNF-a), nakon predtretmana
Caco-2 stanica s humanim faktorom nekroze tumora-alfa i naknadne stimulacije s

lipopolisaharidima porijeklom iz bakterije Escherichia coli

Prethodna istrazivanja takoder su pokazala da probioticke bakterije mogu regulirati
proizvodnju proupalnih citokina. Takanashi i suradnici (2013) pokazali su da Lactobacillus
casei OLL2768 smanjuje razinu proupalnih citokina; IL-8, IL-6, IL-1p i monocitnog
kemoatraktantnog proteina-1 (engl. monocyte chemoattractant protein-1, MCP-1), na BIE
stani¢noj liniji (engl. bovine intestinal epithelial cells) s izazvanim upalnim procesom,
dodavanjem virulentnih pirogenih molekula (engl. pathogen associated molecular patterns,
PAMPs) izdvojenih iz enterotoksi¢ne E. coli (ETEC). Osim toga, Sungur i suradnici (2017) su
primjenom HeLa stani¢ne linije (engl. human cervical carcinoma cell line, HeLa) demonstrirali
protuupalni u¢inak EPS-a iz sojeva Lactobacillus gasseri, prilikom ¢ega je opazeno da EPS
povecavaju proizvodnju interleukina 10 (IL-10) za Sto se pretpostavlja da je razlog smanjene
proizvodnje proupalnog citokina TNF-o. Gao i suradnici (2015) su primjenom IPEC-J2
stani¢ne linije (engl. porcine small intestinal cell epithelial line) s izazvanim upalnim procesom

uslijed tretiranja s LPS-om, pokazali da S-proteini i EPS te bakterija producent L. rhamnosus
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GG smanjuju proizvodnju proupalnih citokina i aktivaciju TLR receptora (engl. toll-like
receptors, TLRs) na razini mRNA.

4.3. ULOGA S-PROTEINA 1 EGZOPOLISAHARIDA SOJEVA BAKTERIJA
MLIJECNE KISELINE U ADHEZIJI 1 KOMPETITIVNOJ EKSKLUZIJI
PATOGENA

Terapija antibioticima pokazuje se sve manje u¢inkovitom, obzirom na rastu¢i broj
patogenih bakterija koje su razvile otpornost na antibiotike i utjecaj antibiotika na uobicajenu
crijevnu mikrobiotu. 1z tog razloga raste potreba za razvojem novih nacina tretiranja infekcija
uzrokovanih crijevnim patogenima, a probiotici ve¢ godinama pokazuju znacajan terapijski
potencijal (Gut 1 sur., 2018). Kao §to je ve¢ reCeno, sposobnost adhezije na crijevne epitelne
stanice, smatra se neophodnim svojstvom sojeva Lactobacillus za ostvarenje pozitivnog ucinka
na zdravlje domacina (Zhang 1 sur., 2013). Adhezija probiotickih bakterija prethodi
privremenoj kolonizaciji GIT-a, a samim time i njihovom antagonistickom djelovanju prema
enteropatogenima (van Zyl i sur., 2020; Chen i sur., 2007). Probiotici koji posjeduju adhezijska
svojstva mogu sprije¢iti adheziju patogena natjecanjem za mjesta vezivanja na epitelnim
stanicama crijeva pa tako i njihovu kolonizaciju GIT-a te infekcije (van Zyl i sur., 2020;
Monteagudo-Mera i sur., 2019). Klju¢nu ulogu u posredovanju adhezije probiotickih bakterija
na crijevne epitelne stanice i mukus imaju S-proteini i egzopolisaharidi (EPS) (Alp isur., 2019;
Bermudez-brito i sur., 2012).

Sukladno, u ovom radu odeden je utjecaj S-proteina i EPS-a sojeva bakterija mlije¢ne
kiseline izoliranih iz maj¢inog mlijeka na adheziju, a time 1 kompetitivnu ekskluziju patogene
bakterije S. enterica serovar Typhimurium FP1. Eksperiment je proveden in vitro, primjenom
Caco-2 stani¢ne linije. Na slici 11 prikazani su rezultati kompetitvne ekskluzije patogene
bakterije sojevima L. brevis MB1, MB2, MB13 i MB20 koji eksprimiraju S-proteine i L.
fermentum MC1 koji sintetizira EPS-e, izrazeni kao log(CFU/mL). Iako nije opaZen visoki
inhibitorni u¢inak sojeva BMK na adheziju patogene bakterije, rezultati potvrduju da svih pet
ispitanih sojeva BMK kompetitivno inhibira adheziju S. Typhimurium FP1 na Caco-2 stanice.
Soj MB13 koji eksprimira S-sloj najuspjesnije konkurira za vezanje na Caco-2 stanice, dok soj
MC1, kod kojeg je ispitana uloga EPS-a, zna¢ajno ne ometa adheziju patogena u odnosu na
adheziju patogena na Caco-2 stanice bez prisutstva koristenih sojeva BMK. Dobiveni rezultat

moze se pripisati tome da adhezija posredovana EPS-ima ovisi o razli¢itim ¢imbenicima, poput
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njihove strukture, vrste i koncentracije. Na primjer, molekule EPS-a mogu prekriti bakterijsku
povrsinu i djelovati kao fizicka barijera koja moze ometati adheziju probiotika na povrsinu, u
ovom slu¢aju na Caco-2 stanice. Osim toga, molekule EPS-a se mogu natjecati za mjesta
vezivanja 1 tako kompetitivno inhibirati vezanje samih probiotika §to moze rezultirati

adhezijom patogena posredstvom EPS-a.
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Slika 11. Kompetitivna ekskluzija patogene bakterije S. Typhimurium FP1 sojevima L. brevis
MB1, MB2, MB13 i MB20 te L. fermentum MC1

Dobiveni rezultati podudaraju se s rezultatima dosadasnjih studija koje pokazuju vaznu
funkciju S-proteina u sprjecavanju adhezije patogena i njihove kolonizacije crijevnih epitelnih
stanica (van Zyl i sur., 2020). Chen i suradnici (2007) pokazali su da S-proteini, vezani na
povrsinu Lactobacillus crispatus ZJ001, kompetitivno inhibiraju adheziju patogenih bakterija
S. Typhimurium i E. coli O157:H7 primjenom HeLa stani¢ne linije. Uloga S-sloja u adheziji,
pokazana je njegovim uklanjanjem pomocu gvanidin hidroklorida kod soja Levilactobacillus
brevis D6, $to rezultira smanjenom adhezijom na Caco-2 stanice (Uroi¢ i sur., 2016). Osim
toga, Uroi€ 1 suradnici (2016) su primjenom Caco-2 stani¢ne linije dokazali da prisutnost L.
brevis D6 smanjuje adheziju S. Typhimurium FPI1. EPS promic¢u kolonizaciju GIT-a
posredovanjem adhezije na crijevne epitelne stanice. Posljedi¢no, sojevi koji proizvode EPS-e
mogu inhibirati kolonizaciju patogena natjecanjem za mjesta vezivanja i nutrijente (Xu i sur.,
2019). Yang i suradnici (2015) u svom radu pokazali su da levan i reuteran, EPS koje sintetizira

bakterija L. reuteri, inhibiraju adheziju enterotoksi¢ne E. coli (ETEC) na crijevnu sluznicu
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svinja. S druge strane, Ruas-Madiedo i suradnici (2006) pokazali su utjecaj tri razlicite frakcije
EPS-a na adheziju probiotickih bakterija na crijevni mukus ¢ovjeka. Prema rezultatima
njihovog istrazivanja, stupanj adhezije bakterije L. rhamnosus GG varira ovisno o koncentraciji
i vrsti prisutnih EPS-a. Stovise, frakcija EPS-a NB667 uvelike je smanjila adheziju L.
rhamnosus GG, §to upuéuje na moguénost vezanja EPS-a direktno na crijevni mukus, $to
rezultira kompetitivnom inhibicijom adhezije probiotika. Osim toga, pretpostavlja se da su EPS
potencijalno prekrili povrSinske molekule bakterije koje sudjeluju u adheziji i onemogucili

vezanje L. rhamnosus GG na crijevni mukus.
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5. ZAKLJUCCI
1. Odredivanjem sposobnosti adhezije sojeva L. brevis MB1, MB2, MB13 i MB20 te L.

fermentum MCI1 na protein ZG16, utvrdeno je da svi Sojevi u odredenoj mjeri vezu protein

ZG16 te da MB20 ima najvedi afinitet i sposobnost specifi¢ne adhezije za ljudski protein ZG16.

2. Odredivanjem kompetitivne ekskluzije patogene bakterije Salmonella enterica serovar
Typhimurium FP1 in vitro, dokazan je pozitivan u¢inak S-proteina prisutnih na povrsini stanica
sojeva L. brevis MB1, MB2, MB13 i MB20 te egzopolisaharida koje sintetizira soj L.
fermentum MC1 na adheziju i antagonisticko djelovanje sojeva BMK.

3. Odredivanjem imunomodulacijskog u¢inka izoliranih S-proteina i egzopolisaharida te sojeva
producenta (L. brevis MB1, MB2, MB13, MB20 i L. fermentum MC1) pokazano je da soj
MBI13 kao 1 izolirani proteini koje eksprimira, najuspjesnije inhibiraju proizvodnju svih
mjerenih proupalnih citokina (TNF-a, IL-1B, IL-6 i IL-8), Sto ukazuje na njegovu potencijalnu

primjenu kao probiotik.
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IZJAVA O 1ZVORNOSTI

Ja JANA HRSAN izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u

njegovoj izradi nisam koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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