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DMEM/F-12 – Dulbeccov modificirani hranjivi medij (engl. Dulbecco's modified eagle 
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EPEC – enteropatogena Escherichia coli (engl. Entheropathogenic Escherichia coli) 

FBS – teleći fetalni serum (engl. Fetal bovine serum) 
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BSA – goveĎi serumski albumin (engl. Bovine serum albumin) 
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1.UVOD 

1.1. Crijevna mikrobiota 

 

Ljudska mikrobiota, kompleksna skupina komenzala, superiorna je cijelom ljudskom 

tijelu, kako brojčano tako i metaboličkom raznolikošću. Tu ubrajamo bakterije, gljive, arheje, 

protiste i viruse. Mikrobiota, posebice mikrobiota crijeva koja sadrţi 90% svih vrsta komenzala, 

ima pozitivne učinke na razvoj, odrţavanje i regulaciju različitih sustava u ljudskom tijelu od 

kojih je najvaţniji utjecaj na imunosni i neurološki sustav te metabolizam (Srinivasan i sur. 

2018). Crijevna mikrobiota broji preko 1000 simbiotskih bakterijskih vrsta koje osiguravaju neke 

vitalne funkcije za domaćina: odrţavanje integriteta crijevne barijere, opskrba esencijalnim 

nutrijentima, metabolizam kompleksnih polisaharida, obrana od kolonizacije patogenima i dr. 

(Chow i sur. 2011). Narušavanje crijevne mikrobiote (disbioza) najčešće se očituje u smanjenju 

zastupljenosti bakterija vrsta Lactobacillus sp. i Bifidobacterium sp., a povećanja u brojnosti 

vrsta roda Bacteroides. Disbiozu uzrokuje mnogo faktora, a neki od njih su povećani stres,  

prehrana bogata šećerima i različitim aditivima, korištenje antibiotika, alkoholizam i dr. (Slika 1) 

(Nagpal i sur. 2014). Djelovanjem jednog ili više faktora dolazi do poremećaja homeostaze  

izmeĎu imunosnog sustava domaćina i crijevne mikrobiote što se povezuje s nastankom upalnih 

bolesti crijeva, tumora debelog crijeva, dijabetesa, pretilosti, metaboličkog sindroma, pa čak i 

neuroloških poremećaja (Mirsepasi-Lauridsen i sur. 2019). Upalne bolesti crijeva (UBC) 

kronični su poremećaji gastrointestinalnog trakta u koje ubrajamo ulcerozni kolitis i Kronovu 

bolest (Ito i sur. 2006). Patogeneza UBC-a je multifaktorijalna te uključuje, uz okolišne faktore, 

prekomjerni imunosni odgovor na komenzale u genetski podloţnom domaćinu. Crijevna 

mikroflora u UBC-u istraţena je u brojnim studijama, a odreĎene vrste poput Mycoplasma spp., 

Mycobacterium spp., Clostridioides difficile, Salmonella spp., Listeria monocytogenes, 

Aeromonas hydrophila, Proteus spp., Escherichia coli te neki virusi ubrajaju se u moguće 

inicijatore i promotore upale (Mirsepasi-Lauridsen i sur. 2019; Sorbara i Pamer 2018). Dokazi 

koji podrţavaju prekomjerni imunosni odgovor na komenzale uključuju povezanost nepatogenih 

bakterija u razvoju ulceroznog kolitisa u genetski izmijenjenim ţivotinjama. Istraţivanja su 

pokazala da je s Kronovom bolešću povezana povećana koncentracija cirkulirajućih 

antibakterijskih antitijela kao i gen za NOD2/CARD15, receptor za bakterijski peptidoglikan 

(Subramanian i sur. 2006). 
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Slika 1. Vaţnost uravnoteţene prehrane i mikrobiote crijeva te posljedice disbioze crijeva. MetS = metabolički 

sindrom, KVB = kardiovaskularne bolesti, NASH = nealkoholni steatohepatitis, UBC = upalne bolesti crijeva, SIC = 

sindrom iritabilnog crijeva (preuzeto i modificirano prema Nagpal i sur. 2014). 

1.2. Bakterija Escherichia coli 

Bakterija E. coli je fakultativna anaerobna gram-negativna bakterija koja naseljava 

intestinalni trakt odmah po roĎenju i pomaţe u odrţavanju normalne crijevne homeostaze. 

Postoje različiti sojevi E. coli: komenzalni soj bez faktora virulencije, crijevni patogeni soj, 

izvancrijevni patogeni soj i drugi (Mirsepasi-Lauridsen i sur. 2019). Nekoliko studija pokazalo je 

da kod bolesnika s upalnim bolestima crijeva (UBC) postoji povišena prisutnost enteropatogene 

bakterije E. coli na površini crijevnog epitela (Rhodes 2007). Smatra se da je za patogenost 

crijevnog soja ove bakterije (EPEC, engl. Enteropathogenic Escherichia coli) odgovoran način 

adhezije enteropatogene bakterije E. coli na epitelne stanice. Kada se enteropatogena E. coli 

(EPEC) veţe na membranu epitelnih stanica, enterociti gube svoje mikrovile kao odgovor na 

preslagivanje citoskeleta ispod adherirane bakterije. Sama infekcija bakterijom E. coli rezultira 

stvaranjem proupalnih citokina, i posljedično, njenom daljnjom kolonizacijom epitela. TakoĎer, 

pokazano je da bakterija E. coli direktno smanjuje ekspresiju proteina zonula occludens (ZO-1) 

te tako utječe na povećanje crijevne permeabilnosti i gubitka integriteta epitelne barijere (Zhang i 

sur. 2010). Upaljeno crijevo samo po sebi predstavlja okoliš s ograničenom količinom ţeljeza, 

što moţe inducirati izlučivanje antimikrobnih proteina od strane samih patogenih bakterija, čime 
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one sprječavaju kolonizaciju probiotskih bakterija, odnosno nastavljaju vlastitu (Sorbara i Pamer 

2018; Zhang i sur. 2010).  

1.3. Crijevni epitel i proupalni citokini 

 

U gastrointestinalnom traktu, na mjestima gdje je tkivo u direktnom doticaju s vanjskim 

okolišem ili unutrašnjim odjeljcima koji su u doticaju s njim, nalaze se mukozne površine koje 

su, izmeĎu ostalog, sastavljene i od epitelnih stanica. Crijevni epitel odrţava ravnoteţu izmeĎu 

selektivnog aktivnog i pasivnog transporta iona, nutrijenata, vode i otpada te istodobnog 

formiranja barijere koja štiti od ulaska različitih patogena. Ključnu ulogu u odrţavanju ravnoteţe 

izmeĎu ovih dvaju svojstava ima apikalni spojni kompleks. Ova struktura graĎena je od tri 

interstanična spoja koji se, krećući od apikalnog prema bazalnom djelu epitela, nazivaju čvrsti 

spojevi (engl. tight junction; lat. zonula occludens), pojasni spojevi (engl. adherens junction; lat. 

zonula adherens) i dezmosomi (engl. desmosome; lat. macula adherens). Upravo čvrsti spojevi 

čine selektivno permeabilnu epitelnu barijeru koja ograničava brzinu i količinu transporta 

prostorom izmeĎu stanica te sprječava penetraciju patogena prisutnih u gastrointestinalnom 

lumenu (Strober i Fuss 2011; Buckley i Turner 2018). Ovaj spoj graĎen je od transmembranskih 

proteina kao što su okludin, tricelulin, različiti klaudini i spojne adhezijske molekule te periferni 

membranski proteini kao što su zonula occludens (ZO)-1, 2, 3 i cingulin. Zonula occludens 

proteini su ujedno ciljevi i efektori različitih signalnih puteva te tako mijenjaju sklop, funkciju i 

utječu na odrţavanje epitelne barijere. No, kod upalnih bolesti crijeva ili kod infekcije 

bakterijom E. coli 3014, epitelna barijera popušta i postaje nefunkcionalna, odnosno dolazi do 

poremećaja selektivne permeabilnosti i integriteta, što omogućava prolaz patogena i aktivaciju 

upalnog procesa karakteriziranog povećanom infiltracijom leukocita i proizvodnjom proupalnih 

citokina kao što su interferon gamma (IFN-γ), faktor nekroze tumora alfa (TNF-α) i interleukin 1 

beta (IL-β). Proupalni citokini uzrokuju povišenje crijevne epitelne permeabilnosti čime dodatno 

doprinose upali (Slika 2) (Landy i sur. 2016; Suzuki i Hara 2011).  
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Slika 2. Proteini čvrstih spojeva crijevnog epitela kao fizička barijera. A) Proteini čvrstih spojeva crijevnog epitela 

reguliraju crijevnu meĎustaničnu propusnost. B) Oštećenje barijere inducirano izvanstaničnim podraţajima, poput 

proupalnih citokina i infekcije patogenim bakterijama, omogućuje patogenim bakterijama, njihovim proizvodima i 

antigenima iz hrane da proĎu epitel i uĎu u cirkulaciju. Posljedično dolazi do upale i imunosne reakcije u tkivima, 

uključujući i crijeva, što rezultira nastankom crijevnih, ali i mnogih drugih bolesti. ZO-1 = protein čvrstih spojeva 

zonula occludens (preuzeto i modificirano prema Suzuki i Hara 2011). 

Pokazano je da IFN-γ dovodi do skoro potpunog gubitka proteina zonula occludens (ZO-

1) (Youakim i Ahdieh 1999), a isti učinak na sniţavanje ekspresije proteina ZO-1, kao i njegove 

izmijenjene lokalizacije, pokazan je u slučaju modulacije stanica Caco-2 (epitelne stanice 

kolorektalnog adenokarcinoma) korištenjem TNF-α (Ma i sur. 2004). Studija u kojoj je korišten 

citomix (kombinacija proupalnih citokina IFN-γ, IL-1β i TNF-α) dodatno je potvrdila učinak 

ovih citokina na povećanje permeabilnosti staničnog monosloja Caco-2 sniţenjem ekspresije 

proteina ZO-1 na razini mRNA te na proteinskoj razini (Han i sur. 2003). Direktan dokaz o 

njihovoj ključnoj ulozi u povećanju permeabilnosti crijevne barijere proizlazi iz potpunog 

dokidanja povećanja permeabilnosti korištenjem blokirajućih anti-IFN-γ, IL-1β i TNF-α 

antitijela (Buckley i Turner 2018; Reinecker i sur. 1993). Veliku ulogu u patogenezi upalnih 

bolesti crijeva (UBC), osim proupanih citokina, ima i sulfid, a nastaje kao rezultat oksidacije 

organskih spojeva do vodikovog sulfida od strane bakterija koje reduciraju sulfat. Sulfid kojeg 
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stvaraju ove bakterije oštećuje epitel svojim genotoksičnim djelovanjem i/ili inhibitornim 

djelovanjem na metabolizam kratkolančanih masnih kiselina, što vodi ka inicijaciji upalnih 

bolesti crijeva i tumora debelog crijeva. Sulfid degradira polimernu mucin-2 (MUC2) mreţu 

redukcijom disulfidnih veza, uzrokujući smanjenje viskoznosti mukoznog sloja. Ovakvim 

djelovanjem sulfida povećava se permeabilnost crijevne mukozne površine (Slika 3) 

(Ijssennagger i sur. 2016). Ţivotinjski modeli istraţivanja UBC-a uključuju primjenu dekstran 

natrij sulfata (DSS) koji inicira upalno stanje u crijevima i  negativno regulira ekspresiju proteina 

ZO-1 (Poritz i sur. 2007). Kroz takav mukuzni sloj lakše prolaze bakterije kao što su E. coli i 

Akkermansia municiphila (mucin degradirajuća bakterija) te nastavljaju daljnju razgradnju 

mukozne mreţe. S obzirom na prolaz i translokaciju bakterija kroz epitel crijeva, potiče se upalni 

imunosni odgovor koji doprinosi inicijaciji i progresiji bolesti. Daljnjim povećavanjem crijevne 

permeabilnosti, povećava se ulazak različitih antigena, a njihovim prepoznavanjem i aktivacijom 

stanica imunosnog sustava dolazi do izlučivanja proupalnih citokina i kemokina da bi se na to 

mjesto privuklo još više upalnih stanica. Sukladno, primjena antibiotika pospješuje regeneraciju 

oštećenog epitela i smanjenje patologije u UBC-a kroz dokidanje proizvodnje medijatora upale 

(Ijssennagger i sur. 2016). 
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Slika 3. Predloţeni model negativnog utjecaja sulfida na mukoznu mreţu kod pacijenata s upalnim bolestima 

crijeva. A) bakterije ne mogu penetrirati kroz unutrašnji mukozni sloj zbog strukture zatvorene mukozne mreţe. U 

zdravom crijevu su proteini MUC2 meĎusobno povezani disulfidnim vezama (S-S). B) U prisutnosti povećanog 

broja bakterija koje reduciraju sulfat, kao u pacijenata s upalnim bolestima crijeva, raste koncentracija vodikova 

sulfida što uzrokuje degradaciju vanjske i unutarnje mukozne mreţe, penetraciju bakterija te posljedično, upalu. U 

prisutnosti vodikovog sulfata, veze izmeĎu proteina MUC2 reducirane su te dolazi do formacija trisulfidnih veza. 

UBC = upalne bolesti crijeva, MUC2 = mucin 2 mreţa,     = vodikov sulfid (preuzeto i modificirano prema 

Ijssennagger i sur. 2016). 

1.4. Probiotici i mehanizmi njihova djelovanja 

 

Probiotici su različite vrste i sojevi ţivih mikroorganizama koji unaprjeĎuju zdravlje 

domaćina te su zastupljeni u hrani ili dodatcima prehrani. Neke vrste probiotika pokazuju 

povoljan učinak u upalnim bolestima crijeva (UBC), dijareji, konstipaciji i iritabilnom sindromu 

crijeva. Taj učinak rezultat je imunomodulatornog učinka kroz poticanje IgA-posredovanog 

imunosnog odgovora, odnosno sposobnosti negativne regulacije upalnog procesa. Osim toga, 

probiotici pozitivno djeluju na funkciju epitelne barijere crijeva povećavajući rezistenciju 

epitelne barijere stimulacijom proizvodnje mukusa i antimikrobnih peptida, odnosno povećanjem 
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ekspresije proteina kompleksa čvrstih spojeva (Slika 4) (Hernandez-Patlan i sur. 2020). Na 

primjer, bakterije Streptococcus thermophilus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus 

rhamnosus i Bifidobacterium lactis povećavaju stupanj fosforilacije proteina zonula occludens 

(ZO-1) i okludina na modelu stanica kolorektalnog adenokarcinoma epitelnih obiljeţja (HT-29) i 

epitelnih stanica kolorektalnog adenokarcinoma (Caco-2). Lactobacillus plantarum mijenja 

stupanj ekspresije gena za okludin i proteine citoskeleta (Madsen, 2012). Jedan od 

najistraţivanijih probiotika, bakterija Lactobacillus reuteri, prava je autohtona vrsta laktobacila 

koju nalazimo u ljudskom gastrointestinalnom traktu, mokraćnom traktu i koţi. Pokazan je 

višestruki učinak bakterije L. reuteri na različite funkcije organizma i to kroz unaprjeĎenje 

zdravlja crijevnih bolesti, reduciranje infekcija, povećanje apsorpcije nutrijenata, minerala i 

vitamina, moduliranje imunosnog odgovora domaćina, odrţavanje integriteta crijevne barijere te 

reduciranje translokacije bakterija (Srinivsan i sur. 2018). Iako većina vrsta laktobacila izlučuje 

antimikrobni reuterin, spoj različitih formi 3-hirdroksipropionaldehida (3-HPA), bakterija L. 

reuteri ga izlučuje puno više nego što je to bioenergetski potrebno. Reuterin inhibira većinu 

patogenih mikroorganizama, pogotovo gram-negativnih bakterija, a sami laktobacili su 

rezistentni na ovaj spoj. Uz reuterin, bakterija L. reuteri izlučuje i  mliječnu kiselinu, octenu 

kiselinu, etanol, reutericiklin i egzopolisaharid. Svi ovi spojevi pokazuju pozitivan utjecaj i 

regresiju gastrointestinalnih bakterijskih infekcija koje uključuju Helicobacter pylori, 

Escherichia coli, Clostridium difficile i Salmonellu. Egzopolisaharid ima vaţu ulogu u 

formiranju biofilma na epitelnoj površini koji sprječava vezanje patogenih sojeva bakterije 

Escherichia coli. TakoĎer, ovaj spoj inhibira ekspresiju gena proupalnih citokina, posebice 

interleukina 1 beta (IL-1β) te tako odrţava integritet epitelne barijere, a istovremeno potiče 

aktivaciju i funkciju regulatornih limfocita T (Mu i sur. 2018). Postoje i mehanizmi kojima se 

probiotici suprotstavljaju kolonizaciji crijevnim patogenima. Neki sojevi laktobacila i 

bifidobakterija mogu se vezati za aktivna mjesta na crijevnim epitelnim stanicama gdje se veţu i 

patogeni te im tako onemogućiti pristup aktivnom mjestu. Neki sojevi laktobacila stvaraju pile 

koji se veţu na mukus i tako povećavaju njihovu mogućnost kolonizacije te induciraju stvaranje 

mukusa koji sluţi kao dodatna prevencija u sprječavanju vezanja patogena. Probiotska 

kompetitivna inhibicija adhezije patogena djelomično je posredovana kompeticijom za lektin-

vezujuća mjesta na receptorima za glikokonjugate. TakoĎer, probiotici ispoljavaju molekularne 

obrasce povezane s mikroorganizmima (MAMPs; engl. Microbe-Associated Molecular Patterns) 
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koji se veţu za odgovarajuće receptore koji ujedno prepoznaju i obrasce patogena, te tako 

sprječavaju njihovo vezanje za stanice (Hernandez-Patlan i sur. 2020; Madsen 2012). Na primjer, 

bakterija L. reuteri ima sposobnost eliminacije bakterije H. pylori iz gastrointestinalnog trakta 

kompetitivnom inhibicijom, vezujući se za glikolipidne receptore na koje se veţe i ova patogena 

bakterija. Upravo zbog toga postoji mogućnost korištenja ovog probiotika u liječenju bolesti 

uzrokovanih bakterijom H. pylori čime se izbjegavaju negativni utjecaji sloţene i dugotrajne 

antibiotske terapije na normalnu crijevnu mikrobiotu (Mu i sur. 2018). U istraţivanjima s 

epitelnim stanicama kolorektalnog adenokarcinoma (Caco-2) dokazana je povećana ekspresija 

faktora nekroze tumora alfa (TNF-α) dodatkom probiotičke bakterijske vrste Bifidobacterium 

longum u pacijenata s crijevnim bolestima, no u kombinaciji probiotika i prebiotika, dolazi do 

redukcije razine TNF-α. TakoĎer, druga istraţivanja biljeţe povećanu ekspresiju drugih citokina 

induciranih probioticima (Hernandez-Patlan i sur. 2020; Bahrami i sur. 2011). 

 

Slika 4. Mehanizmi djelovanja probiotika. M stanice = crijevne epitelne stanice koje vrše transport antigena, 

odnosno patogena u subepitelni prostor gdje stanice imunosnog sustava (T i B stanice) prepoznaju antigene i 

pokreću imunosni odgovor koji rezultira stvaranjem antitijela IgA (imunoglobulin A) (preuzeto i modificirano 

prema Hernandez-Patlan i sur 2020). 
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2. CILJ ISTRAŽIVANJA 

 

Ispitati kako probiotska bakterija L. reuteri utječe na modulaciju strukture epitelne barijere i 

kolonizaciju enteropatogene bakterije E. coli soja 3014 u uvjetima in vitro na stanicama 

crijevnog epitela kolorektalnog adenokarcinoma (Caco-2) u kojima su inducirani uvjeti upale.  

Da bi se ostvario glavni zadani cilj, odreĎeni su specifični ciljevi:  

1. Protočnom citometrijom i fluorescencijskom mikroskopijom odrediti efikasnost obiljeţavanja 

probiotske bakterije (Lactobacillus reuteri) i enteropatogene bakterije (Eschrichia coli 3014) 

fluorescentnim bojama 5(6)-karboksifluorescein N-hidrosukcinimidil ester (CFSE) i StainIn 

Green Nucleic Acid Stain (StainIn Green).  

2. Kvalitativnom analizom (fluorescencijskom mikroskopijom) odrediti sposobnost adhezije 

probiotskih (L. reuteri) i enteropatogenih (E. coli 3014) bakterija za stanice Caco-2 u uvjetima 

upale, izazvane korištenjem proupalnih citokina TNF-α, IFN-γ, IL-β i natrijeva sulfida. 

3. Kvantitativnom analizom (brojanjem bakterijskih kolonija na odgovorajućim krutim hranjivim 

podlogama) odrediti eventualni utjecaj probiotskih bakterija (L. reuteri) na sposobnost adhezije 

enteropatogebakterije (E. coli 3014). 

4. Odrediti utjecaj upale te prisutnosti probiotskih (L. reuteri) i enteropatogenih (E. coli 3014) 

bakterija na očuvanje integriteta epitelnog monosloja praćenjem ekspresije proteina zonula 

occludens (ZO-1) fluorescencijskom mikroskopijom i analizom intenziteta fluorescencije 

proteina ZO-1 korištenjem programa ImageJ. 
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3. MATERIJALI I METODE: 

3.1. Materijali 

3.1.1. Kemikalije 

 Dulbeccov modificirani hranjivi medij (DMEM/F12; engl. Dulbecco's modified eagle 

medium/Ham's F12, Gibco, Thermo Fisher Scientific) za uzgoj stanica obogaćen:  

- 10%- tnim telećim fetalnim serumom (FBS; engl. Fetal bovine serum, Gibco, 

Thermo Fisher Scientific) 

- 1%- tnim antibiotikom i antimikotikom Penicilin/Streptomicin (Gibco, 

Thermo Fisher Scientific) 

- L-glutaminom (engl. L-glutamine, Gibco, Thermo Fisher Scientific) 

dalje zvan „medij s antibiotikom“ 

 

 Dulbeccov modificirani hranjivi medij (DMEM/F12; engl. Dulbecco's modified eagle 

medium/Ham's F12, Gibco, Thermo Fisher Scientific) obogaćen:  

- 10%- tnim telećim fetalnim serumom (FBS; engl. Fetal bovine serum, Gibco, 

Thermo Fisher Scientific) 

-  L-glutaminom (engl. L-glutamine, Gibco, Thermo Fisher Scientific)  

                                           dalje zvan „medij bez antibiotika“    

 

 teleći fetalni serum (FBS, engl. Fetal bovine serum) 

 fiziološka otopina (engl. Saline solution; izotonična 0.9%-tna otopina natrijeva klorida) 

 fosfatni pufer  (PBS; engl. Phosphate-buffered saline, Lonza, 1x, 6.7 mM   )  

 4%-tni formaldehid u fosfatnom puferu (PBS) (engl. Formaldehyde, Invitrogen, Thermo 

Fisher Scientific)  

 30%-tni alkohol glicerol (engl. Glycerol, Gibco, Thermo Fisher Scientific) 

 goveĎi serumski albumin u prahu (BSA; engl. Bovine serum abumin, Sigma-Aldrich)  

 0.1 %- tna otopina goveĎeg albumina (BSA) u fosfatnom puferu (PBS) 

 0.5%-tna otopina goveĎeg albumina (BSA) u fosfatnom puferu (PBS) 

 1%-tna otopina goveĎeg albumina (BSA) u fosfatnom puferu (PBS) 
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 5%-tna otopina goveĎeg albumina (BSA) u fosfatnom puferu (PBS) 

 tripsin (engl. Trypsin, Institut za imunologiju, 0,25%) 

 akutaza (engl. Accutase, Inovative Cell Technologies, 100x), mješavina enzima s     

proteolitičkim i kolagenolitičkim djelovanjem, što znači da oponaša djelovanje tripsina i 

kolagenaze 

 tripansko modrilo (engl. Trypan blue) 

 kruti hranjivi medij za rast vrsta roda Lactobacillus (engl. DeMan-Rogosa-Sharpe Agar, 

MRS Agar) 

 krvni kruti hranjivi medij za rast vrsta roda Escherichia (engl. Blood agar plates) 

3.1.2. Fluorescentne boje i antitijela 

Za obiljeţavanje probiotskih (L. reuteri) i enteropatogenih (E. coli 3014) bakterija: 

 CFSE (engl. 5(6)-carboxyfluorescein N-hydroxysuccinimide ester, BioLegend)  

 StainIn Green (StainIn Green Nucleic Acid Stain, highQu) 

Za obiljeţavanje jezgri stanica Caco-2: 

 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI; engl. 4',6-diamidino-2-phenylindole) 

Za obiljeţavanje proteina zonula occludens (ZO-1) 

 Alexa Fluor 647 konjugirano ZO-1 monoklonsko antitijelo (engl. Alexa Fluor 647 

conjugated ZO-1 monoclonal antibody, Invitrogen) 

3.1.3. Citokini i sulfidi 

Proupalni citokini i sulfidi dodani „mediju bez antibiotika“ u svrhu indukcije upalnog stanja na 

stanicama Caco-2: 

 interferon gama (IFN-γ; engl. Interferon gamma, Milteny Biotec, 50 µg/ml) 

 faktor nekroze tumora alfa (TNF-α; engl. Tumor necrosis factor alpha, Milteny Biotec, 

50 µg/ml) 

 interleukin 1-beta (IL-1β; engl. Interleukin 1-beta, Milteny Biotec, 50 µg/ml) 
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 natrijev sulfid (     engl. Sodium sulfide, Sigma-Aldrich, 1M) dodan mediju u 

koncentraciji od 0.4 mM 

3.1.4. Instrumenti i oprema 

 fluorescencijski mikroskop (EVOS FLC Cell Imager, Thermo Fisher Scientific) 

 protočni citometar (Leica LSRII Flow Cytometer, BD Biosciences) 

     inkubator (Heraeus Kendro Heracell 150     Incubator, Thermo Fisher Scientific) 

 stolna centrifuga s hlaĎenjem 5810R (Eppendorf Refrigerated Centrifuge 5810R, 

Eppendorf) 

 invertni mikroskop (Zeiss) 

 tresilica (LSE Platform Rocker, Corning) 

 termostatirana tresilica (Termoblok Thermomixer comfort 1.5 mL, Eppendorf) 

 T25 flask s nagnutim grlom (25      Costar) 

 pločica s 48 jaţica (engl. 48-well plate, Costar) 

 Bürker-Türk komorica za brojanje stanica (Sigma-Aldrich) 

 epruvete za reagense i centrifugiranje (15 ml, 50 ml, Costar) 

 mikroepruvete (2 mL, Eppendorf) 

 pipete s promjenjivim volumenom (0.1-2.5 μL, 0.5-10 μL, 2-20 μL, 20-200 μL, 100-1000 

μL, Eppendorf)  

 sterilni nastavci s filterom za pipete (10, 20, 100, 200, 1000 μL, Eppendorf)  

 serološke pipete za jednokratnu upotrebu (2, 5, 10, 25 ml, Costar) 

 

3.1.5. Stanice i bakterije 

 stanice crijevnog epitela kolorektalnog adenokarcinoma (Caco-2; ATCC HTB-37, 

ATCC) koje potječu od muške osobe u starosti od 72 godine 

 probiotska bakterija vrste Lactobacillus reuteri (BioGaia probiotske kapi)  

 enteropatogena bakterija vrste Escherichia coli soja 3014 (donacija Prehrambeno-

Biotehnološkog fakulteta; ATCC 25922). 
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3.1.6. Računalni programi 

 GraphPad Prism 6 (GraphPad Software) 

 ImageJ (Fluorescent Imaging Software) 
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3.2. Metode 

3.2.1. Uzgoj stanične linije kolorektalnog adenokarcinoma 

Stanična linija kolorektalnog adenokarcinoma, Caco-2, kultivirana je u bočici od 25 mL u 

koju je prethodno dodano 5 mL medija s antibiotikom. Stanična linija Caco-2 razvijana je pri 

uvjetima 5%-tnog ugljikova dioksida (    , hipoksije (postignuto slabim odvrnućem čepa 

bočice) i 95%-tne vlaţnosti pri 37°C u inkubatoru. Nakon toga, invertnim mikroskopom 

potvrĎena je konfluentnost stanica (popunjenost podloge bočice stanicama Caco-2) od 60-80% te 

su stanice pasaţirane toplim tripsinom kroz četiri minute u inkubatoru (hipoksija, vlaţnost 95%, 

37°C, 5%    ) radi odvajanja stanica od podloge u bočici. Proces tripsinizacije zaustavljen je 

dodatkom trostruko većeg volumena medija s antibiotikom (3 mL). Sadrţaj bočice je 

resuspendiran pipetom od 5 mL, prenesen u epruvetu od 15 mL te centrifugiran pet minuta pri 

300 x g. Nakon centrifugiranja, talog je resuspendiran u 1 mL medija s antibiotikom. Od toga je 

uzeto 10 µL suspenzije stanica radi odreĎivanja ukupnog broja stanica koja je pomiješana s 10 

µL fosfatnog pufera (PBS) i 80 µL boje tripansko modrilo koja omogućuje razlikovanje mrtvih 

(plavo obojane stanice) od ţivih stanica koje ostaju svjetlije i neobojane. Zatim je s 10 µL tako 

pripremljene suspenzije napunjena Bürker-Türk komorica za brojanje te su stanice prebrojane 

pod mikroskopom. Nakon što je odreĎen ukupni broj stanica, za daljnje odrţavanje kulture 

stanica Caco-2, u bočicu od 25 mL pipetom je prebačen volumen stanica koji odgovara broju od 

0,25 x     stanica te je u bočicu dodano 5 mL medija s antibiotikom. Za optimalnu analizu 

stanica fluorescencijskom mikroskopijom, na pločice s 48 jaţica za kulturu stanica (engl. 48-well 

plate, Costar) nasaĎeno je 10 000 stanica po jaţici te dodano 200 µL medija s antibiotikom. 

Pločica je potom odloţena u inkubator (hipoksija, vlaţnost 95%, 37°C, 5%      do tretiranja 

stanica Caco-2 proupalnim citokinima i natrijevim sulfidom (       

3.2.2. Indukcija upalnog stanja u epitelnim stanicama kolorektalnog adenokarcinoma 

 

S ciljem indukcije upalnog stanja, epitelne stanice kolorektalnog adenokarcinoma (Caco-

2) pri konfluentnosti (popunjenosti podloge bočice stanicama Caco-2) od 40-50%, utvrĎenoj 

invertnim mikroskopom, na pločici s 48 jaţica tretirane su kombinacijom proupalnih citokina, 

faktorom nekroze tumora alfa (TNF-α), interferonom gama (IFN-γ) i interleukinom 1 beta (IL-

1β) (svi u koncentraciji 10 ng/mL) te 0.4 mM natrijevim sulfidom (   S). Izračunom je dobiven 
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volumen proupalnih citokina i natrijeva sulfida koji je dodan u odreĎeni volumen medija bez 

antibiotika s obzirom na broj tretiranih jaţica (200 µL medija bez antibiotika po jaţici). Nakon 

dodatka 200 µL suspenzije u jaţice, pločica je odloţena u inkubator na 72 h (hipoksija, vlaţnost 

95%, 37°C, 5%    ). 

3.2.3 Potvrda indukcije upalnog stanja u epitelnim stanicama kolorektalnog 

adenokarcinoma 

Iz jaţica na pločici uklonjen je medij i stanice su isprane dva puta  fosfatnim puferom 

(PBS). Stanice su potom fiksirane pomoću 4%-tnog formaldehida u puferu PBS kroz 15 minuta 

na tresilici pri 25°C te su, nakon toga, stanice ponovno isprane dva puta s puferom PBS. Za 

blokiranje nespecifičnog vezanja korišten je 5%-tni goveĎi albumin (BSA) u fosfatnom puferu 

(PBS), odnosno 5%-tni BSA/PBS, te je pločica inkubirana jedan sat na tresilici pri 25°C. 

Istekom perioda inkubacije, iz jaţica je uklonjen 5%-tni BSA/PBS te su stanice bojane dodatkom 

monoklonskog antitijela za protein zonula occludens (ZO-1) (1µg/mL) u 1%-tnom goveĎem 

albuminu u fosfatnom puferu (1% BSA/PBS) kroz dva sata na tresilici pri 25°C, u mraku. Nakon 

toga, stanice su isprane dva puta 1%-tnim BSA/PBS nakon čega je slijedilo bojanje jezgri stanica 

bojom 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) u fosfatnom puferu (PBS), odnosno DAPI/PBS 

(konačna koncentracija 300 ng/ml), u periodu inkubacije od 10 minuta na tresilici pri 25°C. 

Potom su stanice isprane dva puta s puferom PBS od ostatka boje, po jaţici je dodano 100 µL 

pufera PBS te se u svrhu potvrde upalnog stanja imunofluorecencijskom analizom pomoću 

ureĎaja EVOS FLC Cell Imager odredila ekspresija proteina ZO-1 (Slika 5). 
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Slika 5. Shematski prikaz obiljeţavanja stanica kolorektalnog adenokarcinoma monoklonskim antitijelom za protein 

zonula occludens te jezgri stanica bojom 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI). PBS = fosfatni pufer korišten za 

ispiranje jaţica, formaldehid korišten kao stanični fiksativ, 5% BSA/PBS = 5%-tni goveĎi serum u fosfatnom  

puferu korišten za blokiranje nespecifičnog vezanja, monoklonsko antitijelo za ZO-1 = monoklonsko antitijelo za 

obiljeţavanje proteina zonula occludens, 1% BSA/PBS = 1%-tni goveĎi serum u fosfatnom puferu, DAPI/PBS = 

fluorescentna boja za obiljeţavanje jezgri stanica u fosfatnom puferu. 

 

3.2.4. Uzgoj probiotskih bakterija L. reuteri i enteropatogenih bakterija E. coli 

 

Probiotska bakterija L. reuteri i odabrana enteropatogena bakterija, E. coli soja 3014, 

uzgajane su u odgovarajućim hranjivim tekućim podlogama u svrhu odreĎivanja apsolutnog 

broja na krutom hranjivom mediju. Nakon uzgoja bakterija u tekućoj hranjivoj podlozi, bakterije 

su isprane, resuspendirane u mediju za zamrzavanje kojeg je činio 30%-tni alkohol glicerol i 

fiziološka otopina, alikvotirane u epruvete od 0.5 mL te pohranjene pri -80°C do daljnjeg 

korištenja. Pojedinačni alikvoti su korišteni za daljnje pokuse na petrijevim pločama sa krutim 

hranjivim podlogama i pokuse nasaĎivanja bakterija na monosloj epitelnih stanica kolorektalnog 

adenokarcinoma (Caco-2). 
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3.2.5. Obilježavanje probiotskih bakterija L. reuteri i enteropatogenih bakterija E. coli za 

analizu fluorescencijskom mikroskopijom i protočnom citometrijom   

 

Za obiljeţavanje bakterija korištene su sljedeće fluorescentne boje: 5(6)-

karboksifluorescein N-hidrosukcinimidil ester (engl. 5(6)-carboxyfluorescein N-

hydroxysuccinimide ester; CFSE) koja se veţe preko amino skupina za proteine i StainIn Green 

Nucleic Acid Stain (StainIN Green) koja se veţe za genomsku DNA, te obje pruţaju mogućnost 

vizualizacije bakterija fluorescencijskom mikroskopijom i detekciju protočnom citometrijom. 

Izvorna suspenzija enteropatogene bakterije E. coli 3014 (2,75 x      bakterija) bila je 

razrijeĎena 1:100, iz čega je, u svrhu obiljeţavanja bojama CFSE i StainIn Green, u dvije 

epruvete uzeto po 260 x     bakterija. Period inkubacije bojom CFSE (konačna koncentracija 

50µM) iznosio je 60 minuta u termostatiranoj tresilici pri 37°C (300 rpm), dok je za 1x i 10x 

boju StainIn Green iznosio 30 minuta pri 4°C. Od originalne suspenzije probiotske bakterije L. 

reuteri, 85 x     bakterija, uzeto je po 10 x     bakterija u dvije epruvete od 15 mL, te su 

bakterije isprane od glicerola u fiziološkoj otopini (2700 x g, 15 minuta). Nakon ispiranja, talog 

je prebačen u dvije epruvete s ciljem obiljeţavanja bojama CFSE i StainIn Green. Obiljeţavanje 

ovim bojama pratilo je iste postavke kao i za bakteriju E. coli; CFSE (50 µM) i StainIn Green 

(1x i 10x). Nakon isteka perioda inkubacije od 60 minuta za boju CFSE, bakterije su 

centifugirane pri 2700 x g  15 minuta, a na talog je dodano 1 mL medija bez antibiotika dok je po 

završetku inkubacije od 30 minuta za boju StainIn Green, sadrţaj epruveta prebačen u 

polipropilenske epruvete od 15 mL i ispran dva puta s 0.5%-tnim goveĎim albuminom (BSA) u 

fosfatnom puferu (PBS), odnosno 0.5%-tni BSA/PBS i centrifugiran pri 2700 x g 15min (2x). 

Nakon toga je na talog dodano 1 mL medija bez antibiotika. Epruvete s obiljeţenim bakterijama 

(L. reuteri i E. coli) fluorescentnom bojom StainIn Green odmah su analizirane protočnom 

citometrijom. 

 

3.2.6. Analiza probiotske bakterije L. reuteri i enteropatogene bakterije E. coli obilježenih 

bojom 5(6)-karboksifluorescein N-hidrosukcinimidil ester pomoću protočne citometrije 

  

Epruvete s bakterijama L. reuteri i E. coli 3014 obiljeţene fluorescentnom bojom 5(6)-

karboksifluorescein N-hidrosukcinimidil ester (CFSE), prema gore navedenom postupku, 

podijeljene su na četiri jednaka dijela i kultivirane pri 37°C kroz različito vrijeme. S ciljem 
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odreĎivanja maksimalnog vremena unutar kojeg je moguće detektirati obiljeţene bakterije bojom 

CFSE (L. reuteri i E. coli), odnosno optimalni period inkubacije tijekom kojeg ne dolazi do 

smanjenja intenziteta fluorescencije kao posljedice umnoţavanja bakterija, obje bakterije 

obiljeţene bojom CFSE inkubirane su u sljedećim vremenskim razmacima: 

1) bakterije L. reuteri i E. coli obiljeţene bojom CFSE i odmah analizirane, 

2) bakterije L. reuteri i E. coli obiljeţene bojom CFSE i analizirane nakon inkubacije u trajanju 

od 1 h, 

3) bakterije L. reuteri i E. coli obiljeţene bojom CFSE i analizirane nakon isteka inkubacije u 

trajanju od 2 h, 

4) bakterije L. reuteri i E. coli obiljeţene bojom CFSE i analizirane nakon isteka inkubacije u 

trajanju od 3 h. 

Svaka epruveta predstavljala je odreĎenu vremensku točku, a nakon isteka svakog perioda 

inkubacije epruvete su analizirane protočnom citometrijom. 

 

3.2.7. Analiza obilježenih adheriranih probiotskih bakterija L. reuteri  i enteropatogenih 

bakterija E. coli fluorescencijskom mikroskopijom   

 

S ciljem odreĎivanja maksimalnog vremena unutar kojeg je moguće detektirati obiljeţene 

bakterije fluorescencijskom mikroskopijom te optimalnog broja bakterija po jednoj epitelnoj 

stanici kolorektalnog adenokarcinoma (Caco-2), odnosno multipliciteta infekcije (engl. 

Multiplicity of infection; MOI) za adheziju bakterija, posebice za enteropatogenu bakteriju E. coli 

3014, pripremljeni su različiti omjeri bakterija u odnosu na broj stanica (MOI). MOI 5 (pet 

bakterija u odnosu na jednu stanicu), MOI 10 (deset bakterija u odnosu na jednu stanicu) i MOI 

20 (20 bakterija u odnosu na jednu stanicu). Bakterije obiljeţene bojama 5(6)-

karboksifluorescein N-hidrosukcinimidil ester (CFSE) ili StainIn Green Nucleic Acid (StainIn 

Green), nasaĎene su na pripremljene monoslojeve stanica Caco-2 u jaţicama pločice za 

kultivaciju te kultivirane jedan i tri sata u svrhu odreĎivanja maksimalnog vremena unutar kojeg 

je fluorescencijskom mikroskopijom moguće detektirati fluorescentno obiljeţene bakterije. 

Nakon isteka kultivacije, pokupljen je medij s neadheriranim bakterijama, jaţice su isprane dva 

puta s fosfatnim puferom (PBS) te su stanice s adheriranim bakterijama fiksirane u 4%-tnom 

formaldehidu u puferu PBS kroz 15 minuta na tresilici pri 25°C. Jaţice su zatim isprane, a jezgre 
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stanica Caco-2 obojane su bojom 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) u fosfatnom puferu (PBS), 

odnosno DAPI/PBS (konačna koncentracija 300ng/ml), kroz 10 minuta. Jaţice su ponovno 

isprane puferom PBS i analizirane pomoću ureĎaja EVOS FLC Cell Imager. 

 

3.2.8. Ispitivanje utjecaja probiotske bakterije L. reuteri na sposobnost adhezije 

enteropatogene bakterije E. coli na epitelnim stanicama kolorektalnog adenokarcinoma 

 

Namjera ovog pokusa bila je ispitati ima li probiotska bakterija L. reuteri izravan (period 

inkubacije u trajanju od 1h) ili neizravan (period inkubacije u trajanju od 3h; utjecaj preko 

modificiranja epitelnih stanica) utjecaj na sposobnost adhezije enteropatogene bakterije E. coli 

3014 za stanice kolorektalnog adenokarcinoma (Caco-2). S druge strane, bakterija E. coli nije 

mogla biti korištena kroz duţe vrijeme inkubacije obzirom da se intenzitet fluorescencije boje 

(6)-karboksifluorescein N-hidrosukcinimidil ester (CFSE), korištene za obiljeţvanje bakterija, 

smanjuje prilikom njenog umnaţanja proporcionalno vremenu kultiviranja. Sukladno tome, 

odreĎeno je maksimalno vrijeme inkubacije bakterije E. coli u trajanju od 1h. Slijedom 

navedenog, korišteni su sljedeći uvjeti inkubacija bakterija na monosloju netretiranih i upalno 

tretiranih epitelnih stanica Caco-2 koji su utvrĎeni prethodnim pokusima: 

 1)   sama bakterija L. reuteri s vremenom inkubacije od 3h,  

 2)   sama bakterija E. coli s vremenom inkubacije od 1h, 

 3)   prethodna inkubacija bakterije L. reuteri od 3h i naknadno nasaĎivanje E. coli s  

       vremenom inkubacije od 1h, 

 4)   istovremena inkubacija bakterija L. reuteri i E. coli od 1h.  

Obje bakterije, L. reuteri i E. coli, nasaĎene su na stanični monosloj Caco-2 pri multiplicitetu 

infekcije 20 (MOI 20; 20 bakterija u odnosu na jednu stanicu Caco-2). Učinak bakterije L. 

reuteri na sposobnost adhezije bakterije E. coli praćen je kvalitativno (fluorescencijska 

mikroskopija pomoću ureĎaja EVOS FLC Cell Imager) i kvantitativno (nasaĎivanje na krutu 

selektivnu hranjivu podlogu). Nakon isteka inkubacije bakterija (L. reuteri i E. coli) sa stanicama 

Caco-2, za analizu pod fluorescencijskim mikroskopom, neadherirane bakterije L. reuteri i E. 

coli uklonjene su ispiranjem, a nakon fiksacije u 4%-tnom formaldehidu u fosfatnom puferu 

(PBS) i ponovnog ispiranja, stanice su obojane fluorescentnom bojom 4′,6-diamidino-2-

fenilindol (DAPI). Analiza je provedena pomoću ureĎaja EVOS FLC Cell Imager. Nakon isteka 

inkubacije bakterija (L. reuteri i E. coli) sa stanicama Caco-2, za nasaĎivanje na krute selektivne 
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hranjive podloge, stanice Caco-2 s adheriranim bakterijama disocirane su korištenjem akutaze 

(engl. Accutase), mješavine enzima sa proteolitičkim i kolagenolitičkim djelovanjem, što znači 

da oponaša djelovanje tripsina i kolagenaze. Disocirane stanice nakon djelovanja akutaze 

prebačene su u epruvete od 2 mL s fiziološkom otopinom, u ukupnom volumenu od 1 mL. 

Ukupni broj vijabilnih adherentnih bakterija L. reuteri i E. coli odreĎen je metodom nasaĎivanja 

decimalnih razjeĎenja bakterija na krute hranjive podloge (engl. spot plate technique). Bakterija 

L. reuteri nasaĎena je na krutu selektivnu hranjivu podlogu za rast vrsta roda Lactobacillus (engl. 

DeMan-Rogosa-Sharpe Agar, MRS agar), a bakterija E. coli na krvnu krutu selektivnu hranjivu 

podlogu za rast vrsta roda Escherichia (engl. Blood agar plates). Bakterije su na krutim 

hranjivim podlogama inkubirane preko noći pri 37°C i 5%    . Sljedeći dan prebrojane su 

izrasle kolonije bakterija. Apsolutni broj adheriranih bakterija E. coli i L. reuteri odreĎen je 

prema sljedećem izrazu: 

Apsolutni broj adheriranih bakterija (CFU) = broj izraslih bakterijskih kolonija x  ukupni 

faktor razrjeĎenja (nasaĎeno je 100 µL nerazrjeĎene bakterijske suspenzije) x ukupni 

volumen početne bakterijske suspenzije u mL (volumen bakterijske suspenzije koja je 

nasaĎena na stanice Caco-2, volumen medija i pufera PBS za ispiranje). 

 

3.2.9. Ispitivanje utjecaja probiotske bakterije L. reuteri i enteropatogene bakterije E. coli 

na ekspresiju proteina zonula occludens  

 

Kako bismo ispitali  kakav utjecaj probiotska bakterija L. reuteri i enteropatogena 

bakterija E. coli 3014 imaju na ekspresiju proteina zonula occludens (ZO-1) epitelnih stanica 

kolorektalnog adenokarcinoma (Caco-2) u uvjetima upale, korišteni su sljedeći uvjeti za 

kvalitativnu analizu fluorescencijskom mikroskopijom i kvantitativnu analizu programom 

ImageJ:  

1)  Stanice Caco-2 rasle su 72 sata u mediju bez proupalnih citokina i natrijeva sulfida kako bi se 

vidjela osnovna razina ekspresije proteina ZO-1 u neupalnim uvjetima, 

2)  Stanice Caco-2 rasle su 72 sata u mediju bez proupalnih citokina, uz dodatak natrijeva sulfida 

kako bi se odredio učinak sumpora na ekspresiju ZO-1, 
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3)  Stanice  Caco-2 rasle su 72 sata u mediju sa proupalnim citokinima i natrijevim sulfidom bez 

bakterija kako bi se vidio kombinirani učinak prouplanih citokina i natrijeva sulfida na ekspresiju 

ZO-1.  

 

Za utvrĎivanje utjecaja bakterija na ekspresiju proteina zonula occludens (ZO-1) korišteni 

su sljedeći uvjeti: 

1)  Stanice Caco-2 rasle su 72 sata u mediju s proupalnim citokinima i natrijevim sulfidom te 

naknadno inkubirane jedan sat s bakterijom E. coli, 

2)  Stanice Caco-2 rasle su 72 sata u mediju s proupalnim citokinima i natrijevim sulfidom te 

naknadno inkubirane tri sata s bakterijom L. reuteri, 

3)  Stanice Caco-2 rasle su 72 sata u mediju s proupalnim citokinima i natrijevim sulfidom te 

naknadno inkubirane jedan sat s bakterijama L. reuteri i E. coli, 

4)  Stanice Caco-2 rasle su 72 sata u mediju s proupalnim citokinima i natrijevim sulfidom te 

naknadno inkubirane tri sata s bakterijom L. reuteri te nakon toga, jedan sat s bakterijom E.coli. 

 

Fluorescencijskom mikroskopijom pomoću ureĎaja EVOS FLC Cell Imager provedena je 

analiza izmijenjene ekspresije proteina zonula occludens (ZO-1) uslijed upalne modulacije 

stanica Caco-2 te nakon adhezije probiotskih (L. reuteri) i enteropatogenih (E. coli 3014) 

bakterija. Analiza intenziteta ekspresije proteina ZO-1 provedena je korištenjem programa 

ImageJ (Fluorescent Imaging Software). 

 

3.2.10. Statistička obrada podataka  

 

Svi eksperimenti provedeni su u triplikatu, a rezultati su izraţeni kao srednja vrijednost ± 

standardna devijacija. Statistička značajnost je odreĎena neparametarskim testom Mann-Whitney 

U i One-way ANOVA analizom varijance. Statistička obrada provedena je na programu 

GraphPad Prism 6 (GraphPad Software).  
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4. REZULTATI 

4.1. Efikasnost obilježavanja bakterijskih stanica L. reuteri i E. coli fluorescentnim bojama 

 

Svrha ovog pokusa bila je odrediti efikasnost obiljeţavanja bakterija odabranim 

fluorescentnim bojama te maksimalno vrijeme inkubacije fluorescentno obiljeţenih bakterija 

nakon kojeg je moguća vizualizacija pomoću fluorescetne miskroskopije. Nakon obiljeţavanja 

probiotske (L. reuteri) i enteropatogene (E. coli 3014) bakterije fluorescentnom bojom StainIn 

Green Nucleic Acid Stain (StainIn Green), obje bakterije su protočnom citometrijom pokazale 

zadovoljavajuće rezultate obiljeţenosti pri koncentracijama boje 1x i 10x (Slika 6). MeĎutim, 

unatoč zadovoljavajućim rezultatima pri obje koncentracije boje StainIn Green, bakterija E. coli 

se fluorescencijskom mikroskopijom nije mogla detektirati. Iz tog razloga, u daljnjim pokusima 

odlučeno je korištenje fluorescentne boje 5(6)-karboksifluorescein N-hidrosukcinimidil ester 

(CFSE). Rezultati na Slici 7 pokazuju kako se fluorescencija boje CFSE kod bakterije L. reuteri 

ne mijenja značajno kroz navedeni period inkubacije (jedan, dva i tri sata inkubacije), za razliku 

od bakterije E. coli kod koje je vidljiv značajan pad intenziteta fluorescencije boje CFSE već 

nakon jednog sata inkubacije (Slika 8). Iz dobivenih rezultata odreĎeno je da najduţi period 

inkubacije za bakteriju E. coli iznosi 1 h, dok se za bakteriju L. reuteri mogu koristiti i dulji 

periodi, što je uzeto u obzir pri daljnjem planiranju eksperimenata. 
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Slika 6. Intenzitet fluorescencije bakterija  L. reuteri i E. coli nakon tretmana bojom StainIN Green utvrĎen 

protočnom citometrijom: a) neobiljeţena L. reuteri, b) L. reuteri u koncentraciji 1x tretirana bojom StainIn Green, c) 

L. reuteri u koncentraciji 10x tretirana bojom StainIn Green, d) neobiljeţena E. coli,  e) E.coli u koncentraciji 1x 

tretirana bojom StainIn Green, f) E. coli u koncentraciji 10x tretirana bojom StainIn Green. FITC-H/SSC-H subset = 

bakterije obiljeţene bojom StainIn Green. 
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Slika 7. Intenzitet fluorescencije bakterija  L. reuteri nakon tretmana bojom CFSE utvrĎen protočnom citometrijom: 

a) neobiljeţena L. reuteri, b) L. reuteri nakon isteka jednosatne inkubacije tretirana bojom CFSE, c) L. reuteri nakon 

isteka dvosatne inkubacije tretirana bojom CFSE, d) L. reuteri nakon isteka trosatne inkubacije tretirana bojom 

CFSE. FITC-H/SSC-H subset = bakterije obiljeţene bojom CFSE. 
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Slika 8. Intenzitet fluorescencije bakterija E. coli nakon tretmana bojom CFSE utvrĎen protočnom citometrijom: a) 

neobiljeţena  E. coli, b) E. coli nakon isteka jednosatne inkubacije tretirana bojom CFSE, c) E. coli nakon isteka 

dvosatne inkubacije tretirana bojom CFSE, d) E. coli nakon isteka trosatne inkubacije tretirana bojom CFSE. FITC-

H/SSC-H subset = bakterije obiljeţene bojom CFSE. 

 

4.2. Adhezija bakterija L. reuteri i E. coli u uvjetima bez upale i s upalom  

 

Probiotske bakterije (L. reuteri) i enteropatogene bakterije (E. coli 3014) obiljeţene su 

fluorescentnom bojom 5(6)-karboksifluorescein N-hidrosukcinimidil ester (CFSE) za 

nasaĎivanje na netretirane i proupalnim citokinima tretirane stanice kolorektalnog 

adenokarcinoma (Caco-2). Stanice Caco-2 tretirane suspenzijom proupalnih citokina odloţene su 

u inkubator na 72 h (hipoksija, vlaţnost 95%, 37°C, 5%    ). Nakon toga, na stanice Caco-2 

nasaĎeni su različiti omjeri fluorescentno obiljeţenih bakterija (L. reuteri i E. coli) u odnosu na 

stanice (multiplicitet infekcije; MOI). MOI5 (pet bakterija u odnosu na jednu stanicu), MOI10 

(10 bakterija u odnosu na jednu stanicu) i MOI20 (20 bakterija u odnosu na jednu stanicu). 
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Istekom inkubacije od jednog sata te analizom pod fluorescencijskim mikroskopom, odnosno 

brojanjem biljega po vidnom polju uzimajući u obzir omjer bakterijskih stanica nasaĎenih na 

stanice Caco-2, uočen je trend jednake adhezije bakterije L. reuteri na stanični monosloj Caco-2 

u oba slučaja (bez upale i s upalom). UsporeĎujući oba uvjeta za isti MOI, nije bilo vidljive 

razlike u adheziji bakterije L. reuteri na stanični monosloj (Slika 9). S druge strane, u uvjetima 

bez upale, enteropatogena bakterija E. coli 3014 bila je slabo vidljiva pod fluorescencijskim 

mikroskopom, odnosno ukazivala je na trend smanjenja adhezije na stanični monosloj Caco-2. 

Krećući od MOI5 prema MOI20, u uvjetima bez upale, bakterija E. coli pokazala je trend 

najveće adhezije pri MOI20. Kod uvjeta s upalom, bakterija E. coli ukazala je na trend povećanja 

adhezije na stanični monosloj (u odnosu na uvjet bez upale), od toga najbolje u omjeru 1:20 

(krećući od MOI5 prema MOI20) (Slika 10). Iz ovih rezultata zaključujemo da bakterija L. 

reuteri jednako adherira na stanični monsoloj Caco-2 neovisno o upali (p=0.831), za razliku od 

bakterije E. coli koja ukazuje na trend povećanja adhezije za upalno izmijenjeni stanični 

monosloj Caco-2.                 
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Slika 9. Usporedba adhezije probiotske bakterije L.reuteri različitih MOI na normalne i upalno kondicionirane 

epitelne stanice kolorektalnog adenokarcinoma (Caco-2): a-c) adherirana bakterija L. reuteri pri MOI 5, MOI 10 i 

MOI 20 na netretiranim stanicama Caco-2, d-f) adherirana bakterija L. reuteri u uvjetima upale pri MOI 5, MOI 10 i 

MOI 20. Citokini (-): netretirane stanice Caco-2, Citokini (+): stanice Caco-2 tretirane proupalnim citokinima (IFN-

γ, TNF-α, IL-1β), MOI = multiplicitet infekcije; broj bakterijskih stanica u odnosu na stanice Caco-2, MOI 5 = pet 

bakterija u odnosu na jednu stanicu, MOI 10 = 10 bakterija u odnosu na jednu stanicu, MOI 20 = 20 bakterija u 

odnosu na jednu stanicu, plava boja = jezgre Caco-2 stanica obojane fluorescentnom bojom 4',6-diamidino-2-

fenilindol (DAPI), zeleno = bakterije L. reuteri obiljeţene fluorescentnom bojom CFSE, bijele strelice označuju 

jednu bakteriju L. reuteri, a crvene strelice više bakterija L. reuteri na jednom mjestu.   
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Slika 10. Usporedba adhezije patogene bakterije E. coli različitih MOI na normalne i upalno kondicionirane epitelne 

stanice kolorektalnog adenokarcinoma (Caco-2): a-c) adherirana bakterija E. coli pri MOI 5, MOI 10 i MOI 20 na 

netretiranim stanicama Caco-2, d-f) adherirana bakterija E. coli u uvjetima upale pri MOI 5, MOI 10 i MOI 20. 

Citokini (-): netretirane stanice Caco-2, Citokini (+): stanice Caco-2 tretirane proupalnim citokinima (IFN-γ, TNF-α, 

IL-1β), MOI = multiplicitet infekcije; broj bakterijskih stanica u odnosu na stanice Caco-2, MOI 5 = pet bakterija u 

odnosu na jednu stanicu, MOI 10 = 10 bakterija u odnosu na jednu stanicu, MOI 20 = 20 bakterija u odnosu na 

jednu stanicu, plava boja = jezgre Caco-2 stanica obojane fluorescentnom bojom 4',6-diamidino-2-fenilindol 

(DAPI), zeleno = bakterije E. coli obiljeţene fluorescentnom bojom CFSE, bijele strelice označuju jednu bakteriju 

E. coli, a crvene strelice više bakterija E. coli na jednom mjestu.  
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U svrhu kvantitativne analize, nakon isteka inkubacije bakterija (L. reuteri i E. coli 3014) 

sa stanicama Caco-2 za nasaĎivanje na krute selektivne hranjive podloge, stanice sa adheriranim 

bakterijama disocirane su djelovanjem akutaze (Accutase). Nakon toga je provedeno trostruko 

nasaĎivanje enteropatogene bakterije E. coli 3014 na krvnu krutu hranjivu podlogu za rast vrsta 

roda Escherichia (engl. Blood agar plates) i probiotske bakterije L. reuteri na krutu hranjivu 

podlogu za rast vrsta roda Lactobacillus (engl. DeMan-Rogosa-Sharpe Agar, MRS Agar). Iako 

je analizom istog multipliciteta infekcije (MOI) pomoću fluorescencijskog mikroskopa uočen 

trend povećanja adhezije bakterije E. coli za upalno modificirani stanični monosloj Caco-2, 

kvantitativna analiza nije pokazala postojanje statistički značajne razlike (p=0,667) zbog 

prevelikih varijacija u rezultatima (Tablica 1).   

 

Tablica 1. Srednja vrijednost apsolutnog broja i standardna devijacija izraslih kolonija bakterije E. coli i L. reuteri 

adheriranih na stanicama kolorektalnog adenokarcinoma, Caco-2, bez uvjeta inducirane upale i s uvjetima 

inducirane upale. Citokini (-) = broj izraslih kolonija bakterija adheriranih na netretiranim stanicama Caco-2, 

citokini (+) = broj izraslih kolonija bakterija adheriranih na stanicama Caco-2 tretiranim medijem s proupalnim 

citokinima. Bakterije E. coli na kruti hranjivi medij nasaĎene su nerazrjeĎene, bakterije L. reuteri u razrjeĎenju 

1:1000, apsolutni broj bakterija izraţen je u CFU (Colony-forming unit). 

 

                      

 

 

4.3. Utjecaj probiotske bakterije L. reuteri na adheziju enteropatogene bakterije E. coli  

 

 Po isteku inkubacije (E. coli u trajanju od 1 h, prethodna inkubacija stanica Caco-2 s L. 

reuteri u trajanju od 3 h te naknadna inkubacija E. coli u trajanju od 1 h, kokultivacija L. reuteri i 

E. coli u trajanju od 1 h) te disociranjem stanica Caco-2 s adheriranim bakterijama, nasaĎivanje 

enteropatogenih bakterija E. coli 3014 adheriranih na stanicama Caco-2 na krute krvne hranjive 

podloge provedeno je ukupno tri puta. Rezultati sva tri mjerenja pokazali su da je srednja 

vrijednost naraslih kolonija adherirane bakterije E. coli u uvjetima upale bila 458 kolonija, što je 

uzeto kao maksimum vezanja (100%). Prethodna inkubacija stanica kolorektlanog 

Adhezija Citokini (-) Citokini (+) 

E. coli 3 900 ± 2 800 4 580  ± 3 340

L. reuteri 588 000 ± 264 000 633 000 ± 159 000
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adenokarcinoma (Caco-2) s  bakterijom L. reuteri u trajanju od tri sata, smanjila je sposobnost 

adhezije bakterije E. coli za 64,38%, a istovremena inkubacija obiju bakterija, L. reuteri i E. coli, 

u trajanju od jednog sata za 48,80% Statističkom usporedbom apsolutnih brojeva adheriranih 

bakterija pri pojedinim uvjetima nije dobivena statistički značajna razlika zbog velikih varijacija 

u rezultatima (Tablica 2), dok se uniformiranjem rezultata izraţenih preko postotaka adheriranih 

bakterija E. coli (100% predstavlja broj adheriranih bakterija E. coli na stanicama Caco-2 bez L. 

reuteri) pokazao značajan utjecaj L. reuteri na smanjenje sposobnosti enteropatogene bakterije 

E. coli da adherira za stanični monosloj Caco-2 (p=0.0032) (Slika 11).  

 

Tablica 2. Srednja vrijednost apsolutnog broja i standardna devijacija izraslih kolonija adherirane bakterije E. coli na 

stanicama kolorektalnog adenokarcinoma, Caco-2, u uvjetima inducirane upale. Citokini (+) = broj izraslih kolonija 

bakterija E. coli adheriranih na stanicama Caco-2 tretiranim medijem s proupalnim citokinima. Bakterije E. coli 

adherirane na stanice na kruti hranjivi medij nasaĎene su nerazrjeĎene, apsolutni broj bakterija izraţen je u CFU 

(Colony-forming unit). 

        

 

   

Adherirane bakterije Citokini (+) 

E.coli  1h 4 580 ± 3 340

L.reuteri  predkultivacija 3h i E.coli  1h 1 690 ± 1 796

Kultivacija L.reuteri  i E.coli  1h 2 116 ± 1 373
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Slika 11. Broj izraslih kolonija bakterije E. coli adherirane na stanicama kolorektalnog adenokarcinoma nakon isteka 

navedenih inkubacija bakterija te nasaĎivanja bakterije E. coli na krute krvne hranjive podloge u uvjetima 

inducirane upale. Prikazana je srednja vrijednost i standardna devijacija tri mjerenja u postotcima. Statistički 

značajne razlike označene su sa *p<0.01. E. coli 1h = bakterija E. coli inkubirana 1h na stanicama kolorektalnog 

adenokarcinoma (Caco-2), L. reuteri 3h + E. coli 1h = bakterija L. reuteri prethodnoinkubirana te naknadno 

inkubirana E. coli 1h na stanicama Caco-2, L. reuteri i E. coli 1h = istovremena inkubacija bakterija 1h na stanicama 

Caco-2.      
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4.4. Ekspresija proteina zonula occludens u prisutnosti bakterija L. reuteri i E. coli 

 

Na slici 12a vidljiva je bazalna razina ekspresije proteina zonula occludens (ZO-1) na 

monosloju epitelnih stanica kolorektalnog adenokarcinoma (Caco-2) u mediju bez proupalnih 

citokina, s intenzitetom fluorescencije (IF) od 45.190. Zanimljivo je da dodatak natrijeva sulfida 

(      u medij dovodi do povećanja intenziteta fluorescencije proteina ZO-1 na vrijednost 

67.201 (Slika 12b). Budući da je u daljnjim uvjetima korišten medij s dodatkom      i 

proupalnim citokinima (interferon gama; IFN-γ, faktor nekroze tumora alfa; TNF-α, interleukin 1 

beta; IL-1β), kao negativna kontrola odreĎivanja učinka proupalnih citokina te L. reuteri 

odnosno E. coli 3014 na ekspresiju proteina ZO-1 sluţio je uvjet u kojem su stanice Caco-2 

tretirane medijem s dodatkom      (Slika 12b). Na slici 12c, vidljivo je da dodatak proupalnih 

citokina dovodi do smanjenja intenziteta fluorescencije proteina ZO-1 na vrijednost 56.609, u 

odnosu na učinak samog Na2S s intenzitetom fluorescencije od 67.201. (Slika 12b). Slično, 

smanjenje ekspresije proteina ZO-1 nalazimo i kod stanica tretiranih proupalnim citokinima te 

dodatno izloţenih djelovanju bakterije E. coli 3014 (IF 56.617) (Slika 12d) u trajanju od 60 

minuta. Suprotno, izlaganje upalno kondicioniranih stanica Caco-2 djelovanju bakterije L. 

reuteri (Slika 12e) ili L. reuteri i E. coli (Slika 12f) u trajanju od jednog sata, očuvalo je 

ekspresiju proteina ZO-1 (IF 63.180 i IF 65.565) slično vrijednosti za negativnu kontrolu (Slika 

12b). Ipak, najveći iznos intenziteta fluorescencije proteina ZO-1 (104.608) primijećen je u 

uvjetu prethodne inkubacije stanica Caco-2 s bakterijom L. reuteri u trajanju od tri sata  unatoč 

naknadne inkubacije s E. coli (Slika 12g). Ovaj set eksperimenata raĎen je u duplikatu, a 

prikazane su reprezentativne slike za pojedine uvjete za koje je izraţen IF kao srednja vrijednost 

dobivenih podataka u duplikatu.   
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Slika 12. Ekspresija proteina ZO-1 na staničnom monosloju epitelnih stanica kolorektalnog adenokarcinoma (Caco-

2) u različitim uvjetima kultivacije: a) bazalna razina ekspresije proteina ZO-1 staničnog monosloja Caco-2, b) 

razina ekspresije proteina ZO-1 staničnog monosloja Caco-2 s     , c) razina ekspresije proteina ZO-1 monosloja 

Caco-2 kondicioniranog upalnim citokinima s dodatkom     , d) razina ekspresije proteina ZO-1 monosloja Caco-2  

kondicioniranog upalnim citokinima s dodatkom       i inkubacijom bakterije E. coli (1h), e) razina ekspresije 

proteina ZO-1 monosloja Caco-2 kondicioniranog upalnim citokinima s dodatkom       i inkubacijom bakterije L. 

reuteri (1h), f) razina ekspresije proteina ZO-1 monosloja Caco-2 kondicioniranog upalnim citokinima s dodatkom 

      i istovremenom inkubacijom bakterija E.coli i L.reuteri (1h), g) razina ekspresije proteina ZO-1 monosloja 

Caco-2 kondicioniranog upalnim citokinima s dodatkom      i prethodnom inkubacijom bakterije L. reuteri (3h) i 

inkubacijom bakterije E. coli (1h). ZO-1 = protein zonula occludens,      = natrijev sulfid, plavo = jezgre stanica 

Caco-2 obojane fluorescentnom bojom 4',6-diamidino-2-fenilindol  (DAPI); crveno = fluorescencija proteina ZO-1 

nakon dodatka Alexa Fluor 647 konjugiranog ZO-1 monoklonskog antitijela. 
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Iako se na Slici 12d vizualno čini da enteropatogena bakterija E. coli 3014 uzrokuje jači 

signal za protein ZO-1 u odnosu na tretman stanica samo s proupalnim citokinima (Slika 12c), 

fluorescentnom mikroskopijom samih stanica pod vidljivim svjetlom uočeno je da E. coli 

uzrokuje odizanje stanica Caco-2 iz monosloja, što posljedično dovodi i do izmijenjene 

fluorescencije ZO-1 (Slika 13). 

 

Slika 13. Razlike u stanicama Caco-2: lijevo – stanice su priljubljene jedna uz drugu; desno – na odreĎenim 

mjestima staničnog monosloja, stanice su fizički odvojene i odignute što, u ovom slučaju, dovodi do prividno 

povećane ekspresije proteina ZO-1. Uvjeti upale = medij s proupalnim citokinima i natrijevim sulfidom, uvjeti upale 

+ E. coli = medij s proupalnim citokinima, natrijevim sulfidom i bakterijom E. coli, ZO-1 = protein zonula 

occludens. 
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5. RASPRAVA 

 

 Adhezija probiotskih bakterija L. reuteri na crijevni epitel, uz ostalo, vaţna je i za 

inhibiciju vezanja patogena te njihovu daljnju kolonizaciju ili imunomodulaciju. Nekoliko 

studija je pokazalo da bakterija L. reuteri ima veliki kapacitet za kolonizaciju i adheziju za 

crijevni epitel unatoč nepovoljnim uvjetima u gastrointestinalnom traktu (Srinivasan i sur. 2018; 

Wang i sur. 2018). Sukladno, rezultati ovog istraţivanja ukazali su na trend nepromijenjene 

adhezije bakterije L. reuteri na monosloj epitelnih stanica kolorektalnog adenokarcinoma (Caco-

2) neovisno o upalnim uvjetima. S druge strane, enteropatogena bakterija E. coli 3014 pokazala 

je trend povećane adhezije za upalno izmijenjen stanični monosloj Caco-2 što je u skladu s 

nalazima povećane prisutnosti bakterije E. coli  na površini crijevnog epitela bolesnika s upalnim 

bolestima crijeva (UBC), odnosno u uvjetima akutne upale (Rhodes 2007). U ovom istraţivanju 

za obiljeţavanje i uspješnu detekciju bakterija L. reuteri i E. coli korištena je fluorescentna boja 

5(6)-karboksifluorescein N-hidrosukcinimidil ester (CFSE). Iako se u početku planiralo 

korištenje boje StainIn Green Nucleic Acid Stain (StainIn Green) koja slobodno ulazi u 

bakterijske stanice i veţe se za DNA, rezultati usporednih analiza protočnom citometrijom i 

fluorescencijskom mikroskopijom utvrdili su slabiju moć razlučivanja intenziteta fluorescencije 

u odnosu na boju CFSE, osobito u slučaju bakterije E. coli. Dodatno, intenzitet fluorescencije 

obiljeţenih bakterija L. reuteri i E. coli smanjuje se s obzirom na vrijeme kultiviranja i 

umnoţavanja bakterija. Mogući razlog uspjeha korištenja boje CFSE u odnosu na boju StainIn 

Green proizlazi iz činjenice da se boja CFSE veţe za amino skupine proteina, dok se boja 

StainIn Green veţe za genomsku DNA bakterija. S obzirom na dostupnu količinu substrata 

vezanja ovih fluorescentnih boja, ne iznenaĎuje činjenica da je intenzitet fluorescencije 

obiljeţenih prema neobiljeţenim bakterijama (engl. Stain index) veći za boju CFSE, posebno u 

slučaju bakterija E. coli koje sadrţe relativno manju količinu DNA u odnosu na L. reuteri 

(Baumstummler i sur. 2011). 

  Rezultati ovog istraţivanja ukazuju na mogući pozitivan učinak djelovanja probiotskih 

bakterija na oporavak epitela u uvjetima upale te predstavljaju mogući koristan dodatak 

standardnoj terapiji upalnih bolesti crijeva (UBC). Izlaganje epitelnih stanica kolorektalnog 

adenokarcinoma (Caco-2) probiotskim bakterijama L. reuteri ukazuje na trend smanjenja 

adhezije enteropatogenih bakterija E. coli 3014, s najvećim inhibitornim učinkom u uvjetima 
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kada su stanice prethodno kultivirane s bakterijama L. reuteri u trajanju od tri sata. U tom slučaju 

trend smanjenja kolonizacije staničnog monosloja Caco-2 E. coli vjerojatno je posljedica 

neizravnog učinka bakterija L. reuteri na stanice Caco-2. Trend smanjenja kolonizacije staničnog 

monosloja Caco-2 E. coli zamijećen je i kod istovremenog izlaganja stanica Caco-2 L. reuteri i 

E. coli u trajanju od jednog sata, što znači da L. reuteri, uz neizravni učinak, vjerojatno ima i 

izravni učinak na smanjenje kolonizacije E. coli. Vjerojatni mehanizam izravnog djelovanja L. 

reuteri je kompetitivna inhibicija veznih mjesta, kao što su to pokazali Wang i sur. (2018). 

TakoĎer, poznato je da bakterije L. reuteri proizvode baktericidne spojeve kojima mogu 

negativno utjecati na patogene bakterije, odnosno E. coli (Srinivasan i sur. 2018). U provedenim 

pokusima, kada su stanice Caco-2 istovremeno izloţene djelovanju L. reuteri i E. coli, bakterije 

E. coli imale su veću mogućnost pronalaţenja aktivnih veznih mjesta, što je rezultiralo većim 

brojem adheriranih bakterija u odnosu na broj adheriranih bakterija na stanicama Caco-2 koje su 

prethodno izloţene djelovanju L. reuteri u trajanju od tri sata. Glavni nedostatak ovog 

istraţivanja je relativno mali broj ponavljanja eksperimenata budući da je kod provedenih 

ispitivanja uočena velika varijacija dobivenih rezultata. MeĎutim, ovo je preliminarno 

istraţivanje s naglaskom na uspostavu i optimizaciju in vitro (istraţivanja na stanicama izvan 

njihova normalnog biološkog okruţenja) modela za procjenu sposobnosti probiotskih vrsta u 

modulaciji patoloških procesa povezanih s UBC-om. Visoke vrijednosti standardnih devijacija za 

izrasle bakterijske kolonije (L. reuteri i E. coli) na krutim hranjivim podlogama nasaĎenima u 

triplikatima vjerojatno bi se smanjile većim brojem ponovljenih pokusa. 

 Poznato je da tretman staničnog monosloja kolorektalnog adenokarcinoma (Caco-2) 

proupalnim citokinima IFN-γ, TNF-α i IL-1β povećava propusnost uslijed narušavanja integriteta 

kompleksa čvrstih spojeva. Youakim i Ahideh (1999) istaknuli su povezanost IFN-γ te TNF-α 

(Ma i sur., 2004) s povećanjem permeabilnosti monosloja stanica Caco-2 i to kroz smanjenu 

ekspresiju proteina ZO-1. Han i sur. (2003) dodatno su potvrdili negativan učinak ovih citokina, 

korištenjem kombinacije proupalnih citokina (citomix) IFN-γ, TNF-α i IL-β na modelu stanica 

Caco-2. Provedeni pokusi ukazali su na negativan učinak proupalnih citokina na smanjenje 

ekspresije ZO-1 u odnosu na netretirani stanični monosloj fluorescencijskom mikroskopijom. 

Osim citokina, stanice Caco-2 su dodatno tretirane s natrijevim sulfidom te je na taj način 

pribliţen in vitro (istraţivanja na stanicama izvan njihova normalnog biološkog okruţenja) 

model uobičajenim ţivotinjskim modelima istraţivanja UBC-a koji koriste sumporne spojeve za 
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izazivanje bolesti. Naime, Poritz i sur. (2007), korištenjem dekstran natrij sulfata (DSS) kao 

induktora kolitisa na mišjem modelu, dokazali su da sumporni spojevi povećavaju permeabilnost 

epitelnog monosloja. Inicijalni mehanizam djelovanja sumpornih spojeva na epitelne stanice 

uključuje toksičnost i staničnu smrt, a zatim i razvoj upalnog procesa kao posljedicu narušavanja 

crijevne barijere i translokacije mikrobiote (Kitajima i sur. 1999). U prikazanom pokusu stanice 

Caco-2 bile su uzgajane u mediju s proupalnim citokinima (IFN-γ, TNF-α IL-1β) uz dodatak 

natrijeva sulfida      ), i u tim uvjetima, detektiran je veći broj adheriranih E. coli 3014 u 

odnosu na netretirane stanice, iako nije pokazana statistički zanačajna razlika. Osim što se 

koriste za indukciju UBC-a u ţivotinjskim modelima, kroz izazivanje stanične smrti i gubitak 

monosloja, pitanje je da li sumpor i njegovi spojevi mogu utjecati i na druge mehanizme koji 

doprinose karakterističnim patološkim nalazima. Suprotno očekivanju, u ovim pokusima, 

dodatak natrijeva sulfida u medij za kultivaciju ukazao je na povećanu ekspresiju proteina ZO-1 

u stanicama Caco-2 u odnosu na stanice uzgajane u kompletnom mediju bez natrijeva sulfida. 

MeĎutim, tretman stanica Caco-2 proupalnim citokinima ukazao je na smanjenu ekspresiju 

proteina ZO-1, unatoč prisutnom natrijevom sulfidu. Iako su Zhang i sur. (2010) pokazali da 

same E. coli smanjuju ekspresiju proteina ZO-1 i narušavaju crijevnu barijeru, u ovom 

istraţivanju nisu uočeni dodatni učinci bakterije E. coli u odnosu na sam proupalni medij. 

Mogući razlog je prekratka inkubacija bakterija E. coli sa stanicama Caco-2, no u ovim 

postavkama eksperimenata dulja inkubacija nije bila moguća zbog nemogućnosti vizualizacije 

fluorescentnom mikroskopijom, odnosno citotoksičnog učinka metabolita E. coli. I nakon jednog 

sata izlaganja stanica Caco-2 enteropatogenom bakterijom E. coli 3014 moguće je uočiti 

narušavanje integriteta epitelnog monosloja i odizanje stanica s podloge. Nadalje,  prividno jači 

intenzitet fluorescencije antitijelom obiljeţenog proteina ZO-1 u prisustvu bakterije E. coli je 

posljedica djelovanja bakterije na same stanice, tj. stanice na odreĎenim mjestima se odiţu iz 

monosloja vjerojatno kao posljedica smrti uslijed toksičnog djelovanja bakterijskih toksina, što 

dovodi do nespecifičnog vezanja antitijela. 

 Prema rezultatima ovog istraţivanja, probiotske bakterije L. reuteri pokazuju 

potencijalno zaštitno djelovanje te bi povećanje kolonizacije crijeva ovim bakterijama moglo 

pozitivno djelovati u liječenju upalnih bolesti crijeva (UBC) sprječavajući oštećenja epitelne 

barijere i posljedične kolonizacije epitela patogenim bakterijama. I druge studije pokazale su 

slično djelovanje bakterija L. reuteri u upalnim uvjetima povećanom razinom ekspresije proteina 
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zonula occludes (ZO-1) i očuvanjem integriteta epitelne barijere, ne samo kod UBC-a nego i 

drugim bolestima. Pozitivan učinak bakterija L. reuteri pokazan je kod djece s atopijskim 

dermatitisom gdje je narušena funkcija epitelne barijere direktno povezana s patogenezom (Mu i 

sur. 2018). U uvjetima kultivacije epitelnih stanica kolorektalnog adenokarcinoma (Caco-2) in 

vitro (istraţivanja na stanicama izvan njihova normalnog biološkog okruţenja) s bakterijama L. 

reuteri, sa i bez patogene bakterije E. coli, uočena je povećana ekspresija proteina ZO-1. 

Prethodna inkubacija stanica Caco-2 s bakterijom L. reuteri te nakon toga, dodatna inkubacija s 

bakterijom E. coli ukazala je na povećanje ekspresije proteina ZO-1. Ono je bilo i više nego kod 

predinkubacije samo s bakterijom L. reuteri. Moguće objašnjenje je u kinetici ekspresije  

proteina ZO-1 budući da je ukupno vrijeme kultivacije stanica Caco-2 u prisustvu bakterije L. 

reuteri u prvom slučaju bilo četiri sata, a u drugom tri sata, što se planira istraţiti dodatnim 

pokusima u budućnosti.  

Niska zastupljenost proteina epitelne barijere ZO-1 uslijed upalnog stanja, dodatkom 

probiotskih bakterija L. reuteri gdje vrijeme inkubacije s probiotskom bakterijom ima vaţnu 

ulogu, ukazuje na promjenu zastupljenosti početno niske ekspresije proteina ZO-1. Istovremena 

inkubacija epitelnih stanica kolorektalnog adenokarcinoma (Caco-2) s bakterijama L. reuteri i E. 

coli u trajanju od jednog sata je bila, po svemu dosad utvrĎenom, prekratka za statistički 

značajno povećanu de novo (novu) ekspresiju proteina zonula occludens (ZO-1). Ipak, bakterija 

L. reuteri i u ovakvim uvjetima pokazuje mogući pozitivan probiotski učinak većom ekspresijom 

proteina ZO-1. Osim pozitivnih učinaka bakterija L. reuteri u in vitro (istraţivanja na stanicama 

izvan njihova normalnog biološkog okruţenja) istraţivanjima, kod in vivo (istraţivanja na ţivim 

organizmima) modela ţivotinjskog kolitisa induciranog djelovanjem dekstran natrij sulfata 

(DSS), primjena bakterija L. reuteri povećala je ekspresiju proteina ZO-1 i očuvala integritet 

crijevne barijere.  
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6. ZAKLJUČAK 

Provedenim preliminarnim istraţivanjem doneseni su sljedeći zaključci: 

1. Da bi se mogle vizualizirati, enteropatogene bakterije E. coli 3014 obiljeţene su bojom 5(6)-

karboksifluorescein N-hidrosukcinimidil ester (CFSE) koja se veţe na amino skupine proteina, 

za razliku od boje StainIn Green Nucleic Acid Stain (StainIn Green), koja se veţe na genomsku 

DNA bakterije. Bakterije E. coli imaju malu količinu genomske DNA te se, obiljeţene bojom 

StainIn Green, ne mogu vizualizirati fluorescencijskom mikroskopijom.  

2. Enteropatogene bakterije E. coli 3014 pokazuju moguću povećanu sposobnost adhezije za 

stanice kolorektalnog adenokarcinoma (Caco-2) u upalnim uvjetima iako nije utvrĎena statistički 

značajna razlika. Probiotska bakterija L. reuteri pokazala je nepromijenjeni trend adhezije za 

stanice Caco-2 u oba uvjeta (u prisutnosti i odsutnosti proupalnih citokina). 

3. Probiotska bakterija L. reuteri smanjuje sposobnost adhezije enteropatogene bakterije E. coli 

3014 za stanice kolorektalnog adenokarcinoma (Caco-2) gdje je utvrĎena statistički značajna 

razlika (p=0.032). Vjerojatni mehanizmi  podrazumijevaju izravni utjecaj bakterija L. reuteri na 

E. coli (kokultivacija 1h) kao i neizravan utjecaj preko Caco-2 stanica (predkultivacija 3h). 

4. Enteropatogena bakterija E. coli 3014 ukazuje na smanjenje ekspresije proteina zonnula 

occludens (ZO-1) u uvjetima upalnog stanja na stanicama kolorektalnog adenokarcinoma (Caco-

2) prema vrijednosti intenziteta fluorescencije te, prema tome, postoji mogućnost negativnog 

utjecaja na integritet monosloja i funkciju epitelne barijere. Probiotska bakterija L. reuteri 

ukazuje na povećanje ekspresije proteina ZO-1 u uvjetima upalnog stanja na stanicama Caco-2 te 

na taj način ukazuje na moguće sudjelovanje u odrţavanju integriteta monosloja i funkcije 

barijere, što bi se moglo iskoristiti za terapiju upalnih bolesti crijeva.  
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