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SAŽETAK 

Predmet istraživanja ove doktorske disertacije je ispitivanje promena u fenotipu i aktivnosti makrofaga 
peritonealne šupljine Albino Oxford (AO) i Dark Agouti (DA) pacova tokom razvoja inflamatornog 
odgovora koji je indukovan delovanjem bakterija mikrobiote creva direktno, intraperitonealnom (i.p.) 
primenom, ili indirektno, tokom razvoja kolitisa, kao i ispitivanje modulacije ovih promena primenom 
probiotske bakterije Lactobacillus rhamnosus (L. rhamnosus). 

Rezultati su pokazali da i.p. primena umrtvljenih E. coli ili Enterococcus spp. dovodi do izraženije 
inflamatorne polarizacije makrofaga peritonealne šupljine DA pacova u odnosu na AO soj, dok i.p. 
primena L. rhamnosus ima veći potencijal da spreči funkcionalne promene do kojih dovodi in vitro 
stimulacija komensalnim bakterijama u makrofagima pacova AO soja. Tokom razvoja kolitisa 
makrofagi DA pacova produkuju više IL-6 u odnosu na AO soj, a značajno manja smrtnost AO pacova 
je praćena intenzivnijom produkcijom IL-10 u makrofagima u odgovoru na dodatnu stimulaciju 
komensalnim bakterijama in vitro i višim nivoom antitela klase IgA specifičnih za E. coli u serumu. Rani 
postnatalni oralni tretman bakterijom L. rhamnosus u DA pacovima povećava raznovrsnost 
Bifidobacterium vrsta u fecesu, a nakon indukcije kolitisa u adultnom dobu smanjuje stepen ulceracije 
kolona, povećava zastupljenost rezidentnih makrofaga peritonealne šupljine i suprimira povećanja 
produkcije NO i IL-10 stimulisana komensalnim bakterijama in vitro. 

Nalazi ukazuju na značaj genetski determinisane predispozicije ka određenom obrascu aktivacije 
makrofaga za promene u fenotipu i aktivnosti tokom razvoja inflamatornog odgovora koji je indukovan 
delovanjem bakterija mikrobiote creva, kao i za modulaciju ovih promena primenom probiotske 
bakterije L. rhamnosus. 

Ključne reči: AO pacovi, DA pacovi, imunomodulacija, inflamacija, komensalne bakterije, kolitis, 
Lactobacillus rhamnosus, makrofagi peritonealne šupljine 
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ABSTRACT 

The subject of this doctoral dissertation is the study of changes in the phenotype and activity of 
peritoneal cavity macrophages from Albino Oxford (AO) and Dark Agouti (DA) rats during the 
development of inflammatory response induced by intestinal microbiota directly, intraperitoneally (i.p.), 
or indirectly, through development of colitis, as well as study of the modulation of these changes using 
the probiotic bacterium Lactobacillus rhamnosus (L. rhamnosus). 

I.p. application of killed E. coli or Enterococcus spp. leads to a more pronounced inflammatory 
polarization of the peritoneal cavity macrophages from DA rats compared the AO strain, while i.p. 
application of L. rhamnosus has a greater potential to prevent functional changes caused by in vitro 
stimulation with commensal bacteria in AO rat macrophages. During the development of colitis, DA 
rat macrophages produce more IL-6 than the AO strain, and significantly lower AO rat mortality was 
accompanied by more intense IL-10 production in macrophages in response to additional stimulation 
with commensal bacteria in vitro and higher levels of IgA-class antibodies specific to E. coli in the serum. 
Early postnatal oral treatment with L. rhamnosus in DA rats increased the diversity of Bifidobacterium 
species in feces, and after induction of colitis in adulthood reduced the degree of colonic ulceration, 
increased the presence of resident peritoneal cavity macrophages and suppressed the increased 
production of NO and IL-10 stimulated by commensal bacteria . 

The findings indicate the importance of genetically determined predisposition to a certain pattern of 
macrophage activation for changes in phenotype and activity during the development of inflammatory 
response induced by intestinal microbiota, as well as for modulation of these changes using probiotic 
bacterium L. rhamnosus. 

Key words: AO rats, commensal bacteria, colitis, DA rats, immunomodulation, inflammation, 
Lactobacillus rhamnosus, peritoneal cavity macrophages,  

Scientific field: Biology 

Scientific subfield: Immunobiology 
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1. UVOD 

1.1 Peritonealna šupljina 
Peritonealna šupljina je telesni odeljak unutar abdomena u kome je pozicionirana većina visceralnih 
organa. Ona predstavlja bitan imunološki odeljak jer je ispunjena tečnošću u kojoj su prisutni leukociti, 
među kojima su dominantni makrofagi i specifični B1 limfociti, zatim granulociti, mastociti, monociti, 
NK ćelije, kao i T limfociti (1). Zastupljenost ovih ćelija znatno varira ne samo prilikom patoloških 
pojava, već i u okviru različitih sojeva laboratorijskih životinja iste vrste (2).  

Najveći značaj ovog telesnog odeljka za istraživače je dugo bio u relativnoj jednostavnosti izolovanja 
imunskih ćelija, pretežno makrofaga, iz laboratorijskih glodara u uslovima homeostaze ili inflamacije 
(3). Iz kliničke prakse peritonealne ćelije su za potrebe istraživanja gotovo isključivo izolovane iz 
pacijenata podvrgnutih peritonealnoj dijalizi (4). 

Sam peritoneum predstavlja seroznu opnu koja obavija peritonealnu šupljinu, a može se podeliti na 
parijetalni (oblaže telesni zid) i visceralni peritoneum (oblaže visceralne organe) (Slika 1 Uprošćeni 
shematski prikaz peritonealne šupljine i pozicije intra- i retroperitonealnih organa. Preuzeto izmenjeno 
sa Slika 1). Glavna uloga peritonealne šupljine je oblaganje površina visceralnih organa uz malu količinu 
peritonealne tečnosti kako bi se smanjio efekat trenja, olakšao transport fluida, i olakšao imunološki 
nadzor međuorganskog prostora. Mezotelne ćelije koje čine peritonealni omotač imaju 
imunomodulatorne funkcije, sekretuju hemokine i citokine kao što su C-C ligand 2 (CCL)-2, 
makrofagni inflamatorni protein (MIP)-2, faktor nekroze tumora (engl. Tumor Necrosis Factor, TNF), 
interleukin (IL)-6, IL-10 i eksprimiraju različite receptore urođenog imunskog odgovora kao što su 
CD14, receptor sličan Tolu (engl. Toll-Like Receptor, TLR)-1-5 (5).  

Infekcije nastale unutar visceralnih organa se mogu proširiti na ostale organe (6), što peritonealne ćelije 
aktivno suzbijaju. Makrofagi peritonealne šupljine su sposobni da migriraju u udaljena tkiva u kratkom 
roku, što uz jednostavnost izolovanja i manipulacije, kao i relativno velikog broja, ove ćelije čini 
izuzetno potentnim imunoterapeutskim sredstvom (7) Zreli, rezidentni makrofagi peritonealne šupljine 
miševa (F4/80HiGATA6+) imaju sposobnost direktne migracije u jetru nakon sterilne povrede (8), gde 
se diferenciraju u alternativno aktiviran fenotip koji podstiče oporavak tkiva, kao i u creva nakon 
povrede seroze i indukcije kolitisa (9). Iz ovoga je moguće pretpostaviti ulogu makrofaga peritonealne 
šupljine ne samo u imunološkom nadzoru prostora između visceralnih organa i sprečavanju širenja 
infekcija tim putem, nego i kao izvora ćelija koje reparativnim mehanizmima brzo reaguju na oštećenja 
izazvana unutar organa. 

 

Slika 1 Uprošćeni shematski prikaz peritonealne šupljine i pozicije intra- i retroperitonealnih 
organa. Preuzeto izmenjeno sa https://cnx.org/ 
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1.1.1 Makrofagi i njihova raznovrsna uloga 
Makrofagi su ćelije imunskog sistema mijeloidnog porekla, prisutni u svim tkivima organizma. Tokom 
embrionalnog razvića kolonizuju tkiva iz dva izvora – žumančane kese, iz koje poreklo vode 
samoobnavljajući rezidentni makrofagi većine tkiva, i fetalne jetre, gde se odvija hematopoeza, koja se 
po rođenju premešta u kostnu srž, odakle potiču monociti koji obnavljaju populacije tkivnih makrofaga 
ili učestvuju u inflamaciji (10). Istraživanjima je utvrđeno da su makrofagi veoma plastične ćelije koji se 
prilagođavaju lokalnoj sredini. Male razlike u vanćelijskom matriksu mogu imati značajan uticaj na 
njihovu polarizaciju in vivo ili in vitro (11), i usmeravanje ka anti-inflamatornom (12) ili 
proinflamatornom profilu (13). Makrofagi imaju ulogu u zaceljivanju povreda, direktnim učešćem u 
produkciji kolagenih vlakana i posledičnoj fibrozi, što je pokazano u humanim makrofagima 
monocitnog porekla (14), a nedavno utvrđeno i na više životinjskih modela (15). Efektorska funkcija 
ovih ćelija ogleda se u fagocitozi stranih tela i patogenih mikroorganizama, koju ostvaruju pomoću 
površinskih receptora specifičnih za filogenetski konzervirane molekulske obrasce patogena (engl. 
Pathogen-associated molecular patterns, PAMP) kao što su TLR ili receptori slični NOD-u (engl. NOD-
Like Receptors, NLR) (16). Pored imunološkog nadzora i fagocitoze stranih tela i mikroorganizama, 
makrofagi takođe reaguju na unutrašnje signale opasnosti koji se oslobađaju nakon nekroze tkivnih 
ćelija, i koje nazivamo molekulskim obrascima oštećenja (engl. Danger-associated molecular paterns, 
DAMP), što predstavlja rekapitulaciju njihovog molekularnog odgovora na PAMP (17). Makrofagi se, 
pored dendritskih ćelija (DĆ) i B limfocita, ubrajaju u profesionalne antigen prezentujuće ćelije (APĆ).  

Tabela 1 Pregled tkivno-specifičnih makrofaga i njihovih funkcija u homeostazi i tokom 
inflamacije.  

Tkivo Subset  Uloge i funkcije 

Fetalna jetra Stromalni makrofagi Eritropoeza 

Kostna srž Monociti Obnavljanje tkivnih makrofaga, 
inflamacija 

Stromalni makrofagi Formiranje hematopoetskih 
ostrvaca, hematopoeza, i 
enukleacija eritrocita 

Osteoklasti Remodeliranje kostiju 

Slezina Makrofagi crvene pulpe Uklanjanje istrošenih eritrocita i 
polimorfonukleara, recikliranje 
gvožđa, i katabolizam hem grupe 

Marginalni metalofili Uklanjanje polisaharida, 
antigena, i mikroba 

Makrofagi spoljašnje marginalne 
zone 

Fagocitoza 

Makrofagi bele pulpe Uklanjanje apoptotskih T i B 
limfocita, transfer antigena i 
aktivacija limfocita 

Limfni čvorovi Subkapsularni makrofagi Uklanjanje polisaharida, 
antigena, i mikroba, prenos 
antigena na DĆ 

Medularni makrofagi Aktivacija T i B ćelija 

Creva Makrofagi lamine proprije Interakcije sa mikrobiomom, 
epitelom, urođenе limfoidnе 
ćelijе , i limfocitima, modulacija 
inflamacije 

Makrofagi submukoze Interakcije sa lokalnim mišićnim 
i nervnim ćelijama, regulacija 
peristaltike creva 

Peritonealna šupljina Rezidentni makrofagi (veliki i Interakcije sa B1 limfocitima, 
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mali) migriranje u abdominalne organe 
nakon povreda ili drenirajuće 
limfne čvorove u inflamaciji 

Jetra Kupferove ćelije Fagocitoza, endocitoza, 
interakcije sa hepatocitima, 
sinteza proteina akutne faze, 
metabolizam gvožđa, lipida, i 
mikronutrijenata 

Pluća Alveolarni makrofagi Uklanjanje čestica, 
imunosupresija nakon aktivacije 

Bronhijalni makrofagi Ingestija i prezentacija antigena 

Srce Rezidentni makrofagi srca Regulacija kardiomiocita 

Rezidentni makrofagi 
miokardijuma ili makrofagi 
poreklom od monocita 

Odgovor na ishemijski infarkt 
miokardijuma, remodeliranje i 
oporavak tkiva 

Arterije Rezidentni makrofagi  Adhezija za endotel, interakcija 
sa lipidima i mišićnim ćelijama, 
formiranje penastih ćelija 

Mozak Mikroglija Interakcija sa živim i 
apoptotičnim neuronima i 
astrocitima, oblikovanje sinapsi 

Perivaskularni makrofagi Uklanjanje lektina 

Makrofagi horioidnog pleksusa Sekrecija moždano-moždinske 
tečnosti 

Meningealni makrofagi Uklanjanje i dreniranje limfe 

 

Poznata je gruba podela makrofaga prema načinu aktivacije i efektorskim mehanizmima na M1 
(klasično aktivirane, odnosno aktivirane simultanim dodatkom liganada za TLR4 i IFN-γ, koje 
posreduju u razvoju Th1 odgovora) i M2 (alternativno aktivirane citokinima IL-4 ili IL-13, i koje 
posreduju u razvoju Th2 odgovora i rezoluciji inflamacije). Ova dva tipa makrofaga se razlikuju 
fenotipski i funkcionalno (Tabela 2) (18). Noviji rezultati ukazuju na to da je stanje aktivacije makrofaga 
preciznije predstaviti u vidu spektra fenotipskih i funkcionalnih karakteristika, a pokazano je i da se 
dobro utvrđeni markeri alternativne aktivacije eksprimiraju i na makrofagama stimulisanim TLR4 
ligandom, samo je njihova ekspresija odložena (19).  

Tabela 2 Fenotipske i funkcionalne karakteristike različito polarizovanih makrofaga. Preuzeto 
izmenjeno iz Rőszer T 2015 (20) i Duluc D et al. 2007 (21) 

Tipovi i podtipovi 
makrofaga 

Stimulatori Fenotipski markeri Solubilni produkti 

M1 IFN-γ 
LPS 
GM-CSF 

CD80, CD86, MHCII, 
TLR2, TLR4, iNOS, 
IL1R 

TNF, IL-1β, IL-6, IL-
12, IL-23 
CCL2-5, CCL6-11 

M2a IL-4 
IL-13 
Fungalne/parazitske 
infekcije 

CD163, MHCII, 
CD200R, CD206, Arg-
1, Ym1/2 

IL-10, TGF-β, IL-1ra 
CCL17, CCL22, CCL24 

M2b IL-1R 
Imunski kompleksi 

CD86, MHCII TNF, IL-1, IL-6, IL-10 
CCL1 

M2c TGF-β 
IL-10 
Glukokortikoidi 

CD163, TLR1, TLR8 IL-10, TGF-β 
CCL2 

M2d IL-6 VEGF TNF, IL-10, IL-12, 
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LIF 
Adenozin 

TGF-β 
CCL5, CXCL10, 
CXCL16 

Arg-1, arginaza-1; GM-CSF, faktor stimulacije kolonije granulocita i makrofaga (engl. Granulocyte/Macrophage Colony-
Stimulating Factor); IL-1ra, antagonist IL-1 receptora; LIF, faktor inhibicije leukocita (engl. Leukocyte Inhibitory Factor); 
TGM2, transglutaminaza 2; TGF, transformišući faktor rasta (engl. Transforming Growth Factor); TNF, faktor nekroze 
tumora (engl. Tumor Necrosis Factor); TLR, (engl. Toll-Like Receptor); iNOS, (engl. Inducible Nitric Oxide Synthase); 
SOCS3, (engl. Suppressor Of Cytokine Signaling 3); VEGF, (engl. Vascular Endothelial Growth Factor); MHC II, molekul 
glavnog kompleksa tkivne podudarnosti druge klase, (engl. Major histocompatibility complex)  

1.1.2. Makrofagi u inflamatornom odgovoru 
Makrofagi su raspoređeni u svim tkivima organizma, što im omogućava da budu među prvim ćelijama 
odbrane na mestu povrede ili infekcije. Jedan od prvih koraka u aktivaciji urođenog imunskog odgovora 
jeste aktivacija makrofaga, čime makrofagi postaju kompetentni da izvršavaju kompleksne akcije (22) 
Aktivacija makrofaga rezultuje njihovom sposobnošću regrutovanja inflamatornih ćelija na mesto 
povrede ili infekcije što čine sekrecijom citokina, i pojačanom sposobnošću fagocitoze stranih tela i 
mikroorganizama, kao i sinteze toksičnih metabolita koji imaju mikrobicidnu ulogu. Blokiranje rane 
infiltracije monocita, koji se diferenciraju u M1 makrofage, obično rezultuje nižim stepenom oštećenja 
tkiva, dok blokiranje akumulacije makrofaga u fazi rezolucije, koje su pretežno M2 makrofagi, rezultuje 
odlaganjem oporavka tkiva i produžavanjem inflamacije i oštećenja (23–25). 

Među peritonealnim makrofagama je korisna i podela na dva podtipa – velike (engl. Large Peritoneal 
Macrophage, LPM) i male makrofage peritonealne šupljine (engl. Small Peritoneal Macrophage, SPM), 
koje se razlikuju po poreklu, fenotipskim markerima, i funkcionalnosti (26). LPM su veći, rezidentni 
makrofagi poreklom iz embrionskih prekursora, sa visokom ekspresijom površinskog CD11b, koje u 
homeostazi čine oko 90% ukupnih peritonealnih makrofaga, dok su SPM manje, sa nižom ekspresijom 
CD11b, i diferenciraju se iz pristiglih monocita. Tokom inflamacije, LPM napuštaju peritonealnu 
šupljinu kroz limfne sudove u omentumu i na dijafragmi, dok se broj SPM uvećava u akutnoj 
inflamaciji, da bi nakon toga došlo do repopulacije LPM koje posreduju u rezoluciji inflamacije (26,27). 
Funkcija LPM jeste u održanju homeostaze i fagocitoze ćelija u apoptozi, a u inflamaciji se polarizuju ka 
M2 profilu (28), dok su SPM polarizovane kao M1, sa izraženim proinflamatornim kapacitetom 
(povišena ekspresija iNOS) i produkcija NO i IL-12 u odgovoru na stimulaciju sa LPS), kao i 
pojačanom fagocitozom bakterija (26,27). Makrofagi peritonealne šupljine imaju specifičnu ulogu u 
inflamaciji okolnih visceralnih organa, gde se direktno infiltriraju u tkivo u slučaju povrede ili 
inflamacije i učestvuju u rezoluciji inflamacije (8,9). Budući da su to GATA6+ makrofagi, možemo 
zaključiti da LPM nisu u svojoj funkciji rezolucije inflamacije ograničeni na lokalno tkivo, nego da 
mogu učestvovati u uspostavljanju homeostaze i obližnjih intraperitonealnih organa.  

1.2 Creva kao imunski organ 
Primarna funkcija gastrointestinalnog trakta jeste obrada i apsorpcija hranljivih materija. Celom 
dužinom, od jednjaka do rektuma, može se videti da se tkivo gastrointestinalnog trakta sastoji iz tri sloja 
– mukoznog, koji čine lamina proprija, i epitelna površina, submukoznog sloja, koji od mukoznog deli 
tanak mišićni sloj muscularis mucosae, i spoljašnjeg mišićnog sloja (muscularis externa), koji čine 
longitudinalni i cirkularni mišići, krucijalni za peristaltičke pokrete creva (Slika 2). Oko mišićnog sloja se 
nalazi serozni omotač (peritoneum), osim na segmentima kolona koji su vezani direktno za posteriorni 
telesni zid, gde funkciju omotača obavlja adventitia, sloj vezivnog tkiva.  

Mukozni sloj je imunološki najaktivniji jer se u njemu nalazi najveći broj imunskih ćelija u odnosu na 
bilo koji drugi organ (29). Tu se nalaze makrofagi koji nastaju konstantnim uplivom monocita (30), 
dendritske ćelije (DĆ) koje svojim produžecima lociranim među epitelnim ćelijama ispituju antigenski 
sastav lumena creva (31), plazma ćelije diferencirane od B limfocita Pejerovih pločica koje sekretuju 
imunoglobuline koji se transportuju u lumen creva (32), i T limfociti koji održavaju homeostazu tkiva ili 
učestvuju u odbrambenim inflamatornim reakcijama (33). Pored imunskih ćelija, celularnu komponentu 
mukoznog sloja čine: epitelne ćelije zvane enterociti, sa mikrovilima na apikalnoj površini čija funkcija 
je selektivna apsorpcija hranljivih materija i sprečavanje prodora komensalnih mikroorganizama u tkivo; 
Panetove ćelije, koje vrše sekreciju antimikrobnih peptida koji sprečavaju prodor patogenih 
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mikroorganizama; i peharaste ćelije, sa krupnim vakuolama koje sintetišu i sekretuju mucin, osnovni 
sastojak mukoznog sloja/dvosloja u tankom crevu i kolonu, koji fiksira mikroorganizme i otežava im 
prodor do epitelne površine. Luminalnu stranu limfoidnih tkiva (npr. PP) oblažu epitelne ćelije 
specijalizovane za usvajanje i prenos antigena do DĆ, tzv microfold (M)-ćelije oblažu luminalnu 
površinu, i učestvuju u ispitivanju luminalnog sadržaja antigena. U epitelu su rasuti i intraepitelni 
limfociti, koji imaju funkciju u imunološkom nadzoru sadržaja lumena u neposrednoj blizini epitela, 
enteroendokrine ćelije najbrojnije endokrine ćelije koje luče hormone u krvotok u odgovoru na 
luminalne stimuluse, kao i stem ćelije, koje deljenjem obnavljaju ostale ćelije epitelnog sloja.  

Usled svoje ogromne površine u odnosu na ostale organske sisteme i specifičnih uslova pogodnih za 
razvoj mikroorganizama, mukozna površina creva je najopterećenija mikroorganizmima, i funkcija 
barijere mukoznog epitela je ključna za održanje homeostaze.  

Posebnu ulogu u održavanju crevne homeostaze imaju makrofagi. U homeostazi, makrofagi creva miša 
diferencirani iz Ly6CHigh monocita konstitutivno eksprimiraju anti-inflamatorni citokin IL-10, i nisu 
reaktivni na stimulaciju TLR (34). Tokom inflamacije, monocitni prekursori se mogu diferencirati u 
proinflamatorne ćelije, koje eksprimiraju veće količine proinflamatornog TNF i reaguju na stimulaciju 
TLR4 sa LPS (34). Rezidentni makrofagi kolona adultnih miševa se uspostavljaju od treće nedelje 
života, iz CCR2HighLy6CHigh monocita, kada počinju da eksprimiraju MHC molekule II klase na 
membrani, i progresivno potiskuju CD11bLowF4/80High embrionalne makrofage i ubrzo postaju 
dominantne (30).  

 

Slika 2 Uprošćeni shematski prikaz tkivnih slojeva creva. Izmenjeno preuzeto sa 
https://www.cancerquest.org/. 

Funkcija barijere mukoznog sloja se može narušiti različitim faktorima. Neke hranljive materije direktno 
utiču na kvalitet epitela, npr. nedostatak vitamina D (35) ili vitamina A (36) mogu uticati na povećanu 
propustljivost epitelne barijere creva i podložnost patološkim promenama. Posebno relevantni za 
humanu populaciju jesu životne navike, poput ishrane, duvanskog dima, i alkohola. Istraživanja su 
pokazala da etanol izaziva povećanu propustljivost epitelne membrane čitavog gastrointestinalnog 
trakta (37), a utiče i na komensalnu floru povećanjem prisustva Gram negativnih bakterija, što dovodi 
do endotoksemije i inflamacije jetre (38). Dim cigarete narušava barijeru tankog creva, ali nema efekta 
na barijeru kolona (39). 
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1.2.1. Zapaljenje kolona i životinjski modeli 
Zapaljenske bolesti creva predstavljaju hronična relapsna inflamatorna stanja koja obuhvataju delove 
gastrointestinalnog trakta. Kod ljudi su najpoznatija dva tipa zapaljenskih bolesti creva – Kronova 
bolest i ulcerativni kolitis. 

Ove bolesti predstavljaju veoma aktivno polje istraživanja, i od svog otkrića (ulcerativni kolitis je prvi 
put opisan pre oko 170 (40), a Kronova bolest pre oko 90 godina (41)), pokazale su se komplikovanim 
za detaljno razumevanje, usled multifaktorijalne prirode bolesti, a samim tim su i opcije lečenja 
ograničene. Poslednjih decenija učestalost dijagnoza zapaljenskih bolesti creva kod ljudi u razvijenim 
zemljama, kao i u zemljama u razvoju, je u vidnom porastu (42). Iako se dugo smatralo da je 
propustljivost mukozne barijere creva sporedni efekat inflamacije, postoje sve jači dokazi u prilog 
hipotezi da je propustljivost zapravo neophodan preduslov razvoja Kronove bolesti ili ulcerativnog 
kolitisa (Slika 3) (43). Trenutno su terapeutske opcije organičene na supresiju zapaljenskog odgovora 
(44), što je lečenje sekundarne pojave (simptomatska terapija), umesto eliminacije uzroka bolesti.  

Razlike između dva tipa zapaljenskih bolesti creva ogledaju se u tome što je Kronova bolest relapsna, 
karakteriše je transmuralna inflamacija (nije ograničena na mukozu), i može zahvatiti bilo koji deo 
gastrointestinalnog trakta, dok ulcerativni kolitis zahvata samo kolon, retko se manifestuje kao 
transmuralna inflamacija, a eliminacija zahvaćenog dela tkiva sprečava remisiju i širenje bolesti.  

 

Slika 3 Uprošćen shematski prikaz neophodnih koraka za razvoj inflamacije creva koja je 
karakteristična za humane zapaljenske bolesti creva. Preuzeto izmenjeno iz Neurath 2014 (45) 

Korisni modeli za izučavanje ovih bolesti jesu modeli indukovane zapaljenske bolesti creva na 
laboratorijskim životinjama. Kolitis se laboratorijskim životinjama može indukovati direktnom 
primenom agresivnog agensa, kao što su etanol (46) ili sirćetna kiselina(47), međutim ovi modeli se nisu 
pokazali efikasnim za izučavanje hronične inflamacije. Za tu svrhu su razvijeni složeniji modeli, među 
kojima su najpoznatiji i u najširoj upotrebi model kolitisa indukovan dekstran natrijum sulfatom (engl. 
Dextran sodium sulfate, DSS) (48) i 2,4,6-trinitrobenzensulfonskom kiselinom (engl. Trinitrobenzene 
Sulfonic acid, TNBS) (49). Ova dva modela, različita po putevima i dinamici primene, izazivaju 
reproducibilna oštećenja kolona koja traju duže od nedelju dana, nalik simptomima humanih 
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zapaljenskih bolesti creva. Slično je i sa modelom indukcije kolitisa peptidoglikanskim polisaharidom, 
koji je relapsni model hronične inflamacije creva, sličan simptomima Kronove bolesti (50). Preciznija 
mehanistička ispitivanja na celularnom nivou pružaju modeli kolitisa indukovanog adoptivnim 
transferom ćelija, poput modela adoptivnog transfera CD45RBHighCD4+ T limfocita (51).  

1.2.2. Model kolitisa indukovanog rastvorom TNBS 
Indukcija kolitisa pomoću rastvora TNBS u etanolu predstavlja relevantan model u istraživanju 
zapaljenskih bolesti creva pošto aktivira imunski odgovor i nakon početnog oštećenja etanolom prelazi 
u hroničnu inflamaciju (49). TNBS je hapten koji modifikuje proteine tkiva kolona i komensalnih 
bakterija, izazivajući imunski odgovor koji povećava propustljivost endotela (52,53). Intrarektalna 
primena TNBS rastvorenog u etanolu izaziva transmuralnu inflamaciju posredovanu Th1 imunskim 
odgovorom (54). Sam TNBS je toksičan za epitelne ćelije kolona u kulturi, oštećenja epitelnog tkiva su 
vidljiva već 2h nakon intrarektalne primene, sto povećava propustljivost mukozne barijere, a do 48h se 
razvijaju maksimalna oštećenja, predominantno u silaznom kolonu (55). Etanol koji se koristi kao 
sredstvo probijanja mukozne barijere izaziva oštećenja tkiva koja su prisutna barem 5 dana nakon 
indukcije, i neophodno je nekoliko nedelja da se tkivo u potpunosti oporavi (56). Prednost ovog 
modela je i jednostavnost izvođenja, budući da ne zahteva preveliku pripremu ili stručnost pored 
rukovanja laboratorijskim životinjama, kao ni skupe reagense ili opremu za izvođenje. 

1.2.3. Citokini u razvoju inflamacije creva 
Ključna uloga citokina u razvoju zapaljenskih bolesti creva se najjasnije ogleda u činjenici da je 
najrašireniji vid terapije Kronove bolesti i ulcerativnog kolitisa upravo neutrališuće antitelo protiv TNF 
(40). TNF produkuju razne imunske ćelije, ali primarni izvor su aktivirani monociti i makrofagi. Pored 
njih, u manjim koncentracijama ga produkuju limfociti, neutrofili, NK ćelije, fibroblasti, mastociti, i 
osteoklasti (57). Svoj efekat vrše preko dve forme receptora, TNFR1, eksprimiranog u svim humanim 
tkivima, i TNFR2, eksprimiranog na imunskim, endotelnim, i nervnim ćelijama (58,59). Poslednji korak 
signalnog puta TNF unutar ciljnih ćelija jeste aktivacija nuklearnog faktora kapa-B (NF-κB), koji 
pokreće transkripciju mnogih proinflamatornih gena za iNOS, IL-12, IFN-γ, i signalizaciju 
preživljavanja ćelije, ali može indukovati i ćelijsku smrt (apoptozu ili nekrozu) preko TNFR1 (60). TNF 
je glavni medijator inflamatornog odgovora, kako akutnog, tako i hroničnog. Ima centralnu ulogu u 
autoimunskim oboljenjima poput reumatoidnog artritisa, zapaljenskih bolesti creva, multiple skleroze, i 
sistemskog eritemskog lupusa (61).  

Pored TNF, bitnu ulogu u razvoju simptoma zapaljenskih bolesti creva ima IL-6, čije dejstvo povećava 
koncentraciju mnogih klasičnih markera inflamacije koji se rutinski proveravaju u laboratorijskoj praksi. 
Sintetiše se lokalno, u inicijalnoj fazi inflamacije, ali brzo dospeva u sistemsku cirkulaciju gde izaziva 
povećano oslobađanje proteina akutne faze iz jetre (62) kao i ubrzano sazrevanje megakariocita i 
posledično povećanje broja trombocita oslobođenih u krvotok (63). Preliminarna istraživanja su 
pokazala da neutralizacija IL-6 monoklonskim antitelom može dovesti do olakšavanja simptoma u 
jednom delu pacijenata sa Kronovom bolešu (64). U animalnim modelima spontanog kolitisa, CD4+ T 
limfociti poreklom iz lamine proprije su identifikovani kao izvor većih količina IL-6 (65). Prilikom 
razvoja simptoma Kronove bolesti, utvrđena je otpornost mukoznih T limfocita na indukciju apoptoze, 
koja je posredovana signalizacijom kompleksa IL-6 i solubilnog receptora za IL-6, koji se može vezati 
za ćelije koje nemaju receptor za IL-6 (66). Ovim putem IL-6 promoviše održavanje hroničnog 
inflamatornog stanja u pacijentima sa Kronovom bolešću. IL-6 je identifikovan i kao neophodan faktor 
polarizacije Th17 ćelija, u sadejstvu sa transformišućim faktorom rasta (engl. Transforming Growth 
Factor, TGF)-β (67). Među mijeloidnim ćelijama poreklom iz lamine proprije pacijenata sa Kronovom 
bolešću otkrivena je populacija CD14+CD163Low ćelija koje produkuju velike količine IL-6, IL-1β, i 
TNF nakon stimulacije LPS, i imaju izraženu sposobnost in vitro polarizacije naivnih T limfocita u Th17 
fenotip (68). Ove ćelije postoje i u zdravom tkivu, ali je njihova sposobnost indukcije Th17 odgovora 
snižena u odnosu na ćelije koje su izolovane iz pacijenata sa inflamacijom kolona. Konačno, IL-6 
značajno stimuliše ILC3 ćelije kolona, koje imaju povećan kapacitet produkcije IL-17A i IL-22, čime 
doprinose razvoju simptoma kolitisa na animalnim modelima i u humanim zapaljenskim bolestima 
creva (69). 
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Interferoni (IFN) su po prvobitnom otkriću i okarakterisani kao faktori koji ometaju replikaciju virusa 
(70). Ova grupa citokina se deli na dve podgrupe, tip I IFN, i tip II IFN. U tipu I su najpoznatiji 
predstavnici IFN-α i IFN-β, čija produkcija je klasično indukovana viralnom infekcijom (71). IFN-γ je 
jedini predstavnik tipa II IFN, i predominantno se produkuje iz aktiviranih NK ćelija i Th1-
polarizovanih T limfocita, mada i APĆ, NKT ćelije, i B limfociti imaju sposobnost produkcije ovog 
citokina. IFN-γ je neophodan za polarizaciju makrofaga ka proinflamatornom M1 fenotipu, koji ima 
efektorske funkcije u antimikrobnom i antitumorskom odgovoru (18). Značaj produkcije IFN-γ u APĆ 
je autoaktivacija, kao i lokalna aktivacija obližnjih imunskih ćelija (72). Učešće IFN-γ u inflamaciji creva 
je pokazano na pacijentima koji boluju od zapaljenskih bolesti creva, koji su imali veće koncentracije 
IFN-γ u serumu u odnosu na zdrave donore (73), kao i na mišjem IFN-γ-/- modelu DSS-indukovanog 
kolitisa (74). Jedan od mehanizama kojim IFN-γ utiče na razvoj inflamacije u zapaljenskim bolestima 
creva jeste disrupcija vaskularnih barijera kolona (75). Sa druge strane, postoji dosta podataka u prilog 
protektivnoj funkciji IFN-γ. Naime, IFN-γ promoviše produkciju/regeneraciju kripti u 
zdravom/inflamiranom kolonu (76), kao i održanje Treg/Th17 balansa u kolonu i limfoidnim tkivima 
(77), a neophodan je i za indukciju ekspresije MHC molekula II klase na epitelnim ćelijama creva (78). 
Sve to ukazuje na složene interakcije koje ovaj proinflamatorni citokin ima sa tkivnim okruženjem creva 
i njegovu ulogu u održavanju homeostaze. 

Pored Th1 odgovora, drugi tip proinflamatornog odgovora je Th17 odgovor, posredovan dejstvom 
citokina familije IL-17, čiji su najpoznatiji predstavnici IL-17A, IL-17F, i IL-22. Istraživanja su pokazala 
da IL-17A i IL-17F imaju ulogu u promociji razvoja inflamacije u crevima (79), međutim začuđujuća je 
činjenica da tretman neutrališućim anti-IL-17A antitelom ne utiče na olakšanje simptoma, uz veću 
učestalost neželjenih efekata nego kod placebo tretmana (80). IL-17A antagonizuje reparaciju oštećenih 
kripti tokom inflamacije kolona, čime može uticati na produžavanje simptoma zapaljenskih bolesti 
creva (76). Diskusija oko uloge IL-17 u inflamaciji creva je produbljena nalazima na modelu kolitisa 
indukovanog adoptivnim transferom CD45RBHi ćelija, gde je IL-17A konzistentno dovodio do 
smirivanja inflamacije (81). 

IL-10 je anti-inflamatorni Th2 citokin koga produkuju regulatorni T limfociti, monociti, kao i 
alternativno aktivirani makrofagi. Efekat IL-10 se posebno izražava suprimiranjem funkcija makrofaga i 
aktiviranih T limfocita. Ovaj citokin ima važnu imunoregulatornu ulogu u mukozi creva (82), a njegova 
važnost u razvoju inflamacije kolona se ogleda u spontanom razvoju kolitisa u miševima koji su 
deficijentni za sam IL-10 ili receptor za IL-10 (83,84). U pogledu mehanizma kojim poremećena 
signalizacija IL-10 utiče na indukciju kolitisa u eksperimentalnim životinjama, utvrđeno je da aberantna 
produkcija citokina IL-22 izaziva inflamatorne uslove koji dovode do razvoja kolitisa (85). Nažalost, 
tretman dodatnim IL-10 ne doprinosi rezoluciji inflamacije u pacijentima sa zapaljenskim bolestima 
creva, čak se javljaju neželjene posledice usled tendencije IL-10 da izaziva anemiju direktnim uticajem 
na translaciju feritina (86). 

1.3 Komensalna mikrobiota – značaj za zdravlje i metode ispitivanja 
Značaj mikrobiote creva za opšte stanje zdravlja je oblast koja sve više dobija na značaju. Znanje o 
ovom složenom sistemu i interakciji humanih i brojčano nadmoćnih bakterijskih i gljivičnih ćelija se širi 
sa brojnim istraživanjima koja se objavljuju i metodama koje se razvijaju. U crevima čoveka se nalazi 
kompleksan ekosistem mikroorganizama (barem 1012 ćelija), što čini broj mogućih interakcija sa 
domaćinom nesagledivim. Do sada su razvijene mnoge metode molekularne biologije i mikrobiologije 
za testiranje efekata kompleksnih bakterijskih populacija: gel elektroforeza u denaturišućem gradijentu 
(engl. Denaturing Gradient-Gel Electrophoresis, DGGE), koja omogućava identifikaciju i jako retkih 
(~1%) predstavnika u populaciji (87); transplantacija mikrobiote fecesa, što predstavlja implantaciju 
flore creva jednog organizma u drugi (transfaunacija), što se u kliničkoj praksi pokazalo uspešnim za 
lečenje pacijenata sa ulcerativnim kolitisom (69) i pseudomembranoznim enterokolitisom (89); 
životinjski modeli bez mikrobiote (engl. Germ Free, GF) ili bez određenih mikroorganizama mikrobiote 
(engl. Specific Pathogen Free, SPF), koji omogućavaju ispitivanje uticaja specifičnih članova bakterijske 
flore creva na homeostazu, razvoj, i fiziološke procese in vivo (90).  
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Navedenim metodama se došlo do boljeg razumevanja mnogih aspekata pozitivnog uticaja komensalne 
mikrobiote na različite aspekte zdravlja i razvoja organizma. Raznovrsne bakterije crevne mikrobiote 
imaju nezamenjivu ulogu u direktnoj sintezi neophodnih hranljivih materija (vitamini, folat, biotin) ili 
stvaranju povoljnog okruženja za katabolizam proteina i lipida iz ishrane (91). Gojaznost u mnogim 
eksperimentima korelira sa poremećenim odnosem pripadnika komensalnog bakterijskog filuma 
Firmicutes i Bacterioides u korist prethodnih, što rezultuje povećanom koncentracijom metabolita u 
crevima koji poveavaju unos kalorija (92). Prisustvo komensalnih bakterija je neophodno za razvoj 
peharastih ćelija i efikasne sinteze mukusa, budući da su u GF pacovima ove ćelije značajno manje 
zastupljene (93), mada tačan mehanizam ove interakcije nije poznat. Uz svu do sada identifikovanu 
složenost samih populacija komensalnih bakterija i njihovih interakcija, jasno je da su sva istraživanja 
dosada samo zagrebala površinu, i da ovo polje istraživanja ima bogatu budućnost i ogroman značaj za 
razumevanje i unapređenje zdravlja ljudi. 

1.3.1. Uticaj komensalne flore creva na razvoj imunskog sistema 
Neposredno pre rođenja, intaktni gastrointestinalni trakt kolonizuju brojni mikroorganizmi raznih 
filuma. Interakcije komensalne mikrobiote sa lokalnim su bitan učesnik u oblikovanju imunskog sistema 
u razvoju. Rezidentni makrofagi lamine proprije adultnih creva su specifične po tome što se konstanto 
obnavljaju monocitima iz cirkulacije, a taj proces je vođen upravo kolonizacijom flore creva (30). 
Eksperimentalni modeli miševa gajenih u SPF uslovima imali su nerazvijen imunski sistem, čiji ćelijski 
sastav više podseća na imunski sistem novorođenčadi nego odraslih jedinki, a čije sazrevanje je 
kompletirano u divlji soj miševa pet šopa ili nakon kohabitacije sa njima (94). Slobodnoživeći miševi se 
takođe dosta razlikuju u imunološkim parametrima od miševa gajenih u laboratorijskim uslovima. 
Miševi divljeg soja imaju daleko veće koncentracije antitela klase IgG i IgE u serumu, kao i drugačiji 
sastav ćelija slezine, sa populacijama mijeloidnih ćelija koje su potpuno odsutne u laboratorijskih miševa 
(95). U istraživanju polnih razlika u imunskom odgovoru, pokazalo se da postoji uzajmna zavisnost 
gena i mikrobiote u razvoju imunskog sistema – urođene polne razlike u imunskom odgovoru oblikuju 
sastav mikrobiote, a sastav mikrobiote oblikuje razvoj mnogih elemenata imunskog odgovora (96). 

1.4 Probiotici – značaj, efekti, i mehanizmi 
Probiotici su po definiciji Svetske Zdravstvene Organizacije živi mikroorganizmi koji u adekvatnim 
količinama utiču pozitivno na zdravlje recipijenta (97). Otkriće značaja specifičnih mikroorganizama za 
zdravlje i dugovečnost se pripisuje Ilji Mečnikovu i Anriju Tisijeu na samom početku dvadesetog veka 
(98), mada je značajan napredak na polju istraživanja probiotskih sojeva i njihovih efekata na brojne 
patološke promene postignut tek u poslednje četiri decenije. Tretmani probiotskim preparatima 
pokazuju efikasnost na animalnim modelima, a na pacijentima koji pate od ulcerativnog kolitisa pomažu 
u izazivanju i održavanju remisije, dok nisu pokazali efikasnost u lečenju simptoma CD (44). Neke vrste 
humane flore creva zdravih individua sprečavaju uspostavljanje izvesnih patogenih vrsta, čime 
doprinose održavanju mukozne barijere protiv patogenih bakterija (99).  

1.4.1. Lactobacillus rhamnosus (L. rhamnosus) 
Bakterije roda Lactobacillus su veoma zastupljene u više mikrobiotskih zajednica (urogenitalni sistem, 
flora creva). Mlečna bakterija Lactobacillus rhamnosus (L. rhamnosus) predstavlja verovatno najpodrobnije 
izučen probiotski soj bakterija, posebno soj LGG. Ovaj soj se pokazao da ima izuzetno izraženu 
sposobnost adherence za ćelije epitela kolona (100), kao i sposobnost preživljavanja i metaboličke 
aktivnosti u kiseloj pH sredini želudačnog miljea. Mnogo uspešnije kolonizuje neonatalnu floru creva, i 
dovodi do povećanja prisustva vrsta roda Lactobacillus (101). Uspešnosti kolonizacije osim izražene 
adhezivnosti za mukozni epitel sigurno doprinosi i mikrobicidna aktivnost peptida koje LGG 
produkuje (102), kao i njihova otpornost na odbrambene sisteme creva (103). Rana istraživanja su 
pokazala da imaju efekat u pojačavanju mukozne barijere creva u miševima (104), verovatno usled 
njihovog antiapoptotskog efekta na epitelne ćelije (105). Međutim, zanimljiva karakteristika L. rhamnosus 
je izražena imunološka aktivnost: doprinosi sazrevanju imunskog sistema neonatalnih creva i štiti od 
kolitisa u miševima (106), solubilnim faktorima utiče na inhibiciju LPS-stimulisane sekrecije IL-12 i 
TNF makrofaga, dok podstiče ekspresiju TLR na više tipova ćelija (107,108), a modulacijom DĆ 
indukuje hiporesponsivnost aktiviranih T limfocita, čime ublažava inflamaciju u mukozi (109). 
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1.5. Sojne razlike u inflamatornom odgovoru pacova Albino Oxford (AO) i Dark Agouti (DA) 
soja – uloga makrofaga 
Albino Oxford (AO) i Dark Agouti (DA) pacovi ne podležu jednako indukciji inflamatornih bolesti kao 
što su eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis (EAE) (110) i akutnom inflamatornom stanju kao 
što je konkanavalinom A (ConA) indukovan edem šapice (111). Jedan od faktora koji doprinosi razlici u 
osetljivosti na indukciju EAE je različit sastav komensalne flore ova dva soja pacova, i nakon uklanjanja 
razlika u sastavu mikrobiote, njihova podložnost indukciji se izjednačava (112–114). Starenje je takođe 
faktor u različitoj podložnosti EAE ova dva soja pacova (115). Makrofagi peritonealne šupljine ova dva 
soja pacova takođe pokazuju različit odgovor na stimulaciju tioglikolatom, kao i različite profile citokina 
i fenotipske karakteristike tokom starenja (116). Takođe, makrofagi peritonealne šupljine ova dva soja 
pacova se razlikuju u profilima odgovora na raznovrsne stimulatore (117), uključujući i komensalne 
bakterije, što veoma moguće korelira sa njihovom različitom podložnošću na indukciju autoimunskih i 
inflamatornih bolesti (118). Uzevši u obzir uključenost makrofaga u sve faze inflamatornog odgovora, 
od inicijacije do rezolucije, kao i do sada pokazane sojne razlike u fenotipu i funkciji makrofaga ova dva 
soja, može se pretpostaviti da ove razlike u funkcionalnosti izazvane genetskim i razvojnim razlikama 
pod uticajem mikrobiote, imaju ulogu u različitosti opšteg odgovora na inflamatorne agense ova dva 
soja pacova. 
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2. CILJEVI RADA 

Predmet istraživanja predstavljenih u ovoj doktorskoj disertaciji je ispitivanje promena u fenotipu i 
aktivnosti peritonealnih makrofaga dva soja pacova tokom razvoja inflamatornog odgovora koji je 
indukovan delovanjem bakterija mikrobiote creva direktno, i.p. primenom, ili indirektno, nakon 
narušavanja integriteta epitela creva, utvrđivanje značaja genetski determinisane predispozicije ka 
određenom obrascu aktivacije makrofaga za ishod uočenih promena, kao i ispitivanje mogućnosti 
modulacije ovih promena primenom probiotske bakterije Lactobacillus rhamnosus.  

Radi realizacije istraživanja, postavljeni su sledeći istraživački ciljevi: 

- Ispitivanje fenotipskih i funkcionalnih karakteristika peritonealnih makrofaga pacova Albino 
Oxford (AO) i Dark Agouti (DA) soja tokom razvoja peritonitisa indukovanog primenom 
Enterococcus spp. i Escherichia coli) . 

- Ispitivanje fenotipskih i funkcionalnih karakteristika peritonealnih makrofaga pacova Albino 
Oxford (AO) i Dark Agouti (DA) soja tokom razvoja eksperimentalnog kolitisa. 

- Ispitivanje uticaja primene probiotske bakterije L. rhamnosus na fenotipske i funkcionalne 
promene peritonealnih makrofaga pacova tokom razvoja peritonitisa i eksperimentalnog 
kolitisa. 
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3. MATERIJAL I METODE 

3.1. Laboratorijske životinje 
Istraživanja su rađena na pacovima DA i AO soja, starosti 3-5 meseci. Životinje su inicijalno nabavljene 
iz vivarijuma Vojno Medicinske Akademije, a zatim gajene u vivarijumu Centra za imunološka 
istraživanja i sparivane zbog potreba dobijanja životinja koje će biti tretirane u ranom postnatalnom 
uzrastu. Pacovi su gajeni u plastičnim kavezima sa dostupnom vodom i hranom (pod strogom 
proverom, zavisno od potreba eksperimenta), u 12-očasovnom ciklusu tame i svetla, pri temperaturi od 
22°C ± 2°C i relativnoj vlažnosti od 40%-70%. Zavisno od potreba eksperimenta, jedinke su bile ili u 
odvojenim kavezima, ili po tri istog uzrasta i pola u jednom kavezu. Svi eksperimenti čiji rezultati su 
prikazani u ovoj tezi su izvođeni u skladu sa etičkim principima u radu sa eksperimentalnim životinjama 
i Zakonom o dobrobiti životinja (Rešenje Uprave za veterinu Ministarstva poljoprivrede i zaštite 
životne sredine Republike Srbije o odobrenju sprovođenja ogleda na životinjama broj 2323-07-
01577/2016-05/14, izdato 25.02.2016. godine). 

3.2. Hemikalije, antitela i imunokonjugati 
Albumin goveđeg seruma (engl. Bovine Serum Albumin, BSA), konkanavalin A (engl. Concanavalin A, 
ConA), TNBS, lipopolisaharid (LPS), fenil-metil-sulfonil-fluorid (engl. Phenyl Methyl Sulfonil Fluoride, 

PMSF), alfa-izo-nitrozo-propio-fenon (αISPF), fenol crveno, forbol-miristat-acetat (engl. Phorbol 

Myristate Acetate, PMA), sulfanil amid, naftil-etilen-diamin, medijum Roswell Park Memorial Institute 
(RPMI) sa fenol crvenim indikatorom, i cetrimonijum bromid (CTAB) su nabavljni od proizvođača 
Sigma (St. Louis, Mo., SAD). Fetalni goveđi serum (engl. Foetal Calf Serum, FCS) je nabavljen od 
proizvođača Gibco, Grand Island, NY, SAD. Boja Comassie Blue G250 je od Merck kompanije, 2000 
Galloping Hill Road, Kenilworth, NJ, SAD. Antitela koja su korišćena u eksperimentima su nabrojana u 
Tabela 3. 

Tabela 3. Monoklonska i poliklonska antitela korišćena za fenotipizaciju ćelija i detekciju 
imunoglobulina u serumu u izvedenim eksperimentima 

Životinja porekla Antigen, konjugat Proizvođač (kat.broj) 

miš CD163, neobeleženo BioRad (MCA342R) 

 CD163, PE BD Pharmingen (554901) 

 CD4, PE BD Pharmingen (551397) 

 CD43, PE BioLegend (202812) 

 CD45RA, PE-Cy5 BD Pharmingen (557015) 

 CD68, biotin BioRad (MCA341B) 

 CD68, FITC BioRad (MCA341F) 

 CD8a, FITC BD Pharmingen (554856) 

 CD86, biotin BD Pharmingen (555017) 

 HIS48, biotin eBioscience (13-0570-82) 

 IgG1, biotin Biolegend (407403) 

 IgG2a biotin Biolegend (407503) 

 IgG2b, biotin BD Pharmingen (553883) 

 Ki67, AlexaFluor 488 BD Pharmingen (561165) 

 MHCII, FITC BD Pharmingen (554929) 

 MHCII, PE eBioscience (12-0920-82) 

zec TLR4, neobeleženo Abcam (ab13556) 

koza IgA, biotin Abcam (ab97183) 

 Mouse IgG, FITC BD Pharmingen (554001) 

 Mouse IgG, PCPCy5.5 BioLegend 

 Rabbit IgG, FITC BD Pharmingen (554020) 

ostalo Streptavidin, PE BD Pharmingen (554061) 

 Streptavidin, HRP BDPharmingen (554066) 



13 
 

 

3.3. Izolovanje bakterija fecesa 
Komensalne bakterije su izolovane iz svežih fecesa sakupljenih od pacova AO i DA soja prema 
prethodno utvrđenom protokolu (119). Uzorci fecesa su homogenizovani i zasejani na različite podloge 
agara (MacConcey agar, Endo agar, Institut ’’Torlak’’, Beograd, Srbija), i kultivisani 24h na 37°C. 
Kolonije su izolovane u stacionarnoj fazi rasta i identifikovane bojenjem po Gramu i morfološkim 
karakteristikama, kao i biohemijskim testovima i brzim sistemom identifikacije (ID-32A, API 
Biomerieux, Marcy l’Etoile, Francuska). Agar medijum iz eskulina žuči (Institut ’’Torlak’’) je upotrebljen 
za potvrdu roda Enterococcus. Dalje determinacija roda Enterococcus do nivoa vrste nije rađena, s obzirom 
da nakon MALDI-TOF analize pretraga kroz bazu VITEK® MS V2.0 Knowledge Base (Biomerieux) 
nije dala rezultat. 

E. coli i Enterococcus spp. su identifikovane kao predominantne anaerobne Gram (-), odnosno Gram (+) 
bakterije u oba soja pacova (AO i DA). Bakterije su gajene 24h u aerobnim uslovima, sakupljene u 
stacionarnoj fazi rasta, isprane sterilnim PBS-om (1000 x g, 20 minuta), i resuspendovane u sterilnom 
PBS-u. Bakterije su ubijene formalinom (finalne koncentracije 0.5% v/v) a suspenzije su držane na 
35°C duže od 48h. Ćelije su isprane tri puta PBS-om kako bi se uklonio formaldehid, i resuspendovane 
su u sterilnom PBS/0.25% fenolu, i uskladištene na 4°C do upotrebe. Efikasnost ubijanja bakterija je 
potvrđeno testom sterilnosti. Koncentracija ćelija je utvrđena čitanjem optičke gustine na 580nm i 
ekstrapolacijom pomoću standardne krive uz pomoć BaSO4. 

3.4. Indukcija peritonitisa 
Intraperitonealno je ubrizgavano 300μl suspenzije koja sadrži 1.5x108 CFU/ml u PBS-u formalinom-
umrtvljenih autologih bakterija fecesa sojeva E. coli i Enterococcus spp. Pacovi kontrolne grupe su primili 
istu zapreminu sterilnog PBS-a. Ponašanje i izgled životinja su praćeni tokom sledeća dva dana i 
ocenjivani prema tabeli Opšteg Zdravlja (Tabela 4) (120). Nakon dva dana životinje su žrtvovane i 
sterilnom lavažom je izolovan peritonealni lavat za ispitivanje aktivnosti ćelija i njihovog fenotipa. 

Tabela 4 Kriterijumi bodovanja opšteg zdravstvenog stanja životinja prema Gill-u (120) 

Skor Opis stanja životinje 

5 Zainteresovana za okruženje, budna i bistrih očiju, sa glatkim i sjajnim krznom 

4 Blago neuredno krzno sa gubitkom sjaja, životinja i dalje budna i aktivna 

3 Veoma neuredno krzno, vidljivo odsustvo nege na delovima krzna, manje interesovanja za 
okruženje, pokazuju znake hiperventilacije prilikom pregleda 

2 Letargična i mirna, skoro da nema interesovanja za okruženje, odsustvo nege krzna 

1 Ne odgovara na stimulaciju, mirna i sklupčana, preferira da spava, hladna na dodir, šape hladne, 
krzno u vrlo lošem stanju, četkastog izgleda  

3.5. Intraperitonealni (i.p.) tretman probiotskom bakterijom Lactobacillus rhamnosus (L. 
rhamnosus) 
Probiotska bakterija L. rhamnosus je nabavljena od Instituta za Virusologiju, Vakcine, i Serume ’’Torlak’’, 
gde se koristi u proizvodnji probiotskog preparata ’’Liobif’’. Ovaj soj je izolovan iz humane 
gastrointestinalne flore, i okarakterisan je sekvencioniranjem bakterijke 16S rRNK (NCIMB Ltd, 
Aberdeen, UK; dodeljen naziv soja NCSQ 18723), čime je utvrđeno da ima 99.41% sličnosti sa 
sekvencama vrste L. rhamnosus.  

Direktno delovanje probiotske bakterije na ćelije peritonealnog lavata je ispitivano na pacovima AO i 
DA soja i.p. ubrizgavanjem 300μl suspenzije L. rhamnosus koncentracije 1.5x108 CFU/ml u PBS. Pacovi 
kontrolne grupe su primili istu zapreminu sterilnog PBS-a. Ponašanje i izgled životinja su praćeni 
tokom sledeća dva dana i ocenjivani prema tabeli Opšteg Zdravlja (Tabela 4) (120). Životinje su 
žrtvovane nakon dva i sedam dana, i sterilnom peritonealnom lavažom su izolovane ćelije za fenotipska 
i funkcionalna ispitivanja odgovarajućim in vitro stimulacijama. 
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3.6. Indukcija kolitisa 
Životinje su anestezirane i.p. injekcijom koktela ketamin/ksilazin (60 mg/7.5 mg/kg telesne mase), i tek 
po dosezanju duboke anestezije (proveravane refleksom zadnje šape), izvršena je indukcija kolitisa. 
Kanila prečnika Φ = 1 mm, namazana vazelinom, je vrlo nežno ubačena intrarektalno (kako bi se 
izbegla mehanička oštećenja tkiva), i nakon što je oko 8 cm kanile ubačeno, ubrizgano je 250 μl 
odgovarajućeg rastvora (laganim pritiskom, u trajanju od oko 10 sekundi) u zavisnosti od 
eksperimentalne grupe. Životinje su podeljene u 4 eksperimentalne grupe:  

- kontrolna grupa kojoj je ubrizgan fiziološki rastvor (Fiz.Rastvor),  

- grupa životinja kojoj je ubrizgan 50% rastvor etanola (EtOH),  

- grupa tretirana nižom dozom TNBS (10 mg TNBS/kg telesne težine – TNBS10), 

- grupa tretirana višom dozom TNBS (40 mg TNBS/kg telesne težine – TNBS40).  

Kanila je vrlo nežno izvučena, i životinja je okretana u položaj posteriornim krajem na gore, kako bi se 
sprečilo pasivno odlivanje rastvora. Životinje su držane 5 minuta u tom položaju, nakon čega su 
stavljene u kaveze i pažljivo praćene do potpunog buđenja iz anestezije. Narednih 7 dana praćeno je 
njihovo generalno zdravstveno stanje, konzumacija hrane i vode, kao i konzistencija fecesa i prisustvo 
krvi. Jedan dan pred eutanaziju, životinjama je uklonjena hrana.  

3.7. Oralni tretman probiotskom bakterijom L. rhamnosus 
Pacovima DA soja su od trećeg dana života podeljeni u dve grupe – L/V (grupa životinja koja je od 
3.do 30-og dana života pojena rastvorom probiotika) i V/V (kontrolna grupa, koja je od 3. do 30. dana 
života na isti način pojena istom količinom vode). Probiotik L. rhamnosus je rastvoren u običnoj vodi i 
primenjivan u količini od 3×106 CFU/g telesne mase dnevno. Tokom prvih 30 dana života pacovi su 
pojeni pipetom, dok su nakon odvajanja od majki (30. dana) i smeštanja u kaveze prema polu, pacovi 
obe eksperimentalne grupe nastavili samostalno da uzimaju vodu iz bočica za pojenje. Nakon odvajanja 
od majki, 30. dana života, a zatim i 76. dana života, sakupljani su sveži fecesi tako što su pacovi 
pojedinačno stavljani u čiste kaveze obrisane 70% etanolom. Fecesi su zamrznuti na -80°C do momenta 
slanja na Institut za Molekularnu Genetiku i Genetski Inžinjering na analizu raznovrsnosti bakterija. 

Jednom delu pacova iz L/V i V/V grupe je 77. dana života indukovan kolitis ubrizgavanjem više doze 
TNBS-a (40mg/kg). Ostali pacovi su korišćeni kao zdrave kontrole za ispitivanja fenotipa i 
funkcionalnosti peritonealnih makrofaga, kao i translokaciju komensalnih bakterija kolona. 

3.8. Bakterijska translokacija 
Da bi se ispitala translokacija bakterija iz creva ka sekundarnim limfoidnim organima tokom razvoja 
kolitisa, životinjama je izolovana slezina i mezenterični limfni čvorovi. Nakon maceracije sekundarnih 
limfoidnih tkiva kroz najlonsku mrežicu (50 μm), pripremljene su suspenzije u sterilnom fiziološkom 
rastvoru. Serijska razblaženja su zasejana na MacConcey agar (Institut ’’Torlak’’, Beograd, Srbija). 

Podloge su inkubirane preko noći na 37 °C, 24h, odnosno 48h. Rezultat je izražen na kvalitativnoj skali 

označenoj simbolima ’’+’’, što znači da su se iz svih uzoraka iz grupe razvile kolonije bakterije kolona, 
’’+/-’’, što znači da je bilo uzoraka iz grupe iz kojih se nisu razvile kolonije bakterija kolona, i ’’-’’, što 
znači da se ni iz jednog uzorka iz grupe nije razvila nijedna kolonija. 

3.9. Izolacija ćelija i tkiva 
Abdomen pacova je prebrisan 70% etanolom, krzno je odvojeno od trbušnog zida zasecanjem, i 
napravljen je medijalni rez (duž linea alba) oko 1,5 cm dužine. U abdomen je ubrizgano 10ml hladnog i 
sterilnog PBS-a, životinja je blago protresena, kako bi se pufer ravnomerno rasporedio po peritonealnoj 
šupljini, i špricem je sav lavat aspiriran. Ćelije peritonealnog lavata su isprane 2 puta u 2% FCS/PBS, i 
resuspendovane u 1ml istog rastvora. Broj ćelija ove suspenzije je izbrojan na hemocitometru pod 
mikroskopom (40x) u Tirkovom rastvoru (1:10), kako bi se podesila koncentracija ćelija za dalja 
ispitivanja. Broj ćelija je izražen po 1ml konačne suspenzije. 
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Mezenterični limfni čvorovi su izolovani sa mezenterijuma, od cekuma pa uz ileokoličnu venu, pažljivo 
odvojeni od masnog tkiva, izbrojani i izmereni na analitičkoj vagi. Nakon toga su macerirani kroz 
ćelijsko sito (Falcon 352340, 40μm). Ćelije su resuspendovane u 2ml 2% FCS/RPMI i izbrojane u 
rastvoru boje Tripan Blue (1:10) na svetlosnom mikroskopu (40x). 

Nakon otvaranja grudnog koša krv je uzeta kardijalnom punkcijom, prebačena u serološke epruvete, i 

ostavljena da stoji na sobnoj temperaturi 2h, a zatim još 2h na 4°C, uz povremeno pažljivo odvajanje 
koaguluma od zida epruvete staklenim štapićem. Nakon potpunog taloženja ćelija, epruvete sa 
serumom su dva puta centrifugirane na 500 g, a zatim je serum dekantovan u ependorfe koji su 
zamrznuti na -20°C 

Kolon je odsečen od okolnih mezenterijuma, cekuma, i rektuma, ispran u HBSS (engl. Hanks Balanced 
Salt Solution) bez kalcijuma i magnezijuma, sa dodatkom HEPES pufera (pH 7.2), otvoren uzdužnim 
rezom i očišćen od fecesa. Po 50 mg tkiva kolona je ostavljeno u 1 ml 50 mM K-P pufera za 
određivanje koncentracije citokina i aktivnosti mijeloperoksidaze (MPO), dok je ostatak tkiva uvijen u 
spiralu ili u vidu kratkih poprečnih preseka ostavljen u 4% PFA za histološku analizu tkiva. 

3.10. Određivanje ispoljavanja antigena na ćelijama peritonealnog lavata i mezenteričnih 
limfnih čvorova 
Detekcija membranskih ili unutarćelijskih antigena je vršena na 5x105 ćelija uzorka (u 50 μl 
peritonealnog lavata ili suspenzije ćelija mezenteričnih limfnih čvorova). Bojenja su rađena u 
epruvetama od 4,5 ml (Falcon), a ispiranja vršena centrifugiranjem dva puta na 350g, 6 minuta, na 4°C. 
Obeležavanje membranskih antigena je vršeno direktnim nalivanjem primarnog antitela, sa inkubacijom 
od 20 minuta na 4°C. Obeležavanje citoplazmatskih antigena (CD68, Ki67) je vršeno na ćelijama 
fiksiranim u 0.25%PFA/PBS i permeabilizovanim sa 0.2%Tween-20/PBS. Sva učitavanja i analize su 
rađene na BD FACSVerse (Beckton Diskcinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA) citometru, sa 
softverom FACSuite. 

3.11. Određivanje produkcije azot-monoksida (NO) 
Produkcija NO je određena po standardnoj proceduri iz Green et al. (121). Po 100 μl suspenzije ćelija 
peritonealnog lavata (106/ml 2%FCS/PBS) je adherirano (37°C, 2h), nakon čega su neadherirane ćelije 
isprane temperiranim (37°C) PBS-om i dodato im je 100 μl stimulatora (LPS 1 μg/ml 5% FCS/RPMI) 
ili 100 μl suspenzije umrtvljenih bakterija (E. coli i Enterococcus spp, 3x108 CFU/ml 5% FCS/RPMI) po 
bazenu. Nakon 48 sati inkubacije ćelija na 37°C, 5% CO2, iz kulture je uzeto 50 μl supernatanta, gde je 
reakcijom sa Grisovim reagensom i čitanjem žute boje na 545 nm talasne dužine utvrđena koncentracija 

nitrita prema vrednostima standardne krive (1-100 μM NaNO2). Za očitavanje bojene reakcije u testu 

određivanja produkcije NO, kao i u svim ostalim kolorimetrijskim reakcijama u ovoj disertaciji, 
korišćen je aparat Multiscan Ascent plate reader (Labsystems, Helsinki, Finland). Adherirane ćelije 
peritonealnog lavata su lizirane (0.1% Triton-X/PBS), a lizati zamrznuti u prisustvu inhibitora proteaza 
PMSF za analizu aktivnosti arginaze . 

3.12. Određivanje aktivnosti arginaze-1 
Aktivnost arginaze u lizatima makrofaga je određena metodom merenja koncentracije uree nakon 
hidrolize L-arginina (122). Ćelije u ploči zamrznutoj na -20°C su nakon nedelju dana odmrzavane na 
sobnoj temperaturi, nakon čega im je dodato po 50 μl po bazenu rastvora MnCl4 u TrisHCl (pH 7.5). 
Ploča je inkubirana na 55°C, 10 minuta. Suspenzije liziranih ćelija su prebačene u ependorfe (po 25 μl), 
dodat im je rastvor L-arginina (0.5 M pH 9.7, 25 μl), nakon čega su ostavljene na 37°C preko noći. 
Sledećeg dana je dodat rastvor kiselina (96% H2SO4, 85% H3PO4, i voda, u odnosu 1:3:7) i α-ISPF u 
apsolutnom etanolu (25 μl/bazenu). Uzorci su grejani u vodenom kupatilu, na temperaturi blizu 
ključanja i nakon 40 minuta razvoja ljubičaste boje, očitane su vrednosti optičkih gustina na 545 nm. 
Aktivnost arginaze se određuje prema izmerenim vrednostima uree u uzorku, preračunatim prema 
vrednostima standardne krive (25-1600 μM uree). 
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3.13. Određivanje produkcije vodonik peroksida (H2O2) 
Suspenzije ćelija peritonealne šupljine (100 μl 2.5x106 ćelija/ml RPMI/5%FCS) su inkubirane na 37°C, 
u prisustvu 5% CO2 tokom 2h, nakon čega su isprane 2 puta toplim PBS-om (37°C). Nakon toga je 
naliveno po 100 μl 25 nM PMA u rastvoru fenol crvenog (koji sadrži 0.1% glukoze, 0.02% fenol crvene 
boje, i 0.02% peroksidaze rena u PBS-u) po bazenu. In vitro stimulacije su rađene i sa dodatnim 
autologim E. coli ili Enterococcus spp (3x108 CFU/ml 25 nM PMA). Nakon sat vremena stimulacije 
(37°C/5% CO2), reakcija je prekinuta sa 10 μl 0,5M rastvora NaOH. Intenzitet razvijene ljubičaste boje 
je meren na 620 i 690 nm, a koncentracija H2O2 je izračunata prema standardu H2O2 (1-100 μM). 

3.14. Određivanje peroksidazne aktivnosti (MPO) 
Aktivnost MPO u ćelijama peritonealnog lavata je detektovana nakon adherence ćelija (2.5x106/ml) od 
2h (37°C), promenom boje orto-fenilen diamina (OPD) nakon dodavanja H2O2. Tkivo kolona je 
homogenizovano u kalijum-fosfatnom puferu (pH 6) sa 0.05 M CTAB u odnosu 50 mg tkiva na 1 ml 
pufera. Nakon homogenizacije, homogenat je centrifugiran (4°C, 10000g, 10 minuta), i iz supernatanata 
je određena aktivnost MPO dodatkom rastvora OPD (1 mg/ml citratnog pufera) sa 0.0144% H2O2. 
Rezultati su prikazani kao očitana optička gustina (OG) x 1000. 

3.15. Određivanje koncentracije citokina 
Ćelije limfnih čvorova i peritonealnog lavata su nalivene u ploču sa 96 bazena, po istom principu kao u 
ostalim testovima. Nakon 24h inkubacije, supernatanti su preuzeti i zamrznuti na -80°C. Određivanje 
koncentracije citokina u tkivu kolona je rađeno u homogenatima tkiva, odmah nakon njihove pripreme, 
ili nakon odleđivanja prethodno zaleđenog homogenata. Za određivanje koncentracije citokina iz 
supernatanta ili homogenata korišćeni su komercijalni ELISA kitovi za IL-17A, TNF (Biolegend, San 

Diego, CA, USA), IL-6, IL-10, i TGF-β (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) i IFN-γ (Elabscience, 

Houston, TX, USA).  

3.16. Određivanje nivoa IgG i IgA specifičnih za bakterijske antigene u serumu 
Nivo antitela IgG1, IgG2a, IgG2b, i IgA klase specifičnih za komensalne bakterije je određivan po 
modifikovanoj verziji prethodno opisanog protokola (123). U ploču od 96 bazena (Polysorp NUNC 
Immuno-plate) naliveno je po 50 μl suspenzije bakterija u PBS-u (E. coli, 108 ćelija/ml). Ploče su 
centrifugirane na 1500 g 15 minuta, nakon čega su ostavljene preko noći na +4°C. Sledećeg jutra, 
potencijalno nespecifično vezivanje imunoglobulina je blokirano dodavanjem 200 μl 1% BSA/PBS 
tokom 2h, posle čega su ploče isprane sa 0.05% Tween-20/PBS. Nakon toga su u bazene naliveni 
serumi razblaženi u PBS-u (1:400 za određivanje IgG1, IgG2a, IgG2b, 1:50 za određivanje IgA), i 
inkubirani 2h na sobnoj temperaturi. Za detekciju su korišćena anti-IgA (Abcam), anti-IgG1 
(BioLegend), anti-IgG2a (BioRad), anti-IgG2b (BD Pharmingen) antitela konjugovana biotinom, kao i 
ekstravidinom konjugovana peroksidaza rena (Sigma). Kolorimetrijska reakcija se razvila dodavanjem 
50 μl 0.00132% H2O2/OPD i prekinuta je nakon 15 minuta istom zapreminom 2N H2SO4. Čitanje 
optičke gustine je vršeno na 492 nm, sa korekcijom na 620 nm. Rezultati su prikazani kao očitane 
optičke gustine (OG) x 1000. Preliminarnim eksperimentima u serumu pacova AO i DA soje pre i 
nakon indukcije kolitisa nisu detektovana antitela specifična za Enterococcus spp.. 

3.17. Histološka analiza kolona 
Uzorci kolona, isečeni na komadiće dimenzija 3x3 mm, su držani u mraku u 20x većoj zapremini 4% 
PFA tokom 3 dana, nakon čega su isprani u čistom PBS-u i prebačeni u serijska razblaženja alkohola 
(70% 24h, 85% 24h, 96% 1h, 100% 2h, ksilol 1h). Nakon prosvetljenja ksilolom, tkiva su ostavljena u 
parafinu na +58°C preko noći i sledećeg dana ukalupljena u svežem parafinu. Ukalupljeni i ohlađeni 
preparati su sečeni na mikrotomu (Leica RM2155). Preseci debljine 5 μm su bojeni hematoksilin/eozin 
(HE) metodom, i uslikani na mikroskopu Olympus (BH-2) na uvećanju 40x. 

Distalni ileum i kolon, izolovani iz pacova starih 30 dana, koji su tretirani L. rhamnosus (L/V) ili vodom 
(V/V), su obojeni standardnom HE metodom. Dužina resica ileuma i dubina kripti kolona, 
predstavljene mikrometrima, su izmerene na mikroskopu (BX53 Research Microscope, Olympus 
Optical Co., Ltd., Tokyo, Japan). 
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3.18. Analiza varijabilnosti bakterija fecesa 
Ekstrakcija ukupne bakterijske DNK je rađena primenom ZR fekalnog DNK MiniPrepTM (Zymo 
Research, Irvine, CA, USA), prema priloženom uputstvu. Elektroforeza na denaturišućem gradijent 
gelu (DGGE) i manipulacija gelom nakon elektroforeze su obavljeni prema već opisanom protokolu 
(124). Uzorci fecesa su ispitani PCR-DGGE analizom sa izolovanom genomskom DNK kao paternom 
(125). Univerzalni 16S rRNK gene-targeting prajmeri U968-GC-f (5′ CGC CCG GGG CGC GCC 
CCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG GAA CGC GAA GAA CCT TAC 3′) i L1401-r (5′ 
GCG TGT GTA CAA GAC CC 3′) (amplifikuju regione bakterijske 16S rRNA od V6 do V8) (90); 
Bifidobacterium 16S rDNA gene-targeting prajmeri Bif662-GC-r (5′ CGC CCG CG CGC GCC GCG 
GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG GCC ACC GTT ACA CCG GGA A 3′) i Bif164-f (5′ 
GGG TGG TAA TGC CGG ATG 3′) (91); Lactobacillus-specifični prajmeri Lab-0159f (5′ GGA AAC 
AG (A/G) TGC TAA TAC CG 3′) i Uni-0515GCr (5′ CGC CGG GGG CGC GCC CCG GGC GGG 
GCG GGG GCA CGG GGG GAT CGT ATT ACC GCG GCT GCT 3′) (125) su upotrebljeni radi 
detaljne provere mikrobijalnog diverziteta u uzorcima fecesa. PCR reakcija je izvršena u termalnom 
sajkleru Gene AmpRPCR sistemu 2700 (AppliedBiosystems, Foster City, CA). Amplifikacije su urađene 
pomoću KAPATaqDNA polimeraze (KAPA Biosystems, Cape Town, South Africa). Bakterijska DNK 
je onda postavljena na denaturišući gradijentski gel (124) pripremljen uz korišćenje staklenih ploča za 
aparaturu za elektroforezu DGEE-2001 (C.V.S. Scientific, San Diego, CA). Gradijent od 30-60% je 
korišćen za separaciju DGGE amplikona koji su dobijeni pomoću seta prajmera specifičnih za 
Lactobacillus, a gradijent od 45-55% za separaciju DGGE amplikona koji su dobijeni pomoću prajmera 
specifičnih za Bifidobacterium (127). PCR produkti dobijeni pomoću univerzalnog seta prajmera su 
separisani na gradijentu od 40-80% (87). DNK fragmenti su vizuelizovani pomoću AgNO3 bojenja, 
koje je razvijeno u baznim uslovima, kao što je već opisano (128). 

3.19. Statistička obrada podataka 
Rezultati su izraženi kao realna srednja vrednost ± standardna greška. Korišćeni su t-test za poređenje 
dve grupe, jednofaktorska (za poređenje više grupe po jednoj zavisnoj promenljivoj) i dvofaktorska (za 
poređenje grupa po dve promenljive) analiza varijanse (ANOVA), uz primenu Bonferonijevog post hoc 
testa za poređenje. Statistička obrada podataka je vršena statističkim programom GraphPad Prism 5 
(GraphPadSoftware, Inc., CA, USA). Statistički značajnim efektom je smatrana svaka analiza koja daje 
vrednost p<0.05. 



18 
 

4. REZULTATI 

4.1. Indukcija peritonitisa i.p. primenom formalinom-umrtvljenih bakterija fecesa u AO i DA 
pacovima 

4.1.1. Uticaj i.p. primene bakterija fecesa na zdravlje pacova 
Tokom eksperimenta nije bilo uginuća životinja, kao ni patoloških promena (prema Tabeli Opšteg 
Zdravlja (84).) Pacovi su izgledali zdravo, bili budni, imali glatko krzno i odgovarali na stimuluse iz 
sredine (Skor 5). Ovim je dodatno potvrđeno da bakterije mikrobiote creva tretirane formalinom nisu 
bile vijabilne, odnosno sposobne da nakon i.p. primene dovedu do bakterijske infekcije koja bi mogla 
da dovede do razvoja sepse. 

 

Grafik 1 Telesna masa (A) i masa slezine (B) AO i DA pacova na dan indukcije (d0) i drugog 
dana nakon indukcije peritonitisa i.p. primenom bakterija fecesa (d2). Kontrolne životinje su 
tretirane primenom PBS. a p<0.05, u odnosu na AO soj. 

Nije bilo značajnije promene telesne mase (Grafik 1A) ili mase slezina (Grafik 1B) tokom razvoja 
bakterijskog peritonitisa u AO i DA pacovima. Mase slezina kontrolnih DA pacova tretiranih PBS-om 
bile su malo manje u odnosu na slezine kontrolnih AO pacova. 

4.1.2. Uticaj i.p. primene bakterija fecesa na prinos ćelija peritonealne šupljine 
I.p. primena E. coli je dovela do porasta u prinosu ukupnih ćelija peritonealne šupljine, dok i.p. primena 
Enterococcus spp. nije uticala na prinos ovih ćelija u odnosu na kontrolne AO pacove (Grafik 2). U DA 
pacovima i.p. primena bakterija fecesa nije dovela do promena u broju ukupnih peritonealnih ćelija u 
odnosu na kontrolne pacove (Grafik 2). Dvofaktorska analiza varijanse ovih podataka je pokazala 
postojanje značajne interakcije između faktora, što ukazuje na to da razlike u imunološkom statusu koje 
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proizilaze iz razlika između sojeva pacova učestvuju u razlikama u odgovoru na promene prinosa 
ukupnih ćelija peritonealne šupljine na in vivo tretman bakterijama.  

 

 

Grafik 2 Prinos ćelija peritonealne šupljine pacova AO i DA soja nakon indukcije peritonitisa 
i.p. primenom bakterija fecesa. *** p<0.001 u odnosu na kontrolnu grupu (PBS). 

4.1.3. Uticaj i.p. primene bakterija fecesa na fenotip ćelija peritonealne šupljine 
Udeo rezidentnih CD11bHiHIS48Low i CD11bIntHIS48Low makrofaga peritonealne šupljine (Grafik 3A), 
kao i CD11bIntHIS48Hi monocita (Grafik 3A), u populaciji ćelija peritonealne šupljine je sličan u 
kontrolnim AO i DA pacovima. I.p. primena E. coli je dovela do smanjenja udela rezidentnih 
peritonealnih CD11bHiHIS48Low makrofaga među ukupnim ćelijama peritonealne šupljine, i povećanja 
zastupljenosti peritonealnih CD11bIntHIS48Hi monocita, u odnosu na ćelije peritonealne šupljine 
kontrolnih pacova oba soja (Grafik 3A). I.p. primena Enterococcus spp., je dovela do povećanja udela 
CD11bIntHIS48Hi monocita samo u peritonealnoj šupljini DA pacova, dok u AO pacovima nije imalo 
uticaja (Grafik 3A). Dvofaktorska analiza varijanse ovih podataka je pokazala značajnu interakciju, što 
ukazuje na to da razlike u imunološkom statusu koje proizilaze iz razlika između sojeva pacova utiču na 
promene fenotipa CD11bHiHIS48Low makrofaga peritonealne šupljine u odgovoru na in vivo tretman 
bakterijama fecesa. 
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Grafik 3 Fenotip makrofaga peritonealne šupljine AO i DA pacova nakon indukcije peritonitisa 
i.p. primenom bakterija fecesa. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, u odnosu na kontrolnu grupu 
(PBS); a p<0.05, b p<0.01, u odnosu na AO soj. 

Kontrolni AO i DA pacovi su imali sličan udeo makrofaga CD68+TLR4+ fenotipa među ukupnim 
ćelijama peritonealne šupljine, dok je udeo CD163+ TLR4+ i CD163+CD86+TLR4+ makrofaga među 
ukupnim ćelijama peritonealne šupljine bio viši u AO pacovima u odnosu DA pacove (Grafik 3B). I.p. 
primena E. coli ili Enterococcus spp. nije uticala na udeo CD68+TLR4+ makrofaga u peritonealnoj šupljini 
AO pacova, dok je i.p. primena E. coli dovela do smanjenja udela CD68+TLR4+ makrofaga u 
peritonealnoj šupljini DA pacova. Takođe, i.p. primena E. coli ili Enterococcus spp. nije imala uticaj na 
udeo CD163+TLR4+ makrofaga u peritonealnoj šupljini AO pacova, iako je i.p. primena E. coli dovela 
do smanjenja udela CD163+TLR4+CD86+ makrofaga. I.p. primena E. coli ili Enterococcus spp. je umanjila 
udeo CD163+TLR4+, kao i CD163+TLR4+CD86+ makrofaga u peritonealnoj šupljini DA pacova 
(Grafik 3B). 

4.1.4. Uticaj i.p. primene bakterija fecesa na aktivnost makrofaga peritonealne šupljine 
U kontrolnim pacovima tretiranim PBS-om detektovana koncentracija nitrita je bila niža u 
supernatantima makrofaga peritonealne šupljine AO pacova u odnosu na makrofage peritonealne 
šupljine DA pacova. U AO pacovima, i.p. primena E. coli je izazvala značajno povećanje koncentracije 
nitrita u supernatantima makrofaga peritonealne šupljine, a i.p. primena Enterococcus spp. nije imala 
značajnog efekta (Grafik 4A). U DA pacovima, i.p. primena E. coli i Enterococcus spp. izazvala je značajan 
porast koncentracije nitrita u supernatantima makrofaga peritonealne šupljine u odnosu na makrofage 
peritonealne šupljine kontrolnih DA pacova (Grafik 4A). Koncentracija uree je takođe bila viša nakon 
hidrolize L-arginina u lizatima makrofaga peritonealne šupljine DA pacova kontrolne grupe nego u 
lizatima makrofaga AO pacova, s tim što je i.p. primena E. coli dovelo do povećanja detektovane 
koncentracije uree samo nakon hidrolize L-arginina u lizatima makrofaga peritonealne šupljine AO 
pacova, a i.p. primena Enterococcus spp. nije uticala na koncentraciju uree ni u jednom soju pacova 
(Grafik 4B).  
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Grafik 4 Koncentracija nitrita (A), hidroliza L-arginina u ureu (B) i peroksidazna aktivnost (C) 
makrofaga peritonealne šupljine AO i DA pacova nakon indukcije peritonitisa i.p. primenom 
bakterijama fecesa. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, u odnosu na kontrolnu grupu (PBS); b 
p<0.01, c p<0.001, u odnosu na AO soj. 

Makrofagi peritonealne šupljine kontrolnih DA pacova tretiranih PBS-om su imali višu peroksidaznu 
aktivnost u odnosu na makrofage peritonealne šupljine kontrolnih AO pacova (Grafik 4C). I.p. primena 
E. coli i Enterococcus spp. je dovela do smanjenja peroksidazne aktivnosti makrofaga peritonealne šupljine 
AO pacova, dok je samo i.p. primena Enterococcus spp. dovela do smanjenja peroksidazne aktivnosti 
makrofaga peritonealne šupljine DA pacova, a i.p. primena E. coli nije dovela do značajnih promena 
peroksidazne aktivnosti (Grafik 4C). Dvofaktorska analiza varijanse ovih podataka je pokazala značajnu 
interakciju, što ukazuje na to da razlike u imunološkom statusu koje proizilaze iz razlika između sojeva 
pacova utiču na razlike u promeni peroksidazne aktivnosti makrofaga peritonealne šupljine u odgovoru 
na in vivo tretmane bakterijama. 

4.1.5. Uticaj i.p. primene bakterija fecesa na produkciju citokina od strane makrofaga peritonealne 
šupljine 
U supernatantu 24-časovne kulture makrofaga peritonealne šupljine kontrolnih AO pacova je 
detektovana viša koncentracija TNF i IL-10, i niža koncentracija TGF-β u odnosu na supernatante 
makrofaga kontrolnih DA pacova (Grafik 5). Koncentracija TNF i IL-10 u supernatantu makrofaga 
peritonealne šupljine AO pacova je bila niža, a koncentracija TGF-β viša, u odnosu na makrofage AO 
pacova kontrolne grupe nakon tretmana bakterijama (Grafik 5). U DA pacovima je i.p. primena E. coli 
dovela do smanjenja koncentracije TNF i TGF-β u supernatantu makrofaga peritonealne šupljine, dok 
i.p. primena Enterococcus spp. nije imala uticaja na koncentraciju ova dva citokina. I.p. primena E. coli i 
Enterococcus spp dovela je do povećanja koncentracije IL-10 u supernatantu makrofaga peritonealne 
šupljine DA pacova u odnosu na makrofage kontrolnih pacova tretiranih PBS-om (Grafik 5B). 
Dvofaktorska analiza varijanse ovih podataka je pokazala značajnu interakciju za sve ispitivane citokine, 
što ukazuje na to da razlike u imunološkom statusu koje proizilaze iz razlika između sojeva pacova utiču 
na razlike u koncentraciji citokina u supernatantu makrofaga peritonealne šupljine izolovanih nakon in 
vivo tretmana PBS-om ili bakterijama. 

 

Grafik 5 Koncentracija TNF (A), IL-10 (B), i TGF-β (C) u supernatantu makrofaga 
peritonealne šupljine AO i DA pacova izolovanih nakon indukcije peritonitisa i.p. primenom 
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bakterija fecesa. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, u odnosu na kontrolnu grupu (PBS); b p<0.01, c 
p<0.001, u odnosu na AO soj. 
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4.2. Modulacija fenotipa i aktivnosti ćelija peritonealne šupljine i.p. primenom probiotske 
bakterije L. rhamnosus 

4.2.1. Telesna masa i izgled životinja nakon i.p. primene L. rhamnosus 
I.p. primena rastvora probiotske bakterije (L. rhamnosus, 5×107 CFU) nije uticala na telesnu masu pacova 
tokom čitavog eksperimenta (Grafik 6). Ponašanje i izgled pacova tokom sedam dana nakon i.p. 
primene L. rhamnosus nije bilo različito u odnosu na kontrolne pacove – imale su sjajno krzno, bile su 
budne, radoznale, i odgovarale su na stimuluse iz okruženja (Skor 5, Tabela 4).  

 

Grafik 6 Promena telesne mase AO i DA pacova drugog ili sedmog dana nakon i.p. primene L. 
rhamnosus. 

4.2.2. Prinos ćelija peritonealne šupljine nakon i.p. primene L. rhamnosus 
I.p. primena L. rhamnosus je nakon dva dana dovela do povećanja prinosa ukupnih peritonealnih ćelija u 
pacovima oba soja u odnosu na kontrolne pacove, dok je u DA pacovima primećeno povećanje broja 
ukupnih ćelija i sedmog dana nakon i.p. primene L. rhamnosus (Grafik 7). Međutim, povećanje prinosa 
drugog dana je bilo izraženije u AO pacovima u odnosu na DA pacove. 

 

Grafik 7 Prinos ćelija peritonealne šupljine AO i DA pacova drugog i sedmog dana nakon i.p. 
primene L. rhamnosus. * p<0.05, ** p<0.01, u odnosu na kontrole (PBS); a p<0.05, u odnosu na 
AO soj. 

4.2.3. Fenotip makrofaga peritonealne šupljine nakon i.p. primene L. rhamnosus 
Udeo CD163+ makrofaga među ukupnim ćelijama peritonealne šupljine je znatno veći u kontrolnim 
AO pacovima u odnosu na kontrolne DA pacove, a isti odnos među sojevima je očuvan i sedmog dana 
nakon i.p. primene L. rhamnosus (Grafik 8A). Drugog dana nakon i.p. primene udeo CD163+ makrofaga 
među ukupnim ćelijama peritonealne šupljine je bio sličan u pacovima oba soja i znatno manji u odnosu 
na kontrolne pacove. Drugog dana nakon i.p. primene L. rhamnosus udeo CD163+MHCII- makrofaga 
među ukupnim ćelijama peritonealne šupljine AO pacova je značajno manji, a sedmog dana značajno 
veći, u odnosu na ćelije pertonealne šupljine kontrolnih AO pacova. U DA pacovima, jedina razlika u 
odnosu na udeo CD163+MHCII- makrofaga među ukupnim ćelijama peritonealne šupljine kontrolnih 
DA pacova je primećena drugog dana, kada je udeo ovih ćelija bio značajno manji (Grafik 8B). 
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Dvostruko pozitivni CD163+MHCII+ makrofagi su prisutni u malo većem procentu u peritonealnoj 
šupljini kontrolnih DA pacova u odnosu na ćelije peritonealne šupljine kontrolnih AO pacova. Primena 
L. rhamnosus u DA pacovima dovodi do smanjenja udela CD163+MHCII+ makrofaga među ukupnim 
ćelijama peritonealne šupljine drugog i sedmog dana nakon i.p. primene, dok u AO pacovima dovodi 
do povećanja sedmog dana u odnosu na kontrolne AO pacove (Grafik 8C). Udeo CD163-MHCIILow 

ćelija među ukupnim ćelijama peritonealne šupljine je značajno viši u kontrolnim DA pacovima u 
odnosu na AO pacove, dok i.p. primena L. rhamnosus dovodi do povećanja procenta ovih ćelija, i to 
nakon dva dana u pacova oba soja, a nakon sedam dana samo u AO pacovima (Grafik 8D). Udeo 
CD163-MHCIIHi ćelija među ukupnim ćelijama peritonealne šupljine AO pacova je ostao nepromenjen 
nakon i.p. primene L. rhamnosus, dok je u DA pacovima i.p. primena L. rhamnosus nakon dva dana dovela 
do povećanja, a nakon sedam dana do blagog smanjenja udela CD163-MHCIIHi peritonealnih ćelija 
među ukupnim peritonealnim ćelijama u odnosu na kontrolne DA pacove (Grafik 8E).  
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Grafik 8 Fenotip makrofaga peritonealne šupljine AO i DA pacova drugog i sedmog dana 
nakon i.p. primene L. rhamnosus. Ukupan udeo peritonealnih CD163+ makrofaga (A), i 
subpopulacije makrofaga CD163+MHCII- (B), CD163+MHCII+ (C), CD163-MHCIILow (D) i 
CD163-MHCIIHi (E). Analizirane populacije su takođe prikazane na dot plotu (F). * p<0.05, ** 
p<0.01, u odnosu na kontrolu (PBS); a p<0.05, b p<0.01, c p<0.001, u odnosu na AO soj. 
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Udeo CD68+Ki67+ ćelija među ukupnim ćelijama peritonealne šupljine je bio značajno veći u grupi 
kontrolnih AO pacova u odnosu na ćelije peritonealne šupljine DA pacova. Drugog dana nakon 
primene L. rhamnosus uočen je drastičan pad udela CD68+Ki67+ ćelija među ukupnim ćelijama 
peritonealne šupljine u pacova oba soja, a udeo ovih ćelija je ostao snižen i sedmog dana nakon 
primene (Grafik 9A). Udeo CD68+Ki67+ ćelija među ukupnim ćelijama peritonealne šupljine je bio 
manji u DA pacovima, u svim eksperimentalnim grupama. U oba soja pacova je samo drugog dana 
nakon i.p. primene L. rhamnosus uočen značajan porast udela HIS48HiCD43+ monocita među ukupnim 
ćelijama peritonealne šupljine u odnosu na kontrolne pacove, u kojima ovih ćelija skoro da nije bilo, a 
sedmog dana se udeo ovih ćelija nije razlikovao u odnosu na kontrolnu grupu (Grafik 9B). 

 

Grafik 9 Fenotip ćelija peritonealne šupljine AO i DA pacova drugog i sedmog dana nakon i.p. 
primene L. rhamnosus. Udeo CD68+Ki67+ makrofaga (A) i HIS48HiCD43+ monocita (B). * 
p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, u odnosu na kontrolu (PBS); a p<0.05, b p<0.01, c p<0.001, u 
odnosu na AO soj. 

4.2.4. Uticaj i.p. primene L. rhamnosus na produkciju NO i hidrolizu L-arginina od strane makrofaga 
peritonealne šupljine nakon in vitro stimulacije bakterijama fecesa 
U nastavku istraživanja ispitivano je da li promene u fenotipu ćelija peritonealne šupljine izolovanih 
drugog i sedmog dana nakon i.p. primene L. rhamnosus dovode do promena u aktivnosti makrofaga 
peritonealne šupljine, kao i da li ove promene mogu da modulišu odgovor makrofaga na in vitro 
stimulaciju pomoću autologih bakterija fecesa E. coli i Enterococcus spp.. Stimulacija pomoću LPS in vitro 
je korišćena kao dodatna kontrola stimulacije E. coli. 

In vitro u supernatantima nestimulisanih makrofaga peritonealne šupljine AO pacova nisu detektovane 
veće količine nitrita nakon i.p. primene L. rhamnosus, dok je u DA pacovima i.p. primena L. rhamnosus 
dovela do povećanja koncentracije nitrita u supernatantima makrofaga peritonealne šupljine izolovanih i 
drugog i sedmog dana nakon i.p. primene L. rhamnosus u odnosu na makrofage kontrolnih pacova 
(Grafik 10A). U makrofagima AO pacova stimulacija pomoću LPS i E. coli je dovela do značajnog 
povećanja koncentracije nitrita u supernatantima ćelija kontrolnih pacova i supernatantima ćelija 
izolovanih dva dana nakon i.p. primene L. rhamnosus, dok je u makrofagama peritonealne šupljine 
izolovanim sedmog dana nakon i.p. primene L. rhamnosus samo stimulacija pomoću E. coli dovela do 
povećanja koncentracije nitrita (Grafik 10A, levo). Stimulacija pomoću Enterococcus spp. je dovela do 
povećanja koncentracije nitrita samo u supernatantima makrofaga peritonealne šupljine izolovanih 
drugog dana nakon i.p. primene L. rhamnosus (Grafik 10A, levo). U makrofagima DA pacova, stimulacija 
pomoću LPS i Enterococcus spp. je dovela do povećanja koncentracije nitrita samo u supernatantima 
ćelija izolovanih drugog dana nakon i.p. primene L. rhamnosus, dok je stimulacija pomoću E. coli dovela 
do povećanja koncentracije nitrita i u supernatantima makrofaga kontrolnih pacova, kao i 
supernatantima makrofaga izolovanih drugog i sedmog dana nakon i.p. primene L. rhamnosus (Grafik 
10A, desno).  
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Grafik 10 Uticaj i.p. primene L. rhamnosus na koncentraciju nitrita (A) i hidrolizu L-arginina u 
ureu (B) od strane makrofaga peritonealne šupljine AO i DA pacova soja nakon in vitro 
stimulacije bakterijama fecesa. Ćelije su izolovane drugog (d2) i sedmog (d7) dana nakon 
primene L. rhamnosus. * p<0.05, u odnosu na kontrole (PBS); # p<0.05, ## p<0.01, ### p<0.001, 
u odnosu na nestimulisane ćelije (RPMI); a p<0.05, b p<0.01, u odnosu na AO soj. 

Koncentracija uree nakon hidrolize L-arginina u lizatima makrofaga peritonealne šupljine pacova oba 
soja je bila niža sedmog dana nakon i.p. primene L. rhamnosus u odnosu na makrofage kontrolnih 
pacova, dok je i u kontrolnoj grupi i oba dana nakon i.p. primene L. rhamnosus koncentracija uree bila 
značajno viša nakon hidrolize u lizatima DA pacova (Grafik 10B). Stimulacija pomoću LPS je dovela do 
značajnog povećanja koncentracije uree nakon hidrolize u lizatima makrofaga peritonealne šupljine AO 
pacova svih eksperimentalnih grupa, dok je in vitro stimulacija pomoću E. coli i Enterococcus spp. dovela 
do smanjenja koncentracije uree nakon hidrolize u lizatima makrofaga kontrolnih pacova i makrofaga 
izolovanih drugog dana nakon i.p. primene L. rhamnosus (Grafik 10B, levo). In vitro stimulacija pomoću 
LPS je dovela do blagog povećanja koncentracije uree nakon hidrolize lizatima makrofaga peritonealne 
šupljine DA pacova izolovanih drugog i sedmog dana nakon i.p. primene L. rhamnosus, dok stimulacije 
pomoću bakterija fecesa nisu dovele do promena koncentracije uree, ni u jednoj od eksperimentalnih 
grupa DA pacova (Grafik 10B, desno).  

4.2.5. Uticaj i.p. primene L. rhamnosus na produkciju H2O2 makrofaga peritonealne šupljine nakon in 
vitro stimulacije bakterijama fecesa 
Makrofagi peritonealne šupljine AO pacova izolovani drugog i sedmog dana nakon i.p. primene L. 
rhamnosus su produkovali veće količine H2O2 u odnosu na makrofage izolovane iz kontrolnih pacova 
tretiranih PBS-om (Grafik 11). Makrofagi peritonealne šupljine DA pacova izolovani drugog dana 
nakon i.p. primene L. rhamnosus su oslobađale su manje količine H2O2, a makrofagi izolovani sedmog 
dana veće količine H2O2, u odnosu na makrofage kontrolnih pacova (Grafik 11B). Nije primećena sojna 
razlika između makrofaga peritonealne šupljine kontrolnih pacova u pogledu oslobađanja H2O2, dok su 
makrofagi AO pacova izolovane drugog i sedmog dana nakon primene L. rhamnosus oslobađali veće 
količine H2O2 u odnosu na makrofage DA pacova. 
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Grafik 11 Uticaj i.p. primene L. rhamnosus na sposobnost oslobađanja H2O2 od strane 
makrofaga peritonealne šupljine AO (A) i DA pacova (B) nakon in vitro stimulacije sa PMA ili 
PMA u prisustvu bakterija fecesa. Ćelije su izolovane drugog (d2) i sedmog (d7) dana nakon 
primene L. rhamnosus. * p<0.05, ** p<0.01, u odnosu na kontrole (PBS); # p<0.05, ## p<0.01, u 
odnosu na PMA; c p<0.001, u odnosu na AO soj. 

In vitro stimulacije pomoću E. coli i Enterococcus spp značajno povećavaju oslobađanje H2O2 od strane 
makrofaga peritonealne šupljine kontrolnih pacova oba soja (Grafik 11). U makrofagima koji su 
izolovani drugog dana nakon i.p. primene L. rhamnosus, samo je stimulacija pomoću E. coli dovela do 
porasta produkcije H2O2 u makrofagima AO pacova (Grafik 11A), dok su u makrofagima DA pacova 
stimulacije pomoću obe bakterije fecesa dovele do povećanog oslobađanja H2O2 (Grafik 11B). Sedmog 
dana nakon i.p. primene L. rhamnosus, stimulacija pomoću Enterococcus spp. suprimirala je sekreciju H2O2 
od strane makrofaga peritonealne šupljine oba soja pacova, dok je stimulacija pomoću E. coli 
suprimirala samo oslobađanje H2O2 od strane makrofaga AO pacova. 

4.2.6. Uticaj i.p. primene L. rhamnosus na produkciju citokina od strane makrofaga peritonealne 
šupljine 
Makrofagi peritonealne šupljine kontrolnih AO pacova su produkovali značajno veće količine TNF, a 
značajno manje IL-10 u odnosu na makrofage kontrolnih DA pacova. (Grafik 12A i B) Primena L. 
rhamnosus je dovela do povećanja produkcije TNF od strane makrofaga peritonealne šupljine DA 
pacova izolovanih drugog dana nakon primene i smanjenja produkcije TNF makrofaga AO pacova 
izolovanih sedmog dana nakon i.p. primene L. rhamnosus (Grafik 12A). 

 

Grafik 12 Uticaj i.p. primene L. rhamnosus na produkciju TNF (A) i IL-10 (B) od strane 
makrofaga peritonealne šuljine AO i DA pacova. Ćelije su izolovane drugog (d2) i sedmog (d7) 
dana nakon primene L. rhamnosus. *** p<0.001, u odnosu na kontrole; a p<0.05, b p<0.01, u 
odnosu na AO soj. 
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4.3. Razvoj kolitisa indukovanog rastvorom TNBS u AO i DA pacovima 

4.3.1. Klinički znaci 

4.3.1.1. Konzumacija hrane i vode i telesna masa nakon indukcije kolitisa 
Konzumacija hrane i vode je praćena tokom 6 dana nakon indukcije kolitisa intrarektalnom primenom 
50% rastvora etanola, ili rastvora TNBS (u 50%-tnom etanolu) u dozama od 10 mg/kg ili 40 mg/kg . 
Kontrolnim pacovima je intrarektalno ubrizgan fiziološki rastvor.  

 

Grafik 13 Prikaz pojedinačnih vrednosti dnevne konzumacije hrane (A) i vode (B), promene 
telesne mase (C) i prosečnih vrednosti konzumacije hrane i vode (D) nakon indukcije kolitisa. 
* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, u odnosu na kontrolu (Fiz. rastvor); a p<0.01, b p<0.05, u odnosu 
na AO soj. 
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Pacovi oba soja koji su tretirani rastvorom etanola ili TNBS su bili letargični i nakostrešeni tokom celog 
eksperimenta (Skor Opšteg Zdravlja 3-4, Tabela 4), za razliku od kontrolnih pacova tretiranih 
fiziološkim rastvorom, koji su bile radoznali i raspoloženi (Skor 5, Tabela 4). 

Kontrolni pacovi oba soja tretirani fiziološkim rastvorom su konzumirali sličnu količinu hrane i vode 
tokom 6 dana (Grafik 13A), što je rezultiralo i komparabilnim prosečnim vrednostima konzumacije 
hrane i vode kontrolnih AO i DA pacova (Grafik 13D). Tretman rastvorom etanola ili TNBS u dozama 
od 10 ili 40 mg/kg dovodi do značajnog smanjenja dnevnog i prosečnog unosa hrane u odnosu na 
kontrole pacove oba soja (Grafik 13A i D). Dok je u AO pacovima nakon indukcije kolitisa 
konzumiranje vode smanjeno u odnosu na kontrolne pacove tokom celog perioda praćenja, u DA 
pacovima se od trećeg dana nakon indukcije javlja trend povećanja dnevne konzumacije vode u odnosu 
na kontrolnu grupu pacova istog soja (Grafik 13B). Dvofaktorska analiza varijanse ovih podataka je 
ukazala na značajnu interakciju, što ukazuje na to da razlike u imunološkom statusu koje proizilaze iz 
razlika između sojeva pacova utiču na razlike u prosečnoj konzumaciji vode nakon indukcije kolitisa. 
Trend smanjenja prosečnog uzimanja vode u AO pacovima je bio statistički značajan u grupi tretiranoj 
TNBS u dozi od 40 mg/kg, dok su DA pacovi prosečno uzimali sličnu količinu vode bez obzira da li je 
kolitis indukovan rastvorom etanola ili TNBS u različitim dozama (Grafik 13D). U kontrolnim AO 
pacovima telesna masa je blago rasla tokom perioda praćenja, dok se u DA pacovima nije menjala, te je 
od drugog dana praćenja, telesna masa AO pacova bila viša u odnosu na telesnu masu DA pacova 
(Grafik 13C). Međutim, nakon prvog dana od indukcije kolitisa, u pacovima oba soja je primećen sličan, 
konstantan gubitak telesne mase, nezavisno od prisustva ili doze TNBS u rastvoru kojim je izvršena 
indukcija (Grafik 13C).  

4.3.1.2. Makroskopska oštećenja kolona nakon indukcije kolitisa 

Nezavisno toga da li je kolitis indukovan tretmanom TNBS ili rastvorom etanola, u pacovima oba soja 
je na dan indukcije i tokom prvih dva dana nakon indukcije, sporadično primećivano rektalno krvarenje 
kao i dijareja i prisustvo krvi u stolici. Nakon trećeg dana je primećeno potpuno odsustvo defekacije u 
pacovima oba soja, a pri disekciji je otkrivena ogromna impakcija fecesa u zapaljenom kolonu. Sedmog 
dana nakon indukcije kolitisa primećene su razlike u izgledu kolona i peritonealne šupljine između 
kontrolnih i pacova sa kolitisom. U pacovima oba soja je primećeno prisustvo veće količine masnog 
tkiva oko inflamiranog kolona, a masnim tkivom je neretko bila obuhvaćena i slezina. Bile su vidljive i 
brojne adhezije po peritoneumu, i izražena hipertrofija kolona. U pacova koji su bili u oporavku mase i 
apetita, primećen je manji stepen hipertrofije, kao i odsustvo adhezija na površini peritoneuma. 
Mukozna površina kolona je bila zahvaćena ulceracijom, dok je zid creva bio nekoliko puta deblji u 
odnosu na kolon kontrolnih pacova (Slika 4).  

 

 

Slika 4 Makroskopski izgled kolona AO i DA pacova sedmog dana nakon indukcije kolitisa ili 
intrarektalne primene fiziološkog rastvora.  
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4.3.1.3. Preživljavanje i stepen ulceracije kolona nakon indukcije kolitisa 
Među AO pacovima je zabeležen samo jedan smrtni ishod, i to sedmog dana u grupi tretiranoj TNBS u 
dozi od 40 mg/kg, dok je u DA pacovima zapaženo više uginuća u svakoj tretiranoj grupi, a prosečno 
preživljavanje je najniže u grupi tretiranoj TNBS u dozi od 40 mg/kg (Grafik 14A). Pacovi DA soja su 
imali sličnu dužinu kolona zahvaćenu ulceracijom nezavisno od prisustva ili količine TNBS u rastvoru 
kojim je izvršena indukcija, dok je u AO pacovima stepen ulceracije nakon tretmana TNBS u dozi od 
40 mg/kg bio značajno veći u odnosu na pacove tretirane rastvorom etanola ili TNBS u dozi od 10 
mg/kg (Grafik 14B). Jednofaktorska analiza varijanse ovih podataka je pokazala značajan linearan trend 
(p=0.0016) između doze TNBS i stepena ulceracija, ali samo u AO pacovima. Pacovi kontrolne grupe 
nisu imali vidna oštećenja kolona. 

 

Grafik 14 Procenat preživelih pacova (A) i dužina kolona zahvaćena ulceracijom(B) prikazana 
kao medijana sa opsegom, sedmog dana nakon indukcije kolitisa. * p<0.05, u odnosu na 
kontrolu (Fiz. rastvor); x p<0.05, u odnosu na EtOH; o p<0.05, u odnosu na TNBS10. 

4.3.1.4. Histološka analiza kolona nakon indukcije kolitisa 
Na histološkim presecima tkiva kolona AO i DA pacova kojima je intrarektalno ubrizgan fiziološki 
rastvor se vide očuvane kripte sa peharastim ćelijama (strelica, Slika 5) i tankim submukoznim slojem, 
bez vidne infiltracije neutrofila. 
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Slika 5 Reprezentativne mikrografije preparata kolona AO i DA pacova sedmog dana nakon 
indukcije kolitisa obojenih hematoksilinom i eozinom, slikanih na uvećanju od 40x. Strelica 
pokazuje očuvane kripte sa peharastim ćelijama i tankim submukoznim slojem, zelena 
zvezdica infiltraciju inflamatornih ćelija, crni trougao fibroznu akumulaciju unutar oštećene 
mukoze. 

Na mikrografijama tkiva kolona pacova oba soja kojima je bio ubrizgan rastvor etanola, ili TNBS u 
dozama od 10 mg/kg ili 40 mg/kg, jasno su bila vidljiva tkivna oštećenja u kolonu: oštećenje epitela i 
mukoznog sloja u kome su nagomilane fibrozne naslage i strukture ožiljnog tkiva (trougao), kao i gust 
sloj inflamatornih neutrofila (zelena zvezdica, Slika 5) u submukozi. Mišićni sloj mukoze (muscularis 
mucosae) je bio prekinut ili potpuno dezintegrisan ispod slojeva fibroznih naslaga i infiltriranih 
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inflamatornih ćelija. Kružni sloj mišića na periferiji tkiva je bio zadebljan u odnosu na zdravo tkivo 
kontrolne grupe, a peritonealna opna na spoljašnjosti kolona je bila višestruko deblja i slojevitija u 
segmentima sa uništenom mukozom u odnosu na segmente bez oštećenja mukoze, ukazujući na 
aktivan peritonitis.  

4.3.2. Funkcionalna analiza tkiva kolona 

4.3.2.1. Koncentracije citokina u tkivu kolona nakon indukcije kolitisa 
U homogenatima tkiva kolona AO pacova nakon indukcije kolitisa detektovan je vidan porast 
koncentracije IL-6 koji je bio statistički značajan samo nakon tretmana TNBS u dozi od 40 mg/kg, dok 
se koncentracija TNF nije značajno menjala (Grafik 15A i B). U homogenatima kolona DA pacova je 
nivo TNF bio niži nakon indukcije kolitisa (osim nakon tretmana TNBS u dozi od 10 mg/kg), dok je 
nivo IL-6 bio povišen (Grafik 15A i B). Intrarektalni tretmani nisu uticali na koncentracije Th1 citokina 
IFN-γ ili Th17 citokina IL-17A u oba soja pacova (Grafik 15C i D). Dvofaktorska analiza podataka 
dobijenih za koncentraciju TNF u homogenatima kolona je ukazala na prisustvo slabe interakcije, što 
ukazuje na to da razlike u imunološkom statusu koje proizilaze iz razlika između sojeva pacova utiču na 
razlike u promeni koncentracije TNF u kolonu nakon indukcije kolitisa (Grafik 15A). Odnos 
koncentracija IL-17A i IFN-γ u kolonu pacova je bio uporediv između dva soja u kontrolnim pacovima 
i nakon indukcije kolitisa etanolom, ali u grupama sa TNBS-indukcijom ovaj odnos je veći u DA 
pacovima u odnosu na AO pacove (Grafik 15E). 
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Grafik 15 Koncentracija TNF (A), IL-6 (B), IFN-γ (C), i IL-17A (D) i odnos koncentracija IL-
17A/IFN-γ (E) u homogenatima tkiva kolona AO i DA pacova sedmog dana nakon indukcije 
kolitisa ili intrarektalne primene fiziološkog rastvora. * p<0.05, ** p<0.01, u odnosu na kontrole 
(Fiz. rastvor); a p<0.05, u odnosu na AO soj. 

4.3.2.2. Aktivnost MPO u tkivu kolona nakon indukcije kolitisa 
Aktivnost MPO u homogenatima tkiva kolona AO i DA pacova je određena reakcijom oksidacije orto-
fenilen-diamina (OPD) sa 0.0144% H2O2. Nije bilo značajnih razlika između MPO aktivnosti tkiva 
kolona pacova AO i DA soja kontrolne grupe, kao ni nakon intrarektalnih tretmana (Grafik 16). 
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Grafik 16 Aktivnost MPO u homogenatima tkiva kolona AO i DA pacova sedmog dana nakon 
indukcije kolitisa ili intrarektalne primene fiziološkog rastvora.  

4.3.3. Mezenterični limfni čvorovi 

4.3.3.1. Prinos ukupnih ćelija mezenteričnih limfnih čvorova nakon indukcije kolitisa 
Prinos ukupnih ćelija mezenteričnih limfnih čvorova je bio uporediv između kontrolnih AO i DA 
pacova, a indukcija kolitisa nije izazvala promenu prinosa ukupnih ćelija mezenteričnih limfnih čvorova 
u odnosu na kontrolne pacove, nezavisno od vrste rastvora kojim je izvršena indukcija, bez obzira da li 
je u pitanju rastvor etanola ili TNBS u različitim dozama (10 ili 40 mg/kg) (Grafik 17).  

 

Grafik 17 Prinos ukupnih ćelija po masi mezenteričnih limfnih čvorova izolovanih iz AO i DA 
pacova sedmog dana nakon indukcije kolitisa ili intrarektalne primene fiziološkog rastvora.  

4.3.3.2. Fenotip ćelija mezenteričnih limfnih čvorova nakon indukcije kolitisa 
U mezenteričnim limfnim čvorovima kontrolnih AO i DA pacova tretiranih fiziološkim rastvorom 
udeo CD4+ T limfocita među ukupnim limfocitima je bio sličan, dok je udeo CD8+ limfocita bio niži, a 
udeo CD45RA+ limfocita viši u DA pacovima. Pacovi DA soja su nakon tretmana rastvorom TNBS 
koncentracije 40 mg/kg imali smanjen udeo CD4+ T limfocita među ukupnim limfocitima 
mezenteričnih limfnih čvorova, dok se udeo CD4+ T limfocita AO pacova nije menjao (Grafik 18A). 
Kontrolni AO pacovi su imali dvostruko više CD8+ T limfocita među ukupnim limfocitima 
mezenteričnih limfnih čvorova u odnosu na DA pacove, i dok je indukcija kolitisa slično dovela do 
smanjenja udela ovih ćelija u AO pacovima nezavisno od vrste rastvora kojim je izvršena indukcija 
(rastvor etanola ili TNBS-a u različitim dozama), u DA pacovima je smanjenje udela CD8+ T limfocita 
zapaženo samo nakon primene TNBS, nezavisno od doze (Grafik 18B). Kontrolni DA pacovi su imali 
veći udeo CD45RA+ B limfocita među ukupnim limfocitima mezenteričnih limfnih čvorova u odnosu 
na kontrolne AO pacove (Grafik 18C). Indukcija kolitisa je u AO pacovima dovela do porasta udela 
CD45RA+ B limfocita, nezavisno od od rastvora kojim je izvršena indukcija, dok je u DA pacovima 
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jedino primena TNBS u dozi 40 mg/kg dovela do značajnog povećanja udela CD45RA+ B limfocita 
mezenteričnih limfnih čvorova (Grafik 18C). 

 

Grafik 18 Fenotipske karakteristike limfocita mezenteričnih limfnih čvorova prikazane 
zastupljenošću CD4+ (A), CD8+ (B), i CD45RA+ (C) limfocita izolovanih sedmog dana nakon 
indukcije kolitisa ili intrarektalne primene fiziološkog rastvora. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, 
u odnosu na kontrole (Fiz. rastvor); b p<0.01, u odnosu na AO soj. 

4.3.3.3. Produkcija citokina od strane limfocita mezenteričnih limfnih čvorova stimulisanim pomoću ConA nakon 
indukcije kolitisa 
Limfociti mezenteričnih limfnih čvorova kontrolnih pacova oba soja ispoljavali su nisku produkciju 
IFN-γ i IL-17A nakon stimulacije pomoću ConA tokom 24h, i nije bilo razlike među sojevima (Grafik 
19A i B). Indukcija kolitisa je dovela do smanjenja produkcije IFN-γ od strane limfocita mezenteričnih 
limfnih čvorova DA pacova, nezavisno od rastvora kojim je izvršena indukcija, mada je to smanjenje 
bilo minorno (Grafik 19A). U AO pacovima nije bilo značajnije promene produkcije IFN-γ, osim u 
grupi tretiranoj TNBS u dozi od 10 mg/kg, gde je produkcija IFN-γ smanjena u odnosu na produkciju 
od strane limfocita mezenteričnih limfnih čvorova kontrolnih pacova (Grafik 19A). S druge strane, 
produkcija IL-17A od strane limfocita mezenteričnih limfnih čvorova se povećala u AO pacovima 
nakon indukcije kolitisa TNBS, što je bilo statistički značajno u dozi od 40 mg/kg TNBS, dok je u DA 
pacovima primećen blagi porasta produkcije IL-17A od strane limfocita mezenteričnih limfnih čvorova 
bez obzira na rastvor kojim je izvršena indukcija, ali bez statističke značajnosti (Grafik 19).  

 

Grafik 19 Produkcija citokina IFN-γ (A) i IL-17A (B) od strane limfocita mezenteričnih limfnih 
čvorova AO i DA pacova nakon indukcije kolitisa ili intrarektalne primene fiziološkog rastvora, 
stimulisanih pomoću ConA in vitro. * p<0.05, ** p<0.01, u odnosu na kontrole (Fiz. rastvor). 
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4.3.4. Ćelije peritonealne šupljine 

4.3.4.1. Prinos ukupnih ćelija peritonealne šupljine nakon indukcije kolitisa 
U pogledu prinosa ukupnih ćelija peritonealne šupljine, nisu detektovane statistički značajne razlike 
između sojeva, samo između različitih tretmana indukcije kolitisa (Grafik 20). U AO pacovima prinos 
ukupnih ćelija peritonealne šupljine je bio viši nakon indukcije kolitisa, ali je samo u AO pacovima 
tretiranim rastvorom etanola broj ukupnih ćelija bio statistički značajno viši u odnosu na kontrolne 
pacove. U DA pacovima intrarektalna primena TNBS je, nezavisno od doza, dovela do statistički 
značajnog povećanja prinosa ukupnih ćelija peritonealne šupljine. 

 

 

Grafik 20 Prinos ćelija peritonealne šupljine AO i DA pacova sedmog dana nakon indukcije 
kolitisa ili intrarektalne primene fiziološkog rastvora. * p<0.05, ** p<0.01, u odnosu na kontrole 
(Fiz. rastvor). 

4.3.4.2 Fenotip ukupnih ćelija peritonealne šupljine nakon indukcije kolitisa 
Između kontrolnih AO i DA pacova nisu postojale razlike u udelu rezidentnih CD11bHiCD4Hi 
makrofaga među ukupnim ćelijama peritonealne šupljine, dok HIS48HiCD43HiCD4Low monocita i 
inflamatornih CD11bIntCD4Low makrofaga u peritonealnoj šupljini skoro da nije bilo (Grafik 21A). 
Sedmog dana nakon indukcije kolitisa nije bilo većih promena u udelu rezidentnih makrofaga među 
ukupnim ćelijama peritonealne šupljine, ali je u oba soja pacova bio prisutan značajan udeo monocita i 
inflamatornih makrofaga, sa izuzetkom DA pacova tretiranih TNBS u dozi od 40 mg/kg, u kojima je 
porast zastupljenosti ovih ćelija bio manje izražen (Grafik 21A). U peritonealnoj šupljini je bilo više 
zrelih CD163+MHCII- makrofaga u kontrolnim AO pacovima u odnosu na kontrolne DA pacove, a 
sedmog dana nakon indukcije kolitisa, udeo ovih makrofaga je bio značajno smanjen u pacova oba soja 
(Grafik 21B). S druge strane, kontrolni DA pacovi su imali više CD163-MHCIIHi peritonealnih 
makrofaga među ukupnim ćelijama peritonealne šupljine u odnosu kontrolne AO pacove, a uticaj 
indukcije kolitisa na ovu populaciju je bio obrnut, što dvofaktorska analiza varijanse potvrđuje – u AO 
pacovima je bio detektovan porast udela MHCIIHiCD163-makrofaga među ukupnim ćelijama 
peritonealne šupljine, dok je u DA pacovima bilo izraženo značajno smanjenje udela makrofaga ovog 
fenotipa (Grafik 21B). Indukcija kolitisa je dovela smanjenje ekspresije membranskog CD11b na 
CD11bHiCD4Hi makrofagima AO pacova, dok je u DA pacovima pad ekspresije CD11b isključivo bio 
prisutan nakon indukcije kolitisa TNBS u dozi od 40 mg/kg, a u pacova ostalih grupa je nivo ekspresije 
CD11b bio sličan kao u kontrolnim DA pacovima (Grafik 21C). 
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Grafik 21 Fenotipske karakteristike ćelija peritonealne šupljine AO i DA pacova sedmog dana 
nakon indukcije kolitisa ili intrarektalne primene fiziološkog rastvora. Udeo rezidentnih 
CD11bHiCD4Hi makrofaga, inflamatornih CD11bIntCD4Low makrofaga, i HIS48HiCD43HiCD4Low 
monocita (A), i CD163+MHCII- i CD163-MHCIIHi makrofaga (B) među ukupnim ćelijama 
peritonealne šupljine. Gustina ekspresije (engl. Mean Fluorescence Intensity, MFI) CD11b na 
CD11bHiCD4Hi makrofagama (C). * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, u odnosu na kontrole (Fiz. 
rastvor); a p<0.05, u odnosu na AO soj. 

4.3.4.3. Uticaj indukcije kolitisa na produkcija NO, hidroliza arginina, i peroksidazna aktivnost makrofaga 
peritonealne šupljine nakon in vitro stimulacije bakterijama fecesa 
Nakon 48h in vitro kulture, u supernatantima nestimulisanih makrofaga peritonealne šupljine su 

detektovane slične, zanemarljivo male količine nitrita (<5μM), nezavisno od soja pacova ili 

eksperimentalne grupe. Stimulacija pomoću LPS ili E. coli in vitro dovela je do statistički značajnog 
povećanja koncentracije nitrita u supernatantima makrofaga peritonealne šupljine u oba soja pacova. 
Stimulacija pomoću Enterococcus spp. dovela je do povećanja koncentracije nitrita samo u 
supernatantima makrofaga AO pacova izolovanih iz peritonealne šupljine pacova tretiranih fiziološkim 
rastvorom ili rastvorom etanola. Najveće koncentracije nitrita detektovane su u supernatantima 
makrofaga pacova oba soja u kojima je kolitis indukovan TNBS u dozi od 10 mg/kg, nezavisno od in 
vitro stimulatora (Grafik 22A). 
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Grafik 22 Koncentracija nitrita (A) i hidroliza L-arginina u ureu (B) od strane makrofaga 
peritonealne šupljine AO i DA pacova nakon in vitro stimulacije, sedmog dana nakon 
indukcije kolitisa ili intrarektalne primene fiziološkog rastvora. * p<0.05, u odnosu na kontrole 
(Fiz. rastvor); # p<0.05, ## p<0.01, ### p<0.001, u odnosu na nestimulisane ćelije (RPMI). 

Nije bilo sojnih razlika u detektovanoj koncentraciji uree nakon hidrolize L-arginina u lizatima 
makrofaga peritonealne šupljine kontrolnih pacova, kao ni u lizatima makrofaga pacova tretiranih 
rastvorom etanola. U DA pacovima tretiranim TNBS u dozi od 10 mg/kg detektovana je povećana 
koncentracija uree nakon hidrolize L-arginina u lizatima nestimulisanih makrofaga u odnosu na 
makrofage kontrolnih pacova, dok je u AO pacovima detektovana koncentracija uree slična kao nakon 
hidrolize L-arginina u lizatima kontrolnih pacova. Stimulacija pomoću LPS ili E. coli dovela je do 
povećanja koncentracije uree nakon hidrolize L-arginina u lizatima makrofaga peritonealne šupljine svih 
eksperimentalnih grupa DA pacova, osim onih kod kojih je kolitis indukovan TNBS u dozi od 10 
mg/kg, dok je u AO pacovima povećanje koncentracije uree detektovano nakon hidrolize L-arginina u 
lizatima makrofaga izolovanih iz pacova u kojima je kolitis indukovan TNBS u dozi 40 mg/kg. In vitro 
stimulacija pomoću Enterococcus spp. nije dovela do promene koncentracije uree detektovane nakon 
hidrolize L-arginina u lizatima makrofaga peritonealne šupljine AO pacova, dok je u makrofaga DA 
pacova dovela do porasta koncentracije uree samo nakon hidrolize L-arginina u lizatima kontrolnih 
pacova i pacova tretiranih rastvorom etanola, i to u manjoj meri u odnosu na porast indukovan in vitro 
stimulacijom pomoću LPS ili E. coli (Grafik 22B). 
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Grafik 23 Peroksidazna aktivnost makrofaga peritonealne šupljine AO i DA pacova sedmog 
dana nakon indukcije kolitisa ili intrarektalne primene fiziološkog rastvora. * p<0.05, ** p<0.01, 
u odnosu na kontrole (Fiz. rastvor). 

Nije bilo sojnih razlika u detektovanoj sposobnosti oksidacije OPD od strane makrofaga peritonealne 
šupljine kontrolnih AO i DA pacova (Grafik 23). Indukcija kolitisa dvostruko je snizila oksidaciju OPD 
od strane makrofaga peritonealne šupljine AO pacova, bez obzira na doza TNBS kojim je izvršena 
indukcija, dok je u DA pacovima značajnije smanjenje oksidacije OPD od strane makrofaga 
detektovano u pacova kojima je kolitis indukovan TNBS u obe doze (Grafik 23). 

4.3.4.4. Produkcija citokina od strane makrofaga peritonealne šupljine nakon indukcije kolitisa 
Indukcija kolitisa je dovela do povećanja produkcije TNF, IL-6 i IL-10 od strane peritonealnih 
makrofaga AO pacova stimuilsanih pomoću LPS, dok je u DA pacovima indukcija TNBS u dozama 10 
ili 40 mg/kg dovela do porasta produkcije svih ispitivanih citokina, a indukcija rastvorom etanola nije 
uticala na promenu produkcije citokina od strane peritonealnih makrofaga (Grafik 24A-C).U 
makrofagima AO pacova in vitro stimulacija bakterijama fecesa uglavnom ne dovodi do značajnog 
povećanja produkcije citokina, osim što tretman E. coli u većoj meri nego LPS povećava produkciju IL-
6 makrofaga pacova tretiranih rastvorom etanola, a stimulacija pomoću Enterococcus spp značajno 
povećava sekreciju TNF od strane makrofaga pacova kojima je kolitis indukovan TNBS u dozi od 40 
mg/kg u odnosu na stimulaciju ovih makrofaga pomoću LPS. 
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Grafik 24 Produkcija TNF (A), IL-6 (B), i IL-10 (C) od strane makrofaga peritonealne šupljine 
AO i DA pacova nakon in vitro stimulacije, sedmog dana nakon indukcije kolitisa ili 
intrarektalne primene fiziološkog rastvora. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, u odnosu na 
kontrolnu grupu (Fiz.Rastvor); a p<0.05, b p<0.01, c p<0.001, u odnosu na AO soj; o p<0.05, oo 
p<0.01, ooo p<0.001, u odnosu na stimulaciju pomoću LPS. 

U DA pacovima, bez obzira na intrarektalni tretman, kapacitet stimulacije produkcije IL-6 od strane 
makrofaga peritonealne šupljine nakon stimulacije bakterijama fecesa je sličan onome nakon stimulacije 
pomoću LPS, dok je kapacitet produkcije TNF i IL-10 nakon stimulacije pomoću Enterococcus spp 
značajno veći nego nakon stimulacije pomoću LPS u makrofagima DA pacova kojima je indukovan 
kolitis. Dvofaktorska analiza varijanse u testu produkcije IL-10 je detektovala slabu interakciju samo u 
pacovima DA soja, što ukazuje da način indukcije kolitisa zaista menja način na koji makrofagi 
peritonealne šupljine odgovaraju na in vitro stimulaciju. 
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4.3.5. Nivo antitela u serumu specifičnih za komensalni izolat E. coli  
Nivo antitela specifičnih za E. coli IgA klase je bio viši u serumu kontrolnih DA pacova u odnosu na 
kontrolne AO pacove (Grafik 25A), dok su nivoi ostalih klasa antitela specifičnih za E. coli bili 
komparabilni između kontrolnih grupa ovih životinja. Indukcija kolitisa TNBS u dozi od 40 mg/kg je 
dovela do statistički značajnog porasta nivoa antitela specifičnih za E. coli svih klasa u serumu AO 
pacova, dok je indukcija TNBS u dozi od 40 mg/kg u DA pacovima dovela do porasta nivoa antitela 
specifičnih za E. coli klase IgG1 i IgG2a (Grafik 25B i C). S druge strane, indukcija kolitisa rastvorom 
TNBS u dozi od 10 mg/kg nije uticala na nivo antitela specifičnih za E. coli u serumu AO pacova, ali je 
u DA pacovima dovelo do porasta nivoa antitela specifičnih za-E. coli klase IgG2a i IgG2b (Grafik 25C 
i D). 

 

 

Grafik 25 Nivo antitela u serumu AO i DA pacova specifičnih za E. coli sedmog dana nakon 
indukcije kolitisa ili intrarektalne primene fiziološkog rastvora. Antitela specifična za E. coli 
klase IgA (A), IgG1 (B), IgG2a (C), i IgG2b (D). * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, u odnosu na 
kontrole (Fiz. rastvor); c p<0.001, u odnosu na AO soj. 
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4.4. Modulacija razvoja kolitisa DA pacova oralnom primenom probiotske bakterije L. 
rhamnosus u ranom postnatalnom periodu 

4.4.1. Klinički znaci 

4.4.1.1. Uticaj ranog tretmana probiotskom bakterijom L. rhamnosus na konzumaciju hrane i vode, i gubitak telesne 
mase tokom razvoja kolitisa 
Nakon indukcije kolitisa, konzumacija hrane vode DA pacova je praćena tokom 6 dana. Pacovi su 
uzimali sličnu količinu hrane, i po danu i prosečno, nezavisno od prethodnog tretmana probiotikom 
(Grafik 26A). Dnevna konzumacija vode je slična u pacova obe grupe (Grafik 26B), međutim, pacovi 
koji su tretirani probiotikom tokom ranog postnatalnog perioda u proseku konzumiraju više vode u 
odnosu na netretirane pacove (Grafik 26D). Između pacova koji su tretirani probiotikom i netretiranih, 
ne postoji razlika u trendu gubitka telesne mase (Grafik 26C).  

 

Grafik 26 Dnevna konzumacija hrane (A) i vode (B), promena telesne mase (C), i prosečne 
vrednosti konzumacije hrane i vode (D) DA pacova nakon indukcije kolitisa. V/V – kontrolna 
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grupa bez tretmana probiotskom bakterijom L. rhamnosus, L/V – grupa tretirana probiotskom 
bakterijom L. rhamnosus u ranom postnatalnom periodu. * p<0.05, u odnosu na V/V. 

4.4.1.2. Uticaj ranog tretmana probiotikom L. rhamnosus na makroskopska oštećenja kolona nakon indukcije kolitisa 
Pacovi kontrolne grupe koji nisu tretirani probiotikom razvijaju značajno zadebljanje zida kolona, 
širenje lumena, kao i ekstenzivnu ulceraciju sedmog dana nakon indukcije kolitisa TNBS u dozi od 40 
mg/kg (Slika 6). U pacova tretiranih probiotikom u ranom postnatalnom periodu detektovana su 
znatno manja oštećenja. Naime, zadebljanje i ulceracije kolona su i dalje prisutni, ali u manjoj meri nego 
u pacovima netretirane grupe.  

 

Slika 6 Makroskopski izgled kolona DA pacova sedmog dana nakon indukcije kolitisa. V/V – 
kontrolna grupa bez tretmana probiotskom bakterijom L. rhamnosus, L/V – grupa tretirana 
probiotskom bakterijom L. rhamnosus u ranom postnatalnom periodu. 

4.4.1.3 Uticaj ranog tretmana probiotskom bakterijom L. rhamnosus na stopu preživljavanja životinja i ulceraciju 
kolona nakon indukcije kolitisa 
Preživljavanje tokom sedam dana nakon indukcije kolitisa među pacovima nije promenjeno ranim 
postnatalnim tretmanom probiotskom bakterijom L. rhamnosus (Grafik 27A). Sedmog dana nakon 
indukcije kolitisa primećeno je da u preživelih pacova koji su rano tretirani probiotikom (L/V) postoji 
nešto manja zahvaćenost površine kolona ulceracijom (Grafik 27B).  

 

Grafik 27 Uticaj ranog tretmana probiotskom bakterijom L. rhamnosus na procenat 
preživljavanja DA pacova (A) i dužinu kolona zahvaćenu ulceracijom (B) sedmog dana nakon 
indukcije kolitisa. V/V – kontrolna grupa bez tretmana probiotikom, L/V – grupa tretirana 
probiotikom u ranom postnatalnom periodu. * p<0.05, u odnosu na V/V. 
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4.4.1.4. Uticaj ranog tretmana probioskom bakterijom L. rhamnosus na promene histologije tkiva kolona nakon 
indukcije kolitisa 
Indukcija kolitisa TNBS u dozi od 40 mg/kg je izazvala distorziju kripti, razaranje epitelnog sloja 
mukoze, i masovnu infiltraciju inflamatornih ćelija u mukoznom i submukoznom sloju u pacova koji 
nisu tretirani probiotikom (V/V). Međutim, u pacova tretiranih probiotikom u ranom postnatalnom 
periodu je vidno smanjenje patoloških promena izazvanih primenom TNBS u dozi od 40 mg/kg – 
integritet kripti je više očuvan, a akumulacija inflamatornih ćelija je manje izražena. (Slika 7).  

 

Slika 7 Reprezentativne mikrografije preparata kolona DA pacova tretiranih probiotskom 
bakterijom L. rhamnosus u ranom postnatalnom periodu (L/V) ili netretiranih (V/V), sedmog 
dana nakon indukcije kolitisa. Preparati su obojeni hematoksilinom i eozinom, i slikani na 
uvećanju od 40x. Strelica pokazuje oporavljene kripte sa peharastim ćelijama, zelena zvezdica 
infiltraciju inflamatornih ćelija, crni trougao fibroznu akumulaciju unutar oštećene mukoze.  

4.4.1.5. Uticaj ranog tretmana probiotskom bakterijom L. rhamnosus na promene dubina kripti i dužine resica kolona 
i ileuma 
Pacovi DA soja tretirani probiotskom bakterijom L. rhamnosus u ranom postnatalnom periodu su imali 
značajno duže resice u terminalnom ileumu (Slika 8A), dok nije bilo nikakve značajne razlike u dubini 
kripti u kolonu (Slika 8B). 
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Slika 8 Uticaj ranog tretmana probiotskom bakterijom L. rhamnosus na dužinu resica u 
distalnom ileumu (A) i dužinu kripti u kolonu (B) DA pacova. Reprezentativne mikrografije 
preparata bojenih hematoksilinom i eozinom prikazane su sa desne strane (Uveličanje 20x). *** 

p<0.001, u odnosu na V/V. 

4.4.2. Uticaj ranog tretmana probiotskom bakterijom L. rhamnosus na koncentraciju citokina u 
homogenatima tkiva kolona nakon indukovanog kolitisa 
Pacovi tretirani probiotikom L. rhamnosus u ranom postnatalnom periodu su imali značajno nižu 
koncentraciju TNF u kolonu sedam dana nakon indukcije kolitisa u odnosu na one koji nisu tretirani 
probiotikom (Grafik 28A). Nije bilo značajnih razlika u koncentraciji IFN-γ ili IL-17A u homogenatima 
tkiva kolona nakon indukcije kolitisa između pacova tretiranih probiotikom i pacova koji nisu tretirana, 
a u obe grupe pacova je detektovana veća koncentracija IL-17A u odnosu na IFN-γ (Grafik 28B i C).  

 

 

Grafik 28 Uticaj ranog tretmana probiotskom bakterijom L. rhamnosus na koncentraciju TNF 
(A), IFN-γ (B), i IL-17A (C) u homogenatima tkiva kolona DA pacova sedmog dana nakon 
indukcije kolitisa. V/V – kontrolna grupa bez tretmana probiotikom, L/V – grupa tretirana 
probiotikom u ranom postnatalnom periodu. * p<0.05, u odnosu na V/V. 
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4.4.3. Mezenterični limfni čvorovi 

4.4.3.1. Uticaj ranog tretmana probiotskom bakterijom L. rhamnosus na prinos ćelija mezenteričnih limfnih čvorova 
nakon indukcije kolitisa 
Prinos ukupnih ćelija mezenteričnih limfnih čvorova sedmog dana nakon indukcije kolitisa je uporediv 
između pacova koji su bili tretirani probiotskom bakterijom L. rhamnosus u ranom postnatalnom 
periodu i pacova koji nisu bili tretirani (Grafik 29). 

 

Grafik 29 Uticaj ranog tretmana probiotskom bakterijom L. rhamnosus na prinos ukupnih 
ćelija po masi mezenteričnih limfnih čvorova DA pacova sedmog dana nakon indukcije 
kolitisa. V/V – kontrolna grupa bez tretmana probiotikom, L/V – grupa tretirana probiotikom 
u ranom postnatalnom periodu. 

4.4.3.2. Uticaj ranog tretmana probiotikom L. rhamnosus na promene fenotipa limfocita mezenteričnih limfnih čvorova 
nakon indukcije kolitisa 
Među ukupnim limfocitima mezenteričnih limfnih čvorova u pacova sedmog dana nakon indukcije 
kolitisa između 40 i 45% čine CD4+ limfociti, a dvostruko pozitivni CD4+CD25+ limfociti čine oko 4% 
ukupnih limfocita (Grafik 30). Rani postnatalni tretman probiotikom nije doveo do promene u udelu 
CD4+ ili CD4+CD25+ limfocita među ukupnim limfocitima mezenteričnih limfnih čvorova.  

 

Grafik 30 Uticaj ranog tretmana probiotskom bakterijom L. rhamnosus na udeo CD4+ i 
CD4+CD25+ limfocita u mezenteričnim limfnim čvorovima DA pacova sedmog dana nakon 
indukcije kolitisa. V/V – kontrolna grupa bez tretmana probiotikom, L/V – grupa tretirana 
probiotikom u ranom postnatalnom periodu. 

4.4.3.3. Uticaj ranog tretmana probiotikom L. rhamnosus na produkciju citokina od strane limfocita mezenteričnih 
limfnih čvorova stimulisanih pomoću ConA nakon indukcije kolitisa 
Limfociti mezenteričnih limfnih čvorova stimulisani pomoću ConA sedmog dana nakon indukcije 
kolitisa produkuju slične količine IFN-γ i IL-10, nezavisno od prethodnog tretmana probiotikom 
(Grafik 31A i C). Rani tretman probiotikom je doveo do značajnog smanjenja produkcije IL-17A od 
strane limfocita mezenteričnih limfnih čvorova stimulisanih pomoću ConA nakon indukcije kolitisa, u 
odnosu na grupu koja nije tretirana probiotikom (Grafik 31). 
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Grafik 31 Uticaj ranog tretmana probiotskom bakterijom L. rhamnosus na sposobnost 
produkcije citokina IFN-γ (A), IL-17A (B), i IL-10 (C) od strane limfocita mezenteričnih 
limfnih čvorova DA pacova in vitro stimulisanih pomoću ConA sedmog dana nakon indukcije 
kolitisa. V/V – kontrolna grupa bez tretmana probiotikom, L/V – grupa tretirana probiotikom 
u ranom postnatalnom periodu. *** p<0.001, u odnosu na V/V. 

4.4.4. Ćelije peritonealne šupljine 

4.4.4.1. Uticaj ranog tretmana probiotikom L. rhamnosus na prinos ukupnih ćelija peritonealne šupljine nakon 
indukcije kolitisa 
Iako nije doveo do promena u broju ukupnih ćelija izolovanih iz peritonealne šupljine zdravih pacova, 
tretman probiotskom bakterijom L. rhamnosus u ranom postnatalnom periodu značajno je smanjio 
povećanje broja ukupnih ćelija peritonealne šupljine koje se javlja sedmog dana nakon indukcije kolitisa. 
(Grafik 32).  

 

Grafik 32 Uticaj ranog tretmana probiotskom bakterijom L. rhamnosus na prinos ukupnih 
ćelija peritonealne šupljine DA pacova sedmog dana nakon indukcije kolitisa. V/V – kontrolna 
grupa bez tretmana probiotikom, L/V – grupa tretirana probiotikom u ranom postnatalnom 
periodu. 

4.4.4.2. Uticaj ranog tretmana probiotikom L. rhamnosus na fenotip ukupnih ćelija peritonealne šupljine nakon 
indukcije kolitisa 
Tretman probiotikom nije doveo do promena fenotipa ćelija peritonealne šupljine zdravih DA pacova 
(Grafik 33A). Sedmog dana nakon indukcije kolitisa, u DA pacovima koji su tretirani probiotskom 
bakterijom L. rhamnosus u ranom postnatalnom periodu detektovan je veći udeo rezidentnih 
CD11bHiCD4Hi i CD68+TLR4+ makrofaga među ukupnim ćelijama peritonealne šupljine u odnosu na 
pacove koji nisu tretirani (Grafik 33B). Nakon indukcije kolitisa, udeo CD163+MHCII- makrofaga 
među ukupnim ćelijama peritonealne šupljine je veći u pacova tretiranih probiotskom bakterijom L. 
rhamnosus, dok je udeo CD163-MHCII+ makrofaga/dendritskih ćelija sličan kao u pacova koji nisu 
tretirani (Grafik 33B). Udeo peritonealnih HIS48HiCD43+ monocita među ukupnim ćelijama 
peritonealne šupljine je značajno manji sedmog dana nakon indukcije kolitisa u pacova tretiranih 
probiotskom bakterijom L. rhamnosus u odnosu na pacove koji nisu tretirani (Grafik 33B): 
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Grafik 33 Uticaj ranog tretmana probiotskom bakterijom L. rhamnosus na fenotipske 
karakteristike ćelija peritonealne šupljine DA pacova, u zdravim pacovima (A) i sedmog dana 
nakon indukcije kolitisa (B). V/V – kontrolna grupa bez tretmana probiotikom, L/V – grupa 
tretirana probiotikom u ranom postnatalnom periodu. * p<0.05, ** p<0.01, u odnosu na V/V. 

4.4.4.3. Uticaj ranog tretmana probiotskom bakterijom L. rhamnosus na produkciju NO, hidrolizu L-arginina, i 
produkciju H2O2 od strane makrofaga peritonealne šupljine stimulsanih in vitro pomoću bakterija fecesa nakon indukcije 
kolitisa 
Tretman probiotskom bakterijom L. rhamnosus nije doveo do promene koncentracije nitrita u 
supernatantima makrofaga peritonealne šupljine ili koncentracije uree nakon hidrolize L-arginina u 
lizatima makrofaga peritonealne šupljine DA pacova izolovanih sedmog dana nakon indukcije kolitisa 
(Grafik 34). Makrofagi pacova koji nisu tretirani probiotskom bakterijom L. rhamnosus su na in vitro 
stimulaciju pomoću E. coli ili Enterococcus spp. odgovorili povećanjem koncentracije nitrita, dok je porast 
koncentracije nitrita indukovan bakterijama fecesa bio značajno manji u makrofaga tretiranih pacova 
(Grafik 34A). U pogledu hidrolize arginina, stimulacija makrofaga peritonealne šupljine netretiranih 
pacova pomoću E. coli nije dovela do značajnog povećanja koncentracije uree, dok je stimulacija 
pomoću Enterococcus spp. dovela do značajnog povećanja detektovane koncentracije uree (Grafik 34B): 
Makrofagi pacova tretiranih probiotskom bakterijom L. rhamnosus nisu reagovale na in vitro stimulaciju 
promenom koncentracije uree dobijene hidrolizom L-arginina (Grafik 34B). 

 

Grafik 34 Uticaj ranog tretmana probiotskom bakterijom L. rhamnosus na koncentraciju nitrita 
(A) i hidrolizu L-arginina u ureu (B) od strane makrofaga peritonealne šupljine DA pacova 
stimulisanih in vitro pomoću bakterija fecesa sedmog dana nakon indukcije kolitisa. V/V – 
kontrolna grupa bez tretmana probiotikom, L/V – grupa tretirana probiotikom u ranom 
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postnatalnom periodu. * p<0.05, *** p<0.001, u odnosu na V/V; # p<0.05, ## p<0.01, ### p<0.001, 
u odnosu na nestimulisane ćelije (RPMI). 

Rani tretman probiotskom bakterijom L. rhamnosus nije doveo do promena koncentracije H2O2 
produkovane od strane makrofaga peritonealne šupljine stimulisanih pomoću PMA. Dodatna in vitro 
stimulacija pomoću E. coli i Enterococcus spp. nije dovela do promene detektovane koncentracije H2O2 
(Grafik 35). 

 

Grafik 35 Uticaj ranog tretmana probiotskom bakterijom L. rhamnosus na koncentraciju H2O2 
produkovanog od strane peritonealnih makrofaga DA pacova stimulisanih pomoću PMA in 
vitro, sedmog dana nakon indukcije kolitisa. V/V – kontrolna grupa bez tretmana 
probiotikom, L/V – grupa tretirana probiotikom u ranom postnatalnom periodu. 

4.4.4.4. Uticaj ranog tretmana probiotskom bakterijom L. rhamnosus na produkciju citokina od strane makrofaga 
peritonealne šupljine stimulisanih pomoću bakterija fecesa nakon indukcije kolitisa 
Sedmog dana nakon indukcije kolitisa, makrofagi peritonealne šupljine DA pacova koji su tretirani 
probiotskom bakterijom L. rhamnosus u ranom postnatalnom periodu nakon in vitro stimulacije pomoću 
E. coli imali su veću koncentraciju TNF u supernatantima, a manju koncentraciju IL-10 u odnosu na 
supernatante makrofaga pacova koji nisu tretirani (Grafik 36A i C). Rani tretman probiotskom 
bakterijom L. rhamnosus ne dovodi do promene koncentracije IL-6 u supernatantima makrofaga 
peritonealne šupljine nakon stimulacije pomoću E. coli, kao ni koncentracija TNF, IL-6 i IL-10 nakon 
stimulacije pomoću Enterococcus spp. (Grafik 36A-C). 

 

Grafik 36 Uticaj ranog tretmana probiotskom bakterijom L. rhamnosus na koncentraciju TNF 
(A), IL-6 (B), i IL-10 (C) u supernatantima makrofaga peritonealne šupljine DA pacova 
izolovanih sedmog dana nakon indukcije kolitisa i stimulisanih pomoću bakterija fecesa 
tokom 24h in vitro. V/V – kontrolna grupa bez tretmana probiotikom, L/V – grupa tretirana 
probiotikom u ranom postnatalnom periodu. * p<0.05, ** p<0.01, u odnosu na V/V. 
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4.4.5. Analize diverziteta mikrobiote fecesa i antitela u serumu specifičnih za bakterije fecesa 

4.4.5.1. Uticaj ranog tretmana probiotskom bakterijom L. rhamnosus na diverzitet bakterija fecesa zdravih DA pacova  
Odrađena je DGGE analiza rDNA amplikona pomoću DNK izolovane iz uzoraka fecesa zdravih DA 
pacova starih mesec dana, i U968-GC-f i L1401-r Bif662-GC-r i Bif164-f i Lab-0159f i Uni-0515GCr 
set prajmera. Rani tretman probiotskom bakterijom L. rhamnosus nije doveo do značajne promene 
homogenosti u DGGE profilu dobijenom univerzalnim ili prajmerima specifičnim za LB u 30-om danu 
života (Grafik 37A i C, levo). 76. dana života, grupa DA pacova tretiranih probiotikom imala je 
značajno veću raznovrsnost, mereno smanjenjem koeficijenta sličnosti unutar grupe u DGGE profilu 
dobijenom univerzalnim prajmerima, ali nije bilo razlike u homogenosti bakterijskog sastava između 
tretirane i netretirane grupe pacova u DGGE profilu dobijenom prajmerima specifičnim za LB (Grafik 
37A i C, desno). Sličnost sastava mikrobiote između tretirane i netretirane grupe je niža u 30. danu u 
odnosu na 76. dan života, nezavisno od prajmera koji je korišćen (Grafik 37B i D). 

 

 

Grafik 37 Uticaj ranog tretmana probiotskom bakterijom L. rhamnosus na raznovrsnost 
bakterijskih populacija iz uzoraka fecesa DA pacova sakupljenih 30. i 76. dana života, izraženu 
Dice-ovim koeficijentom. Homogenost grupa procenjena upoređivanjem pojedinačnih DGGE 
profila dobijenih pomoću univerzalnih prajmera (A) i prajmera specifičnih za Lactobacillus 
(LB) (C) unutar grupa. Poređenje grupa urađeno poređenjem DGGE profila dobijenih pomoću 
univerzalnih prajmera (B) ili prajmera specifičnih za LB (D) uzoraka L/V grupe sa profilom 
V/V grupe (L/V:V/V). ** p<0.01, *** p<0.001. 
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Pacovi DA soja koji su rano tretirani probiotskom bakterijom L. rhamnosus su 30.dana života imali veću 
raznovrsnost bakterija vrsta Bifidobacterium u fecesu , u odnosu na pacove koji nisu tretirani probiotikom 
(Grafik 38). U uzorcima fecesa prikupljenim 76.dana života DGGE profili pokazuju apsolutnu 
homogenost u svim uzorcima, nezavisno od tretmana probiotikom ili jedinke (podaci nisu prikazani). 

 

Grafik 38 Uticaj ranog tretmana probiotskom bakterijom L. rhamnosus na raznovrsnost 
bakterijskih populacija iz uzoraka fecesa DA pacova sakupljenih 30. dana života, izraženu 
Dice-ovim koeficijentom. Homogenost grupa procenjena upoređivanjem pojedinačnih DGGE 
profila dobijenih pomoću prajmera specifičnih za Bifidobacterium. V/V – kontrolna grupa bez 
tretmana probiotikom, L/V – grupa tretirana probiotikom u ranom postnatalnom periodu. ** 

p<0.01. 

4.4.5.2. Uticaj ranog tretmana probiotskom bakterijom L. rhamnosus na translokaciju bakterija van kolona nakon 
indukcije kolitisa 
Iz macerata tkiva slezine i mezenteričnih limfnih čvorova zdravih DA pacova nije bilo moguće razviti 
kulturu bakterija, dok su komensalne bakterije E. coli i Enterococcus spp. bile detektovane u kulturama 
tkiva izolovanih iz pacova sedmog dana nakon indukcije kolitisa. Iako je nakon indukcije kolitisa 
utvrđeno manje prisustvo komensalnih bakterija u tkivu životinja tretiranih probiotskom bakterijom L. 
rhamnosus u ranom postnatalnom periodu (L/V), rani tretman nije u potpunosti sprečio translokaciju 
komensalnih bakterija iz kolona (Tabela 5). 

Tabela 5. Efekat ranog postnatalnog oralnog tretmana probiotskom bakterijom L. rhamnosus 
na translokaciju predstavnika bakterija crevne flore kolona DA pacova pre indukcije kolitisa i 
sedmog dana nakon indukovanog kolitisa (+ svi analizirani uzorci imaju vijabilne bakterije, 
+/- deo uzoraka ima vijabilne bakterije; - nijedan uzorak nema vijabilne bakterije); V/V – 
kontrolna grupa bez tretmana probiotikom, L/V – grupa tretirana probiotikom u ranom 
postnatalnom periodu. 

Probiotski tretman Indukcija kolitisa Tkivo E. coli Enterococcus 
spp. 

V/V - Mezenterični limfni 
čvorovi 

- - 

Slezina - - 

V/V + Mezenterični limfni 
čvorovi 

+ + 

Slezina + - 

L/V + Mezenterični limfni +/- +/- 
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čvorovi 

Slezina +/- +/- 

4.4.5.3. Uticaj ranog tretmana probiotikom L. rhamnosus na nivo antitela u serumu specifičnih za komensalni izolat 
E. coli nakon indukcije kolitisa 
Rani tretman DA pacova probiotskom bakterijom L. rhamnosus nije pokazao značajan uticaj na nivo 
antitela specifičnih za E. coli klase IgA, IgG1, IgG2a, ili IgG2b sedmog dana nakon indukcije kolitisa 
(Grafik 39). 

 

Grafik 39 Uticaj ranog tretmana DA pacova probiotskom bakterijom L. rhamnosus na nivo 
antitela specifičnih za E. coli klase IgA, IgG1, IgG2a, i IgG2b u serumu, sedmog dana nakon 
indukcije kolitisa. V/V – kontrolna grupa bez tretmana probiotikom, L/V – grupa tretirana 
probiotikom u ranom postnatalnom periodu. 
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5. DISKUSIJA 

5.1. Sojne razlike u indukciji peritonitisa umrtvljenim bakterijama fecesa 
Kako bi se ispitale promene u fenotipu i aktivnosti makrofaga peritonealne šupljine dva soja pacova 
tokom razvoja inflamatornog odgovora koji je indukovan direktnim delovanjem bakterija crevne 
mikrobiote, pacovi AO i DA soja su podvrgnuti i.p. tretmanu formalinom-umrtvljenim autologim 
bakterijama fecesa E. coli ili Enterococcus spp., a ćelije peritonealne šupljine su izolovane i ispitane dva 
dana nakon toga. Tokom dva dana nakon i.p. primene bakterija, životinje su izgledale zdravo, bile 
budne, imale glatko krzno i odgovarale na stimuluse iz sredine, čime je dodatno potvrđeno da bakterije 
fecesa tretirane formalinom nisu bile vijabilne, odnosno sposobne da nakon i.p. primene dovedu do 
bakterijske infekcije koja bi uslovila razvoj sepse. U prilog tome govori i odsustvo promena telesne 
mase i mase slezina tokom razvoja bakterijskog peritonitisa. 

U AO pacovima, broj ukupnih ćelija izolovanih iz peritonealne šupljine je bio povišen samo nakon i.p. 
primene E. coli, dok u DA pacovima nije bilo nikakvih promena u broju ukupnih ćelija peritonealne 
šupljine nakon i.p. tretmana bakterijama fecesa, nezavisno od soja bakterija. Prvi odgovor na 
inflamatorne stimuluse unutar seroznih šupljina jeste ’’reakcija nestajanja makrofaga’’ (engl. Macrophage 
Disappearance Reaction, MDR) (129). Reakcija rezidentnih makrofaga na inflamatorni stimulus u 
peritonealnoj šupljini je povećanje ekspresije adhezivnih molekula i molekula uključenih u kaskadu 
reakcije koagulacije, te na ovaj način makrofagi ostaju u ugrušcima fibrina u omentumu ili odlaze u 
limfotok čime postaju praktično nedostupne za izolaciju lavažom (130,131). Influks neutrofila kroz 
venule sa visokim endotelom omentuma počinje u prvih sat vremena od i.p. primene bakterija, a 
neutrofili fagocituju bakterije i brzo podležu apoptozi, tako da ih do dvadeset četiri časa nakon 
indukcije inflamacije praktično više nema u peritonealnoj šupljini (132,133). U prvih nekoliko sati 
nakon indukcije, paralelno sa neutrofilima počinje i influks monocita, koji traje barem nekoliko dana. 
Rezidentni makrofagi peritonealne šupljine su izvor hemoatraktanta specifičnog za monocite, CCL2, 
koga oslobađaju u akutnoj inflamaciji nakon fagocitoze bakterija (134,135). 

Monociti i makrofagi na površini plazma membrane eksprimiraju β2-integrin CD11b, kao i antigen za 
koga se spekuliše da je ekvivalent mišijem Ly6C antigenu monocita, makrofaga, i neutrofila, koji vezuje 
antitelo HIS48 (170). Odnos nivoa ekspresije CD11b i HIS48 molekula na površini plazma membrane 
ćelije, kao i njena veličina, ukazuju na to da li je ćelija monocit (veći stepen ekspresije HIS48 antigena, 
srednji stepen ekspresije CD11b) ili makrofag (manji stepen ekspresije HIS48, veći stepen ekspresije 
CD11b) (26,136–138). Smanjenje udela rezidentne CD11bHiHIS48Low populacije makrofaga 
peritonealne šupljine, zajedno sa povećanjem udela CD11bIntHIS48Hi monocita ukazuje na klasični 
korak inflamatornog odgovora u tkivu - influks inflamatornih monocita koji postaju brojčano 
dominantni u odnosu na rezidentne zrele makrofage u DA pacovima. U AO pacovima, samo i.p. 
primena E. coli, a u DA pacovima i.p. primena E. coli i Enterococcus spp., povećavaju procenat 
CD11bIntHIS48Hi monocita u peritonealnoj šupljini nakon dva dana od primene.  

U DA pacovima, i.p. primena E. coli i Enterococcus spp. dovodi do smanjenja udela rezidentnih 
CD11bHiHIS48Low makrofaga u peritonealnoj šupljini, i povećanja udela CD11bIntHIS48Hi monocita, 
dok se ove promene u sastavu ćelija peritonealne šupljine u AO pacovima dešavaju samo nakon i.p. 
primene E. coli što ukazuje na to da do razvoja peritonealne inflamacije u DA pacovima dolazi i nakon 
i.p. primene Gram-pozitivne bakterije Enterococcus spp.  

Molekul CD163 je receptor za kompleks hemoglobin-haptoglobin, poznat kao marker zrelih makrofaga 
(139). CD163 molekul je eksprimiran na svim tkivnim makrofagama i šablon njegove ekspresije u 
pacovima se dobrim delom poklapa sa ekspresijom u ljudima (139). S obzirom na to da in vitro 
stimulacija pomoću IL-4 povećava nivo ekspresije ovog površinskog receptora, CD163 se često smatra 
markerom polarizacije makrofaga ka M2 fenotipu (139). S druge strane, ligacija ovog receptora 
monoklonskim antitelom indukuje jak proinflamatorni odgovor u vidu sekrecije citokina (IL-1, TNF, i 
IL-6), kao i medijatora inflamacije (NO), i to sličnim intenzitetom kao stimulacija LPS, što ukazuje na 
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ulogu ovog receptora u proinflamatornom odgovoru karakterističnom za makrofage polarizovane ka 
M1fenotipu (139).  

Veća zastupljenost zrelih CD163+ makrofaga među ukupnim ćelijama peritonealne šupljine u 
kontrolnim AO pacovima u odnosu na DA pacove ukazuje na izraženiju polarizaciju ka 
proinflamatornom fenotipu u peritonealnoj šupljini DA pacova tokom homeostaze. Podatak da samo 
i.p. primena E. coli u AO pacovima dovodi do smanjenja zastupljenosti CD163+TLR4+CD86+ 
makrofaga među ukupnim ćelijama peritonealne šupljine, dok u DA pacovima i E. coli i Enterococcus spp. 
dovode do smanjenja zastupljenosti CD163+CD86+ i CD163+TLR4+CD86+ makrofaga, dodatno 
ukazuje na intenzivniju aktivaciju ćelija peritonealne šupljine pacova DA soja bakterijskim antigenima. 
CD86 (B7-2 molekul) je transmembranski receptor imunoglobulinske familije, eksprimiran na površini 
APĆ-a (140). Iako je uloga kostimulatornog CD86 molekula prevashodno vezana za aktivaciju T 
ćelijskog odgovora vezivanjem za CD28 na površini naivnih T limfocita (141,142), ekspresija CD86 se 
podstiče i ushodno reguliše stimulacijom pomoću LPS ili IFN-γ (143), pa i ekspresija CD86 ukazuje na 
stepen aktivacije monocita i makrofaga nakon indukcije inflamacije. 

Makrofagi peritonealne šupljine DA pacova su sposobni da produkuju veće koncentracije NO u 
homeostazi u odnosu na AO soj. Značajnije povećanje koncentracije NO je takođe detektovano u 
makrofagima DA pacova drugog dana nakon i.p. primene E. coli ili Enterococcus spp. Ovi rezultati 
ukazuju na snažniji in vivo odgovor u DA pacovima, u kojima su makrofagi peritonealne šupljine 
intenzivnije polarizovani u pravcu M1 fenotipa. 

Signali za aktivaciju makrofaga mogu biti poreklom iz komensalne mikrobiote – TLR4-zavisna 
translokacija bakterija iz creva se odvija na nižem nivou tokom homeostaze (144), dok inflamatorno 
okruženje značajno povećava prelazak komensalnih bakterija kroz epitelni sloj creva (145). S obzirom 
da je ekspresija iNOS u makrofagima povećana najmanje sedam dana nakon bakterijske stimulacije ili 
stimulacije pomoću IFN-γ (146) može se pretpostaviti da je intenzivnija produkcija NO od strane 
makrofaga peritonealne šupljine DA pacova u odnosu na makrofage peritonealne šupljine AO pacova 
verovatno rezultat ili povećane propustljivosti crevnog epitela DA pacova i češćeg kontakta ćelija 
peritoneuma sa bakterijama komensalne flore creva, ili intenzivnije aktivacije peritonealnih ćelija pacova 
ovog soja pri susretu sa bakterijama creva. 

S druge strane, funkcionalna polarizacija rezidentnih makrofaga i monocita ka inflamatornom M1 
fenotipu predstavlja jednu od bitnih karakteristika autoimunskih bolesti kao što su reumatoidni artritis 
(147) i multipla skleroza (148). Iako NO posreduje u imunskom odgovoru direktnom inhibicijom 
patogenih mikroorganizama ili indukcijom oksidativnih oštećenja svojim metabolitima (npr. 
peroksinitrit) (149), NO može da doprinese i oštećenju tkiva u hroničnoj inflamaciji. Povećana 
produkcija NO iz arginina nakon indukcije iNOS, markera M1 polarizacije makrofaga, dovodi do veće 
stope nekroze ćelija i erozije koštanog tkiva u reumatoidnom artritisu (150), kao i disrupcije krvno-
moždane barijere, oštećenja oligodendrocita, i demijelinizacije aksona u multiploj sklerozi (151). 
Alternativni put metabolizma arginina preko enzima arginaze, koja se smatra markerom M2 polarizacije 
makrofaga, promoviše sintezu kolagena i reparaciju tkiva (152). Intravensko ubrizgavanje monocita 
aktiviranih ex vivo M2 citokinima (IL-10 i IL-13) u modelu EAE dovodi do razvoja blažih kliničkih 
znaka nakon indukcije EAE, kao i imunomodulatorne aktivnosti u lezijama (148). S druge strane, 
relativno nizak nivo oslobađanja NO i uree u makrofagima kontrolnih pacova, slabija aktivacija nakon 
i.p. primene E. coli, i izostanak promena u produkciji NO i uree od strane makrofaga peritonealne 
šupljine AO pacova nakon i.p. primene Enterococcus spp. mogu ukazati na efikasniju aktivaciju 
inflamatornih ćelija koja omogućava adekvatno uklanjanje unetih bakterija (153,154), ali i na odlaganje 
početka inflamacije do dva dana nakon infekcije (155,156). Očuvan odnos inflamatornih i protektivnih 
medijatora je predložen kao faktor koji doprinosi dužem zdravom životu u odnosu na DA pacove 
(116,157).  

Peroksidazna aktivnost makrofaga peritonealne šupljine AO pacova je bila manja nakon i.p. primene E. 
coli i Enterococcus spp, dok je u DA pacovima samo i.p. primena Enterococcus spp. smanjila peroksidaznu 
aktivnost makrofaga. U AO pacovima i.p. primena Enterococcus spp. nije uticala na udeo 
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CD11bHiHIS48Int makrofaga i CD11bIntHIS48Hi monocita među ukupnim ćelijama peritonealne 
šupljine, ili produkciju NO i koncentraciju uree u makrofagima peritonealne šupljine, što može da 
ukaže da umrtvljena bakterija Enterococcus spp. ne aktivira ćelije peritonealne šupljine AO pacova. 
Detektovana veća peroksidazna aktivnost makrofaga peritonealne šupljine DA pacova može da bude 
posledica nešto sporijeg uklanjanja apoptotičnih neutrofila nakon fagocitoze bakterija. Naime, ukupna 
peroksidazna aktivnost koja se određuje oskidacijom OPD može da bude rezultat i peroksidazne 
aktivnosti granula apoptotičnih neutrofila unutar fagozoma makrofaga (158).  

U AO pacovima, i.p. primena E. coli, smanjuje udeo CD11bHiHIS48Low i CD163+ rezidentnih makrofaga 
peritonealne šupljine, a povećava udeo CD11bIntHIS48Hi monocita u peritonealnoj šupljini, dok u DA 
pacovima i.p. primena E. coli i Enterococcus spp. dovode do sličnog efekta. Imajući u vidu promene u 
sastavu ćelija peritonealne šupljine, bila bi očekivana dominantna sekrecija proinflamatornih citokina, 
dok je u eksperimentima prikazanim u ovoj disertaciji primećeno da su makrofagi peritonealne šupljine 
izolovani iz AO pacova nakon i.p. primene E. coli i Enterococcus spp. produkovali znatno manje TNF i 
IL-10, ali više TGF-β u odnosu na makrofage peritonealne šupljine kontrolnih pacova, dok je u DA 
pacovima i.p. primena E. coli smanjila sekreciju i TNF i TGF-β u odnosu na makrofage kontrolnih 
pacova, a i.p. primena Enterococcus spp. nije dovela do promena u sekreciji ovih citokina. Međutim, i.p. 
primena i E. coli i Enterococcus spp. dovela јe do porasta produkcije IL-10 u makrofagima DA pacova. 
Kako je nivo sekrecije citokina određivan u adherentnim ćelijama peritonealne šupljine, odnosno 
dominantno makrofagima koji imaju najizraženiji afinitet za plastiku (159), rezultati sugerišu da su 
makrofagi prisutni drugog dana u peritonealnoj šupljini funkcionalno izmenjeni u pravcu smanjenja 
sekrecije TNF (AO i DA) i povećanja sekrecije TGF-β (AO), odnosno IL-10 (DA). Kako efikasno 
uklanjanje apoptotičnih neutrofila od strane makrofaga dovodi i do povećane produkcije IL-10 i TGF-β 
(160), moguće je da je ovaj mehanizam doveo do smanjenja produkcije TNF. Značajno veća 
sposobnost produkcije IL-10, koja je prethodno pokazana u imunskim ćelijama koje se infiltriraju u 
centralni nervni sistem, ćelijama cervikalnih limfnih čvorova, i u ćelijama peritonealne šupljine DA 
pacova u odnosu na AO pacove (116,161,162), je faktor koji doprinosi podložnosti DA pacova infekciji 
sa Trichinella spiralis i oporavku od EAE, a IL-10 je predložen kao karakterističan citokin koga ćelije 
pacova ovog soja produkuju u odgovoru na inflamaciju (163). S druge strane, ćelije AO pacova u 
značajno većoj meri produkuju TGF-β, kako bazalno, tako i nakon imunizacije (161). Makrofagi 
monocitnog porekla nakon fagocitoze apoptotskih ćelija produkuju i TGF-β (164), a povećana 
produkcija TGF-β tokom akutnog peritonitisa indukovanog i.p. primenom E. coli ublažava inflamaciju i 
dovodi do efikasnije rezolucije inflamacije (165). TGF-β je ključan stimulator akumulacije kolagena u 
okolnim fibroblastima koji doprinose rezoluciji inflamacije (166), a kako se ekspresija TGF-β postepeno 
povećava u danima nakon inicijacije regrutovanja inflamatornih ćelija (167), viša sekrecija ovog citokina 
nakon i.p. primene bakterija AO pacovima može da ukaže da je inflamacija okončana ranije u njima, i 
da je veći stepen fagocitoze apoptotskih ćelija detektovan neposredno pred izolaciju ćelija. U prvih 
nekoliko sati nakon indukcije, paralelno sa neutrofilima počinje i influks monocita, koji traje barem 
nekoliko dana. Pošto CD163 molekul može da posreduje u fagocitozi bakterija (168), prisustvo većeg 
broja zrelih rezidentnih CD163+ u AO pacovima predstavlja obilniji izvor CCL2 u slučaju inflamacije 
koje privlače veći broj monocita (169), a time, moguće, i izvor sekrecije TGF-β. 

Povećanje produkcije IL-10 i TGF-β takođe doprinosi smanjenju ekspresije TLR4 i CD86 (170), što 
može da doprinese smanjenju sekrecije proinflamatornih citokina. Međutim, nivoi IL-10 i TGF-β u 
kulturi ćelija pacova oba soja su bili značajno ispod nanogramskih koncentracija neophodnih za 
supresivno delovanje u fiziološkim uslovima (171–173), stoga, nakon i.p. primene bakterija fecesa, ne 
možemo pouzdano zaključiti koliki je stepen doprinosa povećane sekrecije IL-10 ili TGF-β, smanjenju 
sekrecije TNF. 

Pokazano je da stimulacija makrofaga TNF povećava ekspresiju mRNA za iNOS (174), a NO, produkt 
iNOS, učestvuje u efikasnom uklanjanju fagocitovanih bakterija. Međutim, pokazano je i da je stepen 
korelacije između fagocitoze bakterija i povećanja produkcije NO definisan genetskim karakteristikama 
domaćina (175) a naši nalazi pokazuju da je porast sekrecije supresivnog TGF-β nakon fagocitoze u AO 
pacovima u boljoj korelaciji sa relativno malim porastom produkcije NO nakon i.p. primene E. coli, 
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odnosno odsustva povećanja produkcije NO nakon i.p. primene Enteroccosus spp., dok porast 
koncentracije supresivnog IL-10 u supernatantima makrofaga peritonealne šupljine DA pacova ne 
korelira sa povećanjem produkcije NO od strane makrofaga peritonealne šupljine. 

5.2. Sojne razlike u imunomodulaciji makrofaga peritonealne šupljine AO i DA pacova nakon 

i.p. primene L. rhamnosus  

Kako bi se ispitala direktna modulatorna svojstva probiotske bakterije L. rhamnosus, ćelije peritonealne 
šupljine su izolovane iz AO i DA pacova drugog i sedmog dana nakon i.p. primene L. rhamnosus. 
Praćene su promene fenotipa ćelija peritonealne šupljine i njihov odgovor na stimulaciju predstavnicima 
mikrobiote in vitro. 

Rezultati su pokazali da su i inflamatorna reakcija ćelija peritonealne šupljine indukovana živom 
bakterijom L. rhamnosus, i sposobnost L. rhamnosus da utiče na odgovor ovih ćelija na stimulaciju 
predstavnicima mikrobiote in vitro sojno zavisne. Nakon i.p. primene L. rhamnosus došlo je do povećanja 
prinosa ukupnih ćelija peritonealne šupljine izolovanih drugog dana nakon primene u pacovima oba 
soja, sa karakterističnim smanjenjem udela rezidentnih CD163+ makrofaga među ukupnim ćelijama 
peritonealne šupljine. Influks inflamatornih HIS48HiCD43+ monocita i porast udela inflamatornih 
CD163-MHCIILow makrofaga među ukupnim ćelijama peritonealne šupljine u pacovima oba soja drugog 
dana nakon i.p. primene L. rhamnosus potvrđuje da ova probiotska bakterija indukuje razvoj inflamacije 
u peritonealnoj šupljini (176). Kako je Ki67 indikator proliferativnog potencijala makrofaga, posebno 
G1 faze proliferacije (177), smanjen udeo CD68+Ki67+ makrofaga među ukupnim ćelijama peritonealne 
šupljine izolovanih drugog dana u odnosu na ćelije kontrolnih pacova oba soja ukazuje na to da je i mali 
udeo proliferišućih rezidentnih makrofaga, kojih drugog dana nakon i.p. primene ima u peritonealnoj 
šupljini značajno manje u odnosu na peritonealnu šupljinu kontrolne grupe, dovoljan da doprinese 
obnavljanju ćelijskog miljea peritonealne šupljine i povećanju broja rezidentnih makrofaga u danima 
nakon MDR (178). Veći kapacitet proliferacije makrofaga peritonealne šupljine u AO pacovima u 
odnosu na makrofage DA pacova, kako nakon i.p. primene PBS tako i nakon i.p. primene L. rhamnosus, 
ukazuje na značajniji doprinos proliferacije rezidentnih makrofaga obnavljanju ćelijskog miljea 
peritonealne šupljine nakon inflamacije u ovom soju pacova. Nasuprot tome, u DA pacovima je drugog 
dana nakon i.p. primene detektovano značajno povećanje zastupljenosti inflamatornih CD163-MHCIIHi 
makrofaga među ukupnim ćelijama peritonealne šupljine, što potvrđuje da je balans proliferativne 
ekspanzije rezidentnih makrofaga u odnosu na influks monocita tokom infekcije različit između 
različitih sojeva laboratorijskih pacova (179). Takođe može se pretpostaviti i da značajnija sposobnost 
proliferacije rezidentnih makrofaga peritonealne šupljine doprinosi većoj zastupljenosti rezidentnih 
CD163+ makrofaga među ukupnim ćelijama peritonealne šupljine AO pacova u odnosu na ćelije 
peritonealne šupljine DA pacove, kako u homeostazi, tako i tokom inflamacije. 

S druge strane, veći udeo rezidentnih CD163+ makrofaga među ukupnim ćelijama peritonealne šupljine 
AO pacova, nasuprot većoj proporciji nerezidentnih makrofaga u homeostazi i tokom inflamacije u DA 
pacovima, a posebno onih koji eksprimiraju MHCII molekul, ukazuje na sojno-specifično delovanje 
faktora mikrosredine peritonealne šupljine. Naime, ekspresija CD163 molekula ukazuje na makrofage sa 
imunomodulatornim i remodelirajućim M2 profilom (180), a ekspresija CD163 molekula se stimuliše 
delovanjem Th2 i anti-inflamatornih citokina IL-4/IL-13 i IL-10 (181), dok influks HIS48HiCD43+ 
monocita i prisustvo nerezidentnih CD163-MHCIILow ćelija ukazuje na hemokinske signale (CCL2) u 
peritonealnoj šupljini koji regrutuju monocite i posreduju u njihovoj diferencijaciji do inflamatornih 
MHCII+ makrofaga. U skladu sa podacima koji pokazuju da se tokom inflamacije smanjuje 
zastupljenost rezidentnih CD163+ makrofaga u pulu MHCII+ ćelija peritonealne šupljine (182), rezultati 
predstavljeni u ovoj disertaciji ukazuju na to da je udeo CD163+ makrofaga peritonealne šupljine u 
okviru onih koje eksprimiraju MHCII molekule smanjen drugog dana nakon i.p. primene L. rhamnosus, 
dok se sedmog dana uspostavlja udeo ovih ćelija sličan onome u kontrolnim pacovima u oba soja. 

Produkcija citotoksičnih molekula i citokina makrofaga peritonealne šupljine se razlikovala između 
sojeva pacova i bila je sojno-specifično modulisana i.p. primenom L. rhamnosus. Iako je visoka 
produkcija TNF od strane makrofaga peritonealne šupljine DA pacova prethodno asocirana sa 
njihovom podložnošću indukovanim autoimunskim bolestima (183), u eksperimentima predstavljenim 
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u ovoj disertaciji makrofagi peritonealne šupljine kontrolnih AO pacova su produkovali više nivoe TNF 
u odnosu na makrofage peritonealne šupljine DA pacova. Jedno objašnjenje za ovu diskrepancu može 
da bude da je produkcija proinflamatornog TNF rezultat kompenzacije relativno visoke produkcije 
profibrotskog i antiinflamatornog TGF-β karakteristične za AO pacove (161). TNF u prisustvu TGF-β 
može da indukuje diferencijaciju perifernih Foxp3+ T regulatornih limfocita, čiji supresivni fenotip 
usporava formiranje autoimunskih klonova Th1 i Th17 limfocita (184). Makrofagi peritonealne šupljine 
AO pacova takođe produkuju veće koncentracije H2O2 u odnosu na makrofage peritonealne šupljine 
DA pacova, što kreira oksidativno okruženje u blizini imunološke sinapse, koje je manje povoljno za 
razvoj autoreaktivnih T ćelija (185), što je još jedan od mehanizama koji može da doprinese relativnoj 
otpornosti AO pacova prema indukciji autoimunskih bolesti.  

Značajno veća sposobnost produkcije IL-10 koja je prethodno pokazana u imunskim ćelijama koje 
infiltriraju tkivo centralnog nervnog sistema, ćelijama cervikalnih limfnih čvorova, i u ćelijama 
peritonealne šupljine DA pacova u odnosu na imunske ćelije AO pacova (116,161,162), je faktor koji 
doprinosi podložnosti DA pacova infekciji sa Trichinella spiralis, ali i oporavku od EAE. IL-10 sprečava 
regrutovanje monocita iz krvi u peritonealnu šupljinu, ali nema efekta na regrutovanje MHCIIHi 
DĆ/makrofaga tokom inflamacije (186), što može da objasni diskretan porast u zastupljenosti CD163-

MHCIILow monocita i dramatičan rast u zastupljenosti CD163-MHCIIHi inflamatornih makrofaga/DĆ 
među ukupnim ćelijama peritonealne šupljine drugog dana nakon i.p. primene L. rhamnosus u DA 
pacovima. S druge strane, DĆ osim velike aktivnosti superoksid dismutaze, enzima koji neutrališe 
superoksidne radikale iz aktiviranih monocita i makrofaga, takođe značajno eksprimiraju i enzim 
peroksiredoksin koji je uključen u efikasno otklanjanje H2O2 (187). Iako su laktobacili među 
najpotentnijim induktorima ROS i in vitro i in vivo (188), promene u sastavu ćelija peritonealne šupljine 
DA pacova drugog dana nakon i.p. primene L. rhamnosus, odnosno značajan influks ćelija koje su 
morfološki i fenotipski (MHCIIHi) slične DĆ, verovatno doprinosi ukupnom smanjenju produkcije 
H2O2 od strane makrofaga peritonealne šupljine DA pacova.  

Iako je broj ukupnih ćelija peritonealne šupljine , kao i udeo CD163+ makrofaga među ukupnim 
ćelijama peritonealne šupljine, sedmog dana nakon i.p. primene L. rhamnosus bio sličan kao u 
peritonealnoj šupljini kontrolnih pacova, ćelije su bile funkcionalno različite u odnosu na one iz 
kontrolnih pacova. U funkcionalnom smislu su bile slične makrofagima peritonealne šupljine 
izolovanim drugog dana nakon i.p. primene L. rhamnosus, s obzirom da su zadržale povećanu produkciju 
NO (DA) i H2O2 (AO), ali su makrofagi AO pacova produkovali manje TNF, a makrofagi DA pacova 
više H2O2 u odnosu na makrofage izolovane drugog dana. Makrofagi peritonealne šupljine pacova oba 
soja izolovani sedmog dana nakon i.p. primene L. rhamnosus imali su nižu aktivnost arginaze 
detektovanu preko koncentracije uree u odnosu na makrofage peritonealne šupljine kontrolnih pacova. 
Hidroliza L-arginina u ureu i L-ornitin ograničava dostupnost arginina za produkciju antiproliferativnog 
i citotoksičnog NO, molekula koji sintetiše iNOS tokom inflamacije (189). Povećanje aktivnosti 
arginaze ćelija domaćina je jedan od mehanizama kojima bakterije i paraziti omogućavaju sopstveno 
preživljavanje, zaobilazeći ubijanje posredovano dejstvom NO molekula (190). Smanjenje aktivnosti 
arginaze favorizuje produkciju NO molekula od strane makrofaga peritonealne šupljine DA pacova, što 
uz povećanje sekrecije H2O2 od strane makrofaga peritonealne šupljine AO pacova, ukazuje na 
favorizovan antibakterijski potencijal ćelija pacova oba soja izolovanih sedmog dana nakon i.p. primene 
L. rhamnosus.  

Iako sastav peritonealnih ćelija sedam dana nakon i.p. primene probiotske bakterije ukazuje na 
terminaciju inflamatornog odgovora i obnavljanje homeostaze peritonealne šupljine u pacovima oba 
soja mereno zastupljenošću CD163+ makrofaga među ukupnim ćelijama peritonealne šupljine, koji su u 
peritonealnoj šupljini pacova AO soja bili zastupljeni u većem procentu nego u peritonealnoj šupljini 
kontrolnih pacova, i zastupljenošću CD163-MHCIILow inflamatornih i CD163-MHCIIHi makrofaga/DĆ 
koje su u DA pacovima bile procentualno slične onima u peritonealnoj šupljini kontrolnih pacova, 
poreklo ovih ćelija, odnosno njihova sposobnost adhezije za omentum, migracije ka limfotoku, ili 
influksa iz cirkulacije, kao i proliferacije nakon MDR, i stimulacije medijatorima mikrosredine 
peritonealne šupljine, ih čini bitno različitim u odnosu na ćelije pre inflamacije. U tom smislu se 
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rezultati koji pokazuju da se efekti konzumacije probiotika mogu replikovati jednim i.p. tretmanom 
(191) moraju interpretirati pažljivo, jer tok događaja nakon i.p. primene uključuje promene i u sastavu 
peritonealnih ćelija i u njihovoj aktivnosti, koje se menjaju vremenom. Pored brojnih podataka koji 
pokazuju da varijabilnost u efektima suplementacije probioticima može da bude posledica individualnih 
razlika u kolonizaciji creva nakon tretmana probiotskim bakterijama (192), rezultati izloženi u ovoj 
disertaciji ukazuju na to da bi varijabilnost u efektima probiotika mogla da bude posledica i genetski 
determinisanih razlika u aktivnosti ćelija urođene imunosti domaćina (193,194). 

U poslednjoj fazi eksperimenta, adherentni makrofagi peritonealne šupljine (195) izolovani iz 
kontrolnih pacova ili drugog i sedmog dana nakon i.p. primene L. rhamnosus, stimulisani su in vitro 
umrtvljenim autologim bakterija fecesa. Ključne komponente ćelijskog zida Gram negativnih i Gram 
pozitivnih bakterija, LPS i LTA (engl. Lipoteichoic Acid), mogu da indukuju oksidativni stres i 
produkciju NO (196,197), a LPS, ali ne i LTA, stimuliše i aktivnost arginaze (198,199). In vitro 
stimulacija pomoću E. coli povećava produkciju NO ali suprimira (u makrofagima AO pacova), ili ne 
utiče (u makrofagima DA pacova), na hidrolizu arginina u ureu, iako stimulacija pomoću komercijalno 
dostupnog LPS (E. coli O111:B4) uglavnom dovodi do povećanja koncentracija NO i uree. Ovo 
ukazuje na to da dodatne komponente bakterijskog zida E. coli koje su prisutne pored LPS mogu biti 
uključene u modulaciju aktivnosti makrofaga (200). Takođe, pokazano je i da efekat LPS koji nije vezan 
za ćeliju može da bude drugačiji od efekta LPS koji je vezan za ćelijski zid bakterije (201). Dok u AO 
pacovima i.p. primena L. rhamnosus dovodi do prevencije porasta NO i H2O2 indukovanog in vitro 
stimulacijom pomoću E. coli i Enterococcus spp., u DA pacovima i.p. primena L. rhamnosus dodatno 
povećava bakterijama stimulisanu produkciju NO drugog dana, a sedmog dana potencira i povećanje 
aktivnosti arginaze indukovano stimulacijom pomoću LPS. Prethodno je pokazano da inkubacija 
epitelnih ćelija sa L. rhamnosus smanjuje ekspresiju gena za medijatore koji su uključeni u inflamaciju 
indukovanu bakterijom E. coli (202). Takođe je pokazano da mehanizam modulatornog delovanja 
probiotika uključuje modulaciju ne samo prijemčivosti ćelija imunskog sistema za određeni patogen, već 
i puteva transdukcije signala nakon kontakta sa patogenom (203). 

U modelima inflamacije i indukcije tumora je pokazano je da su laktobacili potentni imunomodulatori, 
kako in vivo tako i in vitro (204). S obzirom na to da razlike u sastavu mikrobiote creva laboratorijskih 
životinja utiču na razlike u progresiji tumora (205), jasan je značaj genetski determinisanih karakteristika 
ćelija domaćina za konačan ishod stimulacije probioticima. 

Naši rezultati ukazuju na to da i.p. primena L. rhamnosus ima veći potencijal u AO pacovima da spreči 
funkcionalne promene koje su indukovane in vitro stimulacijom makrofaga peritonealne šupljine 
umrtvljenim bakterijama fecesa. Budući da su genetski determinisane karakteristike imunskih ćelija 
odlučujuće za obrasce aktivacije tokom inflamacije indukovane in vitro stimulacijom E. coli (175), može 
se pretpostaviti i da je krajnji ishod imunomodulacije bakterijom L. rhamnosus rezultat interakcije barem 
dva događaja koja su definisana sojem životinje. S jedne strane bi bila genetski determinisana aktivnost 
ćelija domaćina, a s druge strane kaskada događaja koju pokreće susret ćelija peritonealne šupljine sa L. 
rhamnosus. 

5.3. Sojne razlike između AO i DA pacova u razvoju kolitisa indukovanog rastvorom TNBS 
TNBS je nitroarilna oksidujuća kiselina, koja se već više decenija koristi u modelu indukcije kolitisa 
eksperimentalnim životinjama. Rastvor TNBS se intrarektalno primenjuje u razblaženom etanolu koji 
dovodi do povećanja propustljivosti mukozne barijere creva, dok sam TNBS dovodi do haptenizacije 
proteina poreklom iz tkiva i mikrobiote (49). Jedan od glavnih mehanizama razvoja kolitisa nakon 
intrarektalne primene TNBS jeste sinteza antitela klase IgG i IgM specifičnih za TNP (engl. 
Trinitrophenyl)-modifikovani protein (206). Korišćenje različitih koncentracija etanola dovodi i do 
razlika u intenzitetu inflamacije kolona indukovane intrarektalnom primenom TNBS (56), dok je i 
primena samog 50% rastvora etanola dovoljno da indukuje inflamaciju (46), kao što je pokazano i u 
eksperimentima u ovoj disertaciji. Za razvoj kolitisa je neophodno prisustvo glavnog induktora Th1 

odgovora, IL-12, dok je efektorski Th1 citokin, IFN-γ, manje bitan za razvoj kliničkih znaka (207). 

Oralni put unošenja TNBS indukuje toleranciju, što u potpunosti onemogućava indukciju kolitisa 
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intrarektalnom primenom TNBS, što je dokaz uključenosti imunske komponente u razvoj kolitisa u 
ovom modelu (206). 

Iako postoje neke nesuglasice u literaturi oko optimalne doze TNBS koja je neophodna za 
reproducibilnu indukciju kolitisa (49,208), u ovim eksperimentima su i doza od 10 i doza od 40 mg/kg 
bile dovoljne da indukuju reproducibilnu akutnu inflamaciju, a i sam 50% rastvor etanola je postigao 
sličan efekat, što je primećeno i u drugim laboratorijama (46). U preliminarnim eksperimentima je 
korišćena i doza od 20 mg/kg TNBS, ali se pokazalo da korišćenje ove doze ne daje pouzdane i 
reproducibilne rezultate, odnosno da su stepen oštećenja kolona i klinička slika u nekim 
eksperimentima slični onima indukovanim dozom od 10 mg/kg, a u nekim slični onima indukovanim 
dozom od 40 mg/kg. U skladu sa prethodno objavljenim rezultatima (56), različite doze TNBS kojima 
je izvršena indukcija kolitisa nisu dovele do različite stope gubitka telesne mase. Iako različite doze 
TNBS obično izazivaju različit nivo oštećenja kolona (56), u eksperimentima čiji su rezultati izloženi u 
ovoj disertaciji dozno zavisne razlike su primećene samo u AO pacovima, u kojima je površina kolona 
zahvaćena ulceracijom bila značajno veća nakon indukcije kolitisa TNBS u dozi od 40 mg/kg u odnosu 
na indukciju pacove kojima je kolitis indukovan rastvorom etanola ili TNBS 10 mg/kg. U DA 
pacovima deo kolona zahvaćen ulceracijama je bio slične dužine u svim pacovima kojima je indukovan 
kolitis, nezavisno od rastvora kojim je izvršena indukcija. Veća osetljivost pacova DA soja na indukciju 
kolitisa se ogledala u manjoj stopi preživljavanja, gde je u svim eksperimentalnim grupama dolazilo do 
ugibanja životinja tokom sedam dana nakon indukcije kolitisa. Najniži procenat preživelih pacova je bio 
u grupi u kojoj je kolitis indukovan TNBS u dozi od 40 mg/kg. Među AO pacovima je samo u grupi 
gde je indukcija kolitisa izvršena TNBS u dozi od 40 mg/kg procenat preživelih pacova nakon 7 dana 
od indukcije bio ispod 100%, ali ipak je uočen dosta veći procenat preživelih AO pacova u poređenju sa 
DA pacovima iste eksperimentalne grupe.  

Povećan unos vode tokom razvoja kolitisa, najverovatnije u cilju prevencije dehidratacije, primećen je 
samo među DA pacovima. Slično povećanje unosa vode u odnosu na kontrolne pacove je primećeno u 
pacovskom modelu TNBS kolitisa (208). Iako nakon intrarektalne primene TNBS ne dolazi do cistitisa, 
razvoj kolitisa dovodi do hipersenzitivnosti mokraćne bešike na distenziju kolona, što dovodi do njene 
hiperaktivnosti i učestalijeg mokrenja (209). S druge strane, u mukozi pacijenata sa Kronovom bolešću 
je otkriven povećan nivo angiotenzina I i II, što je bilo u korelaciji sa stepenom inflamacije kolona 
(210), a angiotenzin II je jedan od glavnih induktora žeđi (211) . Objašnjenja da li su sojne razlike u 
količini uzimanja vode tokom razvoja bolesti posledica razlike u inervaciji bešike, odnosno praga 
osetljivosti prema konvergentnim senzornim signalima, ili posledica razlika u sadržaju neuropeptidnih 
hormona tokom inflamacije, prevazilaze opseg istraživanja ovog rada. 

Na histološkim presecima kolona svih tretiranih grupa pacova oba soja primećeni su klasični znaci 
transmuralne inflamacije – razorena mukoza (uključujući sloj muscularis mucosae), zadebljanje kolona 
usled intenzivne fibroze, kao i prisutan pojas inflamatornih granulocita u svim fazama aktivacije i 
raspada (212). U jednom broju uzoraka je ispod sloja longitudinalnih mišića primećeno značajno 
zadebljanje peritonealne opne oko kolona, koje se podudaralo sa razorenom mukozom. Ovo je 
najverovatnije mehanizam kompenzacije za narušenu strukturnu barijeru kolona kojim se umanjuje 
prodor proinflamatornih faktora i produkata komensalnih bakterija iz kolona u peritonealnu šupljinu.  

Naši rezultati pokazuju da nije bilo značajnih razlika u koncentraciji proinflamatornih citokina TNF, IL-
6, IFN-γ, i IL-17A u kolonu pacova različitih sojeva nakon razvoja kolitisa, što odgovara sličnom 
stepenu oštećenja kolona AO i DA pacova na makro- i mikroskopskom nivou. S druge strane, indukcija 
kolitisa rastvorom etanola, kao i TNBS u dozama od 10 i 40 mg/kg u DA pacovima dovodi do 
povećanja koncentracije IL-6 u tkivu kolona, dok je u AO pacovima značajan porast primećen samo u 
onim tretiranim TNBS u dozi od 40 mg/kg. Povećana produkcija IL-6 u crevnoj mukozi je marker 
hronične inflamacije creva i u pacijentima i u životinjskim modelima, gde IL-6 indukuje otpornost na 
apoptozu CD4+ T ćelija čime produžava trajanje inflamacije (66). S druge strane, IL-6 doprinosi 
diferencijaciji Th17 ćelija (67), a deficijencija IL-6 dovodi do razvoja kolitisa usled povećane ekspresije 
CCL2/CCR2 i posledičnog privlačenja proinflamatornih monocita i neutrofila (213). Iznenađujuće je 
odsustvo značajnijeg porasta IL-17 u tkivu kolona oba soja pacova. Međutim, odnos koncentracija IL-
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17A i IFN-γ je bio drastičnije veći u DA pacovima u odnosu na AO pacove, što ukazuje na to da je 
balans Th1/Th17 pomeren više ka Th17 odgovoru u DA pacovima. Budući da IFN-γ uglavnom ima 
zaštitnu ulogu koja je protivteža inflamaciji izazvanoj dejstvom IL-17A (77), preferencijalna ekspresija 
Th17 fenotipa u kolonu DA pacova u odnosu na AO pacove može da bude u osnovi njihove veće 

podložnosti posledicama inflamacije. S druge strane, postoje dokazi da IFN-γ ne igra značajniju ulogu u 

razvoju kolitisa nakon indukcije TNBS u miševima (207), stoga odsustvo značajnih razlika među 
tretiranim grupama nije iznenađujuće.  

Pacovi AO soja u kojima je kolitis indukovan TNBS u dozi od 40 mg/kg imali su više nivoe antitela u 
serumu specifičnih za E. coli klase IgA, IgG1, IgG2a, i IgG2b u odnosu na pacove kontrolne grupe. U 
DA pacovima je tokom razvoja kolitisa nivo antitela u serumu specifičnih za E. coli klase IgA ostao 
nepromenjen bez obzira na dozu TNBS kojim je izvršena indukcija kolitisa, dok je su nivoi antitela u 
serumu specifičnih za E. coli klase IgG1 i IgG2a bili viši u pacovima tretiranim TNBS u dozi od 40 
mg/kg, a nivoi antitela u serumu specifičnih za E. coli klase IgG2a i IgG2b antitela viši u pacovima 
tretiranim TNBS u dozi od 10 mg/kg, u odnosu na kontrolne pacove. Pacijenti sa aktivnom Kronovom 
bolešću imaju u fecesu veću količinu solubilnih antitela klase IgG i IgA specifičnih za komensalne 
bakterije, a nivo ovih antitela korelira sa stepenom aktivnosti bolesti (214). Pokazano je i da je u serumu 
pacijenata sa Kronovom bolešću veća koncentracija antitela specifičnih za E. coli klase IgG u odnosu na 
serume zdravih donora (215). U serumima AO pacova tretiranim TNBS u dozi od 40 mg/kg su prisutni 
neznačajno viši nivoi antitela specifičnih za E. coli klase IgA i IgG1, a dvofaktorskom analizom 
otkrivena značajna interakcija soja pacova i tretmana tj. doze TNBS kojom je izvršena indukcija kolitisa 
ukazuje na to da razlike u imunološkom statusu koje proizilaze iz razlika između sojeva pacova utiču na 
razlike u nivoima antitela specifičnih za E. coli IgA i IgG1 klase u serumu sedmog dana nakon indukcije. 
Viši nivo antitela specifičnih za E. coli klase IgA u serumu AO pacova u odnosu na serume DA pacova 
sedmog dana nakon indukcije kolitisa je u skladu sa prethodnim eksperimentima imunizacije sa E. coli 
(119), što znači da indukcija kolitisa TNBS dovodi do aktivacije specifičnog/humoralnog imunskog 
odgovora, što rezultuje povećanjem nivoa specifičnih antitela.  

Značaj antitela za razvoj i ozbiljnost kolitisa nije u potpunosti jasan. Antitela klase IgA su specifična za 
mukozni imunski sistem, gde se antitela ove klase sekretuju u lumen creva i učestvuju u kontroli 
prodora komensalnih i patogenih mikroorganizama (216). Diferencijaciju plazma ćelija koje produkuju 
IgA pokreće stimulacija pomoću TGF-β, koji je visoko eksprimiran u mukoznim tkivima creva gde je 
glavni regulator lokalnih imunskih odgovora (217), sa kofaktorima poput retinoične kiseline (218).  

Komensalna mikrobiota može da utiče na koncentracije ukupnih antitela klase IgA u serumu, kao i 
brojnost plazma ćelija u kostnoj srži, koje produkuju IgA, a viša koncentracija antitela IgA klase u 
serumu, indukovanih komensalnom mikrobiotom igra ulogu u zaštiti od sepse u miševima (219). 
Naime, antitela specifična za E. coli klase IgA opsonizuju i aglutiniraju bakterije u lumenu creva, dok 
mehanizam efektorskih funkcija antitela specifičnih za E. coli klase IgA u serumu nije u potpunosti 
jasan. Porast produkcije antitela specifičnih za E. coli klase IgA tokom razvoja kolitisa može da bude 
mehanizam koji doprinosi boljem preživljavanju inflamacije u AO pacovima u odnosu na DA pacove u 
modelu kolitisa predstavljenom u ovoj disertaciji. Promena klase antitela u IgG1 je posredovana 
stimulacijom pomoću IL-4, i neophodan je transkripcioni faktor STAT6, što ukazuje na pripadnost ove 
klase antitela klasičnom Th2 odgovoru (220). U miševima i pacovima, jak odgovor produkcije antitela 
klase IgG1se indukuje parazitskim antigenima, dok IL-12 smanjuje nivo antitela klase IgG1 u serumu 

posredstvom IFN-γ, koji je klasičan citokin Th1 odgovora (221,222). Prisustvo nešto većeg nivoa 

antitela specifičnih za E. coli klase IgG1 u serumu AO pacova u odnosu na DA pacove sedmog dana 
nakon indukcije kolitisa, iako bez statističke značajnosti, može u izvesnoj meri da doprinese boljem 
preživljavanju životinja, budući da su antitela klase IgG1 potentan opsonin za bakterije, i da olakšavaju 
njihovu fagocitozu od strane makrofaga, smanjujući broj živih bakterija Salmonella Typhimurium u jetri i 
slezini nakon i.p. infekcije (223). Komparabilni nivoi antitela specifičnih za E. coli potklase IgG2a i 
IgG2b u serumu AO i DA pacova sedmog dana nakon indukcije kolitisa ukazuju na to da je aktivnost 
plazma ćelija koje sekretuju specifična antitela klase IgG2 uporediva između sojeva pacova tokom 
razvoja kolitisa. Budući da su antitela klase IgA i IgG specifična za komensalne bakterije poreklom iz 
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odvojenih populacija nezrelih plazma ćelija (plazmablasta) iz lamine proprije, (224), moguće je da 
genetski determinisane razlike AO i DA pacova uslovljavaju sličnu reaktivnost plazmablasta koji 
eksprimiraju IgG, a različitu reaktivnost plazmablasta koji eksprimiraju IgA specifičan za E. coli, što 
rezultuje različitim nivoima specifičnih antitela u serumu kojima bi mogla da se objasni sojna razlika u 
preživljavanju nakon razvoja kolitisa. 

Peritonitis predstavlja relativno retku posledicu tokom razvoja Kronove bolesti usled transmuralne 
inflamacije (225,226). Međutim, komplikovaniji slučajevi inflamatornih bolesti creva u pacijenata mogu 
da dovedu do razvoja peritonitisa, sa posledičnim smrtnim ishodom (227). Peritonitis prevashodno 
započinje kao reakcija na ’’curenje’’ sadržaja crevnog lumena kroz perforacije nastale usled mehaničkih 
povreda zida creva, opstruktivne ili neopstruktivne dilatacije creva, i karakteriše ga zadebljanje 
peritoneuma, povećanje zapremine peritonealne tečnosti, i influks inflamatornih ćelija, najviše neutrofila 
i monocita. S obzirom da se u eksperimentalnom modelu kolitisa koristi rastvor etanola koji dovodi do 
dramatičnog povećanja propustljivosti epitela, kao i da je u pacovima oba soja nakon primene rastvora 
TNBS u etanolu primećeno masivno oštećenje epitela i nekroza creva, uz podatke iz poslednjeg 
segmenta istraživanja ove disertacije (ispitivanje modulatornih svojstava rane postnatalne primene 
bakterije L. rhamnosus na razvoj kolitisa) koji pokazuju diseminaciju bakterija creva do mezenteričnih 
limfnih čvorova i slezine tokom razvoja kolitisa u DA pacovima, jasno je da prilikom razvoja kolitisa u 
pacovima dolazi do prodora bakterija creva u peritonealnu šupljinu, a time i kontakta sa rezidentnim 
imunskim ćelijama i posledičnog razvoja peritonitisa. 

Međutim, dok je prinos ukupnih ćelija peritonealne šupljine bio povećan u DA pacovima sedmog dana 
nakon indukcije kolitisa TNBS u dozi od 10 ili 40 mg/kg, u AO pacovima je prinos ovih ćelija bio 
povećan isključivo nakon indukcije rastvorom etanola. Rezultati ukazuju na to da je u AO pacovima 
rastvor etanola, indukujući povećanje propustljivosti epitela creva i značajan prodor inflamatornih 
medijatora, doprineo influksu ćelija koji nije dodatno pogoršan sa TNBS, dok je u DA pacovima TNBS 
bio neophodan faktor za povećan influks ćelija u odgovoru na prodor bakterija i inflamatornih 
medijatora u peritonealnu šupljinu.  

Iako nije bilo značajnih razlika u udelu rezidentnih CD11bHiCD4Hi makrofaga među ukupnim ćelijama 
peritonealne šupljine između kontrolnih pacova i pacova u kojima je indukovan kolitis, gustina 
ekspresije CD11b je u populaciji CD11b+ makrofaga bila niža u svim tretiranim AO pacovima i u DA 
pacovima u kojima je kolitis indukovan TNBS u dozi od 40 mg/kg. Kako je ekspresija CD11b molekula 
viša na rezidentnim velikim makrofagama peritonealne šupljine (LPM) (CD11bHi) u odnosu na 
CD11bInt malim makrofagama peritonealne šupljine (SPM) i monocite (26), prisustvo ćelija sa nižom 
ekspresijom CD11b ukazuje na gubitak LPM iz peritonealne šupljine, što je standardna reakcija tokom 
razvoja peritonealne inflamacije (129). U modelu abdominalne sepse je pokazano da prethodno 
dominantne rezidentne LPM nestaju iz peritonealne šupljine u veoma kratkom roku, i da tokom 
naredne dve nedelje monociti iz cirkulacije postaju dominantne ćelije (228). Takođe je pokazana ključna 
uloga LPM i specifičnih tranzicionih pre-monocita za preživljavanje abdominalne sepse (228). U 
peritonealnoj šupljini kontrolnih AO i DA pacova je detektovan nizak udeo CD11bIntHIS48Hi 
monocita, koji u miševima obnavljaju retku SPM populaciju u homeostazi (26), dok je sedmog dana 
nakon indukcije kolitisa u peritonealnoj šupljini AO pacova prisustvo CD11bIntHIS48Hi monocita 
povećano nezavisno od načina indukcije, a u DA pacovima soja samo nakon indukcije rastvorom 
etanola ili TNBS u dozi od 10 mg/kg. Imajući u vidu značaj LPM i tranzicionih monocita za 
preživljavanje sepse, smanjenje zastupljenosti CD163+ makrofaga i CD11bIntHIS48Hi monocita u 
peritonealnoj šupljini DA pacova u kojima je kolitis indukovan TNBS u dozi od 10 mg/kg može da 
doprinese izostanku zaštite od efekata septične inflamacije u peritonealnoj šupljini i većoj stopi 
smrtnosti pacova ove grupe (228).  

Dok je u uslovima bez inflamacije udeo CD163+MHCII- makrofaga među ukupnim ćelijama 
peritonealne šupljine bio veći u AO pacovima u odnosu na DA pacove, sedmog dana nakon indukcije 
kolitisa je primećeno smanjenje zastupljenosti ovih makrofaga u peritonealnoj šupljini pacova oba soja. 
Budući da je CD163 receptor za kompleks hemoglobin-haptoglobin, i marker zrelih makrofaga (139) 
veća zastupljenost CD163+ makrofaga u zdravim AO pacovima može da znači veću otpornost na 
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unutrašnje krvarenje i favorizovanje anti-inflamatorne aktivnosti makrofaga polarizovanih ka M2 
fenotipu i reparaciju tkiva visceralnih organa (9), kao i veći potencijal odgovora na bakterijske infekcije 
u peritonealnoj šupljini ovog soja pacova (229). 

Indukcija kolitisa je imala suprotan efekat na udeo CD163-MHCIIHi makrofaga među ukupnim ćelijama 
peritonealne šupljine AO i DA pacova, s obzirom da se procenat ovih makrofaga u AO pacovima 
povećavao a u DA pacovima smanjivao tokom razvoja kolitisa. MHC molekuli II klase su površinski 
markeri svih profesionalnih APĆ, a njihova ekspresija se može indukovati dejstvom IFN-γ na 
endotelnim ćelijama i fibroblastima (230). Primarna uloga MHC molekula II klase je prezentacija 
egzogenih antigena T limfocitima, što je jedan od inicijalnih koraka i inflamatornog odgovora, ali i 
imunske tolerancije (231,232). Ključni faktor ekspresije MHC molekula II klase na makrofagima je 
regulatorni protein nuklearni faktor aktiviranih T ćelija 5 (NFAT5), koji isključivo na makrofagama 
indukuje ekspresiju MHC molekula II klase na površini membrane (233). NFAT5 stimuliše 
transkripciju gena koji kodiraju proinflamatorne citokine u M1 i M2 polarizovanim makrofagama (234). 
S druge strane, MHCII+ makrofagi peritonealne šupljine miševa predstavljaju populaciju makrofaga čija 
je diferencijacija zavisna od transkripcionog faktora IRF4 (engl. Interferon Regulatory Factor) i prisustva 
mikrobiote creva, a ovi makrofagi se konstantno obnavljaju iz pula monocita iz krvi (235), slično 
makrofagima creva (30). Kako MHCIIHi makrofagi vrše imunski nadzor peritonealne šupljine nad 
antigenima mikroorganizama i imaju pojačan kapacitet fagocitoze bakterija (27), smanjeno prisustvo 
MHCIIHi makrofaga u peritonealnoj šupljini DA pacova može da bude u vezi sa njihovom povećanom 
stopom mortaliteta tokom razvoja kolitisa. Imunski nadzor slabijeg intenziteta u DA pacovima je 
mogao da doprinese lakšem širenju i produžetku trajanja infekcije bakterijama lumena creva. 

Makrofagi AO pacova kojima je kolitis indukovan TNBS u dozi od 40 mg/kg imaju višu nestimulisanu 
aktivnost arginaze, što uz nepromenjenu produkciju NO možda ukazuje na preferenciju polarizacije 
makrofaga ovog soja pacova ka M2 antiinflamatornom fenotipu koji vrši funkcije koje doprinose 
oporavku tkiva i zaštiti od prekomernih oštećenja izazvanih inflamacijom (9). 

Peroksidazna aktivnost makrofaga peritonealne šupljine kontrolnih AO i DA pacova je bila visoka i 
uporediva između sojeva pacova, ali je nakon indukcije kolitisa opala sličnim intenzitetom u 
makrofagima svih eksperimentalnih grupa AO pacova, dok je u DA pacovima bila smanjena samo 
nakon indukcije kolitisa TNBS u dozama od 10 ili 40 mg/kg . S obzirom da rezidentne ćelije 
peritonealne šupljine poseduju snažniju peroksidaznu aktivnost od nerezidentnih monocita koje ulaze u 
peritonealnu šupljinu tokom inflamacije (236), kolitisom indukovano smanjenje peroksidazne aktivnosti 
ukazuje na nestanak rezidentnih ćelija. Prva faza akutne inflamacije pluća se takođe odlikuje prisustvom 
makrofaga sa smanjenom peroksidaznom aktivnošću (236,237). Smanjenje peroksidazne aktivnosti 
peritonealnih ćelija nakon indukcije kolitisa može da bude znak njihove narušene sposobnosti da 
enzimski razlažu H2O2 nastao u inflamaciji u peritoneumu tokom razvoja kolitisa, ali i njihove 
funkcionalne istrošenosti (238).  

Dok u AO pacovima indukcija kolitisa rastvorom etanola ili TNBS dovodi do porasta produkcije TNF, 
IL-6, i IL-10 od strane makrofaga peritonealne šupljine stimulisanih pomou LPS, porast produkcije 
ovih citokina je u makrofagima DA pacova stimulisanim LPS-om detektovan samo nakon indukcije 
kolitisa TNBS u dozama od 10 ili 40 mg/kg . 

Stimulacija makrofaga peritonealne šupljine kontrolnih AO i DA pacova pomoću LPS ili umrtvljenih 
bakterija fecesa dovodi do produkcije sličnih koncentracija TNF. Nezavisno od intrarektalnog tretmana 
(etanol ili TNBS), makrofagi AO pacova su nakon indukcije kolitisa reagovali na stimulaciju pomoću 
LPS ili E. coli, dok je u makrofagima DA pacova odgovor na stimulaciju pomoću Enterococcus spp. bio 
značajno veći nego odgovor na stimulaciju pomoću LPS ili E. coli. Izolat bakterija soja Enterococcus spp. 
iz fecesa u makrofagima DA pacova indukuje intenzivniju produkciju TNF nego izolat E. coli, moguće 
putem TLR2-zavisne aktivacije transkripcionih faktora iz familije nuklearnog faktora kapa B (NF-κB) 
(239). Za razliku od Gram negativnih bakterija, Gram pozitivne bakterije u strukturi ćelijskog zida 
poseduju LTA koja je predominantni ligand TLR2 i TLR6 receptora (240,241). Drugi put aktivacije je 
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preko enterokoknog površinskog proteina, koji je prisutan na više sojeva Enterococccus spp.i koji takođe 
aktivira NF-κB (242).  

Stimulacija in vitro pomoću umrtvljenih bakterija E. coli indukuje jaču produkciju IL-6, iako ne uvek 
statistički značajno, u odnosu na stimulaciju pomoću Enterococcus spp, bez obzira na soj pacova. Ovaj 
nalaz je u skladu sa prethodno utvrđenim dominantnim efektom TLR4-aktivacije u odnosu na TLR2-
aktivaciju u ekspresiji IL-6 (243). Delimično objašnjenje ovog odnosa sekretornog potencijala dve 
bakterije za IL-6 možda leži u činjenici da TLR2 agonisti kao što je i LTA na površini bakterije 
Enterococcus spp. indukuju aktivnost iNOS nedovoljnim intenzitetom, dok je prethodno pokazano da 
sekretovani NO utiče na povećanu ekspresiju IL-6 (244). 

Makrofagi DA pacova produkuju veće količine IL-6 u poređenju sa makrofagima AO pacova u 
odgovoru na stimulaciju LPS-om ili umrtvljenim bakterijama fecesa, osim u grupi pacova tretiranih 
TNBS u dozi od 40 mg/kg u kojima je produkcija IL-6 između makrofaga pacova oba soja slična. 
Pored toga, produkcija TNF je uporediva među makrofagima AO i DA soja u svim eksperimentalnim 
grupama. Postoje indicije da povećana produkcija IL-6 u odnosu na TNF dovodi do inflamatornog 
odgovora jačeg intenziteta na bakterijsku infekciju (245). Takođe, IL-6 je ključni faktor u polarizaciji 
Th17 odgovora, koji je uključen u patogenezu i teže oblike zapaljenskih bolesti creva i modela kolitisa 
(67–69). Budući da makrofagi peritonealne šupljine imaju potencijal da pređu u kolon nakon oštećenja 
(9), oni mogu da doprinesu pomeranju odnosa IL-17A/IFN-γ ka IL-17A među T ćelijama u lamini 
propriji. Odgovor makrofaga peritonealne šupljine može da bude i odraz sistemske tendencije 
makrofaga DA pacova ka intenzivnijoj sintezi IL-6 u odnosu na makrofage AO pacova, što utiče na 
ekspanziju Th17 T ćelija koje u kolitisu doprinose razvoju težih kliničkih znakova u infekcijama 
indukovanim bakterijama creva (246).  

Produkcija IL-10 u makrofagima peritonealne šupljine je bila zanemarljivo niska u kontrolnim pacovima 
oba soja, nezavisno od in vitro stimulacije LPS-om i umrtvljenim bakterijama fecesa. Iako je indukcija 
kolitisa dovela do porasta produkcije IL-10 u makrofagima AO pacova, nije bilo razlike u kapacitetu 
LPS i umrtvljenih bakterija fecesa da stimulišu produkciju IL-10. Viši nivo produkcije anti-
inflamatornog IL-10 makrofaga AO pacova u odnosu na makrofage DA pacova nakon stimulacije LPS-
om ili E. coli može da doprinese većoj stopi preživljavanja AO pacova tokom razvoja kolitisa, budući da 
tretman pomoću IL-10 utiče na smanjenje stope mortaliteta miševa sa teškim oblikom peritonitisa 
(247). U AO pacovima indukcija kolitisa je dovela do povećanja udela MHCII+ ćelija među ukupnim 
ćelijama peritonealne šupljine, koje su fenotipski slične rezidentnoj populaciji makrofaga nastalih od 
monocita u lamini propriji creva. Ove ćelije eksprimiraju MHCmolekule II klase na plazma membrani, 
sekretuju IL-10, i učestvuju u održanju integriteta epitelne barijere (30).  

Neočekivan nalaz je bio nepromenjen prinos ukupnih ćelija izolovanih iz mezenteričnih limfnih 
čvorova nakon indukcije kolitisa u pacovima oba soja. Inflamacija u drenirajućim limfnim čvorovima 
indukuje nagomilavanje intersticijalne tečnosti sa imunskim ćelijama, što se odražava većom 
zapreminom i masom limfnih čvorova. Činjenica da se to nije videlo u eksperimentima predstavljenim 
u ovoj disertaciji može da znači da se povećanje celularnosti u mezenteričnim limfnim čvorovima javlja 
tek u hroničnoj fazi bolesti. Iako celularnost i masa mezenteričnih limfnih čvorova nisu promenjene 
nakon indukcije kolitisa, primećene su sojno-specifične razlike u ćelijskom sastavu unutar 
mezenteričnih limfnih čvorova. Naime, indukcija kolitisa, i to TNBS u dozi od 40 mg/kg, je samo u 
mezenteričnim limfnim čvorovima DA pacova dovela do smanjenja zastupljenosti CD4+ T limfocita, 
dok su smanjenje zastupljenosti CD8+ T limfocita i povećanje zastupljenosti CD45RA+ limfocita bili 
izraženiji u mezenteričnim limfnim čvorovima AO pacova. S druge strane, indukcija kolitisa je dovela 
do smanjenja produkcije IFN-γ samo u limfocitima mezenteričnih limfnih čvorova DA pacova 
stimulisanim pomoću ConA, i povećanje produkcije IL-17A samo u limfocitima mezenteričnih limfnih 
čvorova AO pacova. Poznato je da su mezenterični limfni čvorovi izvor CD4+ T limfocita Th17 
fenotipa lokalizovanih u lamini propriji creva, kao i da te ćelije značajno doprinose razvoju inflamacije 
creva (248,249). Kako se tokom kolitisa povećava ekspresija hemokina CCL20 u kolonu, što utiče na 
privlačenje CCR6+ limfocita iz mezenteričnih limfnih čvorova (250), veći stepen odlaska CD4+ T 
limfocita iz mezenteričnih limfnih čvorova DA pacova u kolon u odnosu na AO pacove verovatno 
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objašnjava niži nivo IL-17A u ćelijama mezenteričnih limfnih čvorova pacova ovog soja. S druge strane, 
ovaj nalaz sugeriše i da je ukupni nivo IL-17 i IFN-γ u kolonu DA pacova, barem nakon indukcije 
kolitisa TNBS u dozi od 40 mg/kg, posledica i lokalne produkcije u kolonu, i influksa CD4+ T 
limfocita.  

Iz rezultata ovog dela istraživanja, jasni zaključci su da nakon indukcije kolitisa AO pacovi imaju višu 
stopu preživljavanja u poređenju sa DA pacovima, imaju više koncentracije antitela klase IgA i IgG1 u 
serumu specifičnih za E. coli, dok u peritonealnoj šupljini imaju veći broj CD163+MHCII- i CD163-

MHCII+ makrofaga. S druge strane, makrofagi DA pacova značajno više produkuju IL-6 u odgovoru 
na stimulaciju LPS-om ili umrtvljenim bakterijama fecesa, što može voditi ka njihovoj narušenoj 
funkciji u terminaciji procesa inflamacije usled preživljavanja aktiviranih T limfocita podstaknutog 
aktivnošću transkripcionog faktora STAT3 (engl. Signal Transducer and Activator of Transcription 3). 

5.4. Rana postnatalna oralna primena probiotske bakterije L. rhamnosus selektivno modulira 
razvoj TNBS kolitisa u DA pacovima 
Rezultati eksperimenta indukcije kolitisa su jasno pokazali da se teži klinički znaci razvijaju u DA 
pacovima, stoga smo odabrali ovaj soj pacova za finalni eksperiment ispitivanja modulacije kolitisa 
oralnom primenom probiotskih bakterija. Kako bi se ispitao uticaj probiotske bakterije L. rhamnosus na 
promene u fenotipu i aktivnosti peritonealnih makrofaga tokom razvoja inflamatornog odgovora koji je 
indukovan indirektnim delovanjem bakterija mikrobiote creva, DA pacovi su tokom prvih mesec dana 
života oralno tretirani ovom probiotskom bakterijom, a kolitis je indukovan u odraslom dobu TNBS u 
dozi od 40 mg/kg. Ćelije peritonealne šupljine su izolovane sedmog dana nakon indukcije kolitisa. 
Praćeni su i parametri razvoja kolitisa, funkcionalne karakteristike tkiva kolona i mezenteričnih limfnih 
čvorova, raznovrsnost bakterija mikrobiote creva, kao i nivoi antitela specifičnih za anti-E. coli u 
serumu. 

Rezultati pokazuju da rani postnatalni tretman L. rhamnosus ublažava kliničke vidljive tokom sedam 
dana nakon indukcije kolitisa. U poređenju sa netretiranim jedinkama, u onima tretiranim probiotskom 
bakterijom bili su manja površina mukoze kolona zahvaćena ulceracijom, manji stepen razaranja kripti 
kolona, i manji stepen infiltracije ćelija u kolonu. S druge strane, koncentracija antitela u serumu svih 
klasa specifičnih za E. coli je bila slična, nezavisno od tretmana probiotskom bakterijom, ukazujući na to 
da oralni tretman probiotskom bakterijom nije uticao na intenzitet humoralnog odgovora na 
komensalnu E. coli koja prođe mukoznu barijeru tokom razvoja kolitisa.  

Gubitak integriteta epitela tokom razvoja kolitisa uzrokuje prelazak bakterija iz lumena creva, 
produžava inflamaciju i održava imunski odgovor (251). Tretman probiotskom bakterijom L. rhamnosus 
nije sprečio diseminaciju komensalnih bakterija creva indukovanu inflamacijom. Slično tome, tretman 
probiotskom bakterijom L. rhamnosus GG (LGG) je u individuama sa zapaljenskim bolestima creva 
poboljšao integritet strukturne barijere gastrointestinalnog trakta (104,252), ali nije sprečio translokaciju 
bakterija u modelu eksperimentalne ciroze (253). Takođe, preventivni tretman probiotskom bakterijom 
Bifidobacterium infantis nije modifikovao propustljivost membrane u modelu nekrotizirajućeg 
enterokolitisa u neonatalnim pacovima, ali je doveo do značajnog smanjenja stope mortaliteta, broja 
lezija u kolonu, i nivoa endotoksina u plazmi (254). Ovi nalazi sugerišu da, iako je translokacija bakterija 
iz lumena creva faktor koji doprinosi indukciji i/ili razvoju kolitisa, mehanizam blagotvornog delovanja 
probiotika na razvoj ili kliničke bolesti ne mora nužno da uključuje uticaj na translokaciju bakterija. 

Postnatalni tretman probiotskom bakterijom L. rhamnosus je doveo do smanjenja nivoa TNF, u kolonu 
pacova nakon indukcije kolitisa, verovatno smanjenjem influksa neutrofila i makrofaga tokom razvoja 
kolitisa. Iako druge ćelije, kao što su crevne epitelne ćelije ili CD4+ T limfociti, mogu da produkuju 
citokine, akumulacija neutrofila i aktivnost MPO koreliraju sa oštećenjima mukoze u kolitisu (255,256). 
CD68+ makrofagi infiltriraju crevnu mukozu tokom razvoja zapaljenskih bolesti creva i difuzno se šire 
kroz zadebljalu mukozu i submukozu (257), a njihova deplecija korelira sa supresijom razvoja 
hroničnog kolitisa (258). Makrofagi eksprimiraju NF-κB (259) i sekretuju proinflamatorne citokine 
TNF, IL-6, IL-8, IL-24, IL-1β, ali i anti-inflamatorne citokine IL-10 i TGF-β (260–262). Značaj 
proinflamatornih citokina za razvoj i održanje zapaljenskih bolesti creva je pokazan podacima da 
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tretman rekombinantnim inhibitorom IL-18 dovodi do ublažavanja simptoma kolitisa indukovanog 
rastvorom TNBS u miševima smanjenjem nivoa TNF i IL-6 u kolonu (263). Iako tretman L. rhamnosus 
smanjuje nivo TNF u kolonu, čija je neutralizacija efikasan tretman zapaljenskih bolesti creva (40), ipak 
nije uticao na koncentracije IFN-γ i IL-17A u kolonu. Pokazano je i da L. rhamnosus ispoljava 
proinflamatorna svojstva, s obzirom na to da je njegova oralna primena dovela do povećanja 
sposobnosti fagocitoze makrofaga (264) a imunizacija koja uključuje L. rhamnosus kao adjuvans 
povećava produkciju IFN-γ i smanjuje oslobađanje IL-4 iz ćelija limfnih čvorova (265). Imajući u vidu 
moguće imunopotencirajuće efekte primene probiotske bakterije L. rhamnosus, nalaz da njegova primena 
u ranom postnatalnom periodu nije dovela do pogoršanja razvoja kolitisa indukovanog u adultnom 
dobu ukazuje da oralna primena L. rhamnosus tokom prvih 30 dana života dovodi do razvoja 
balansiranog inflamatornog odgovora u adultnom dobu.  

Naši rezultati pokazuju da je ključno primeniti probiotsku bakteriju L. rhamnosus tokom ranog 
postnatalnog perioda kako bi se omogućila njegova modulatorna aktivnost u razvoju kolitisa u 
odraslima. Poslednji mesec gestacije i prvih par meseci života su ključni za razvoj imunskog sistema 
(266,267). Pošto relativno niska raznovrsnost mikrobiote postaje progresivno bogatija u periodu 
odvikavanja od sisanja, najverovatnije konstantnim izlaganjem mikroorganizmima spoljašnje sredine 
(268), pozitivna uloga probiotika na imunski sistem u razvoju je najizraženija tokom prelaznog perioda 
sa sisanja na čvrstu hranu (269). U eksperimentima predstavljenim u ovoj disertaciji, rani postnatalni 
oralni tretman probiotskom bakterijom L. rhamnosus je ubrzao povećanje raznovrsnosti mikrobiote, 
naročito vrste roda Bifidobacterium, i poboljšao razvoj creva tokom ranog života.  

Kolonizacija LGG u crevima podstiče razvoj metaboličkih uslova koji favorizuju razvoj bakterija roda 
Bifidobacterium (270). Deca majki koje su u sopstvenoj ishrani koristile LGG imaju kompleksiji sastav i 
veću raznovrsnost bakterija roda Bifidobacterium, dok u majkama ne dolazi do povećanja njihove 
raznovrsnosti što ukazuje na potpuno razvijenu populaciju komensalnih bifidobakterija odraslih (270). 
Uzevši u obzir da ummanjeno prisustvo bifidobakterija može da se koristi kao biomarker crevne 
disbioze koja pokreće razvoj ulcerativnog kolitisa u ljudima, i da oralna primena Bifidobacterium bifidum 
PRL2010 ublažava kolitis indukovan rastvorom TNBS u miševima (271), moguće je pretpostaviti da 
rani postnatalni tretman sa L. rhamnosus povećanjem diverziteta bakterija roda Bifidobacteria mladih 
pacova ima dugotrajni blagotvorni efekat na razvoj gastrointestinalnog trakta, i posledično na razvoj 
kolitisa u odraslima. Rana kolonizacija laktobacilima dovodi do povećanja dužine crevnih resica (106), 
što povećava i njihovu sposobnost apsorpcije nutrijenata (272) i time doprinosi opštem zdravlju i većoj 
otpornosti ka indukciji inflamacije u odraslom dobu. Rana kolonizacija LGG povećava bogatstvo i 
raznovrsnost mikrobiote kolona i promoviše proliferaciju epitela, diferencijaciju i produkciju mukoznih 
antitela klase IgA u odraslima (106). Suplementacija probioticima u ranom postnatalnom dobu 
osigurava da regulatorni T ćelijski odgovor creva (273) i balansirani odgovor na stimulaciju LPS-om u 
mononuklearima periferne krvi (274) budu održani. Povećana raznovrsnost bakterija roda Bifidobacterium 
neposredno nakon okončanja ranog postnatalnog tretmana probiotikom može da doprinese ranom 
razvoju mukoznog imunskog odgovora i ograničavanju rasta mikroorganizama u crevima, s obzirom na 
to da je pokazano direktno dejstvo bifidobakterija na smanjenje vijabilnosti Gram-negativnih bakterija 
(99), kao i smanjenje aktivacije CD40 i ekspresije IL-17 i IL-23 u odgovoru na LPS (275). 

Pokazano je da čak i prolazna promena u sastavu mikrobiote u ranom životnom dobu miševa, 
uključujući smanjeno prisustvo bakterija Lactobacillus spp, utiče na ispoljavanje gena koji kodiraju 
proinflamatorne citokine u ileumu i ima dugotrajne metaboličke efekte (276). Manipulacija sastavom 
rezidentne mikrobiote u AO pacovima tokom prve četiri nedelje života može da naruši i otpornost ovih 
pacova na indukciju EAE (113), što govori u prilog značaju sastava, raznovrsnosti, i aktivnosti 
mikrobiote creva tokom ranog razvoja za imunološke promene koje se prate u odraslom dobu.  

Prinos ukupnih ćelija mezenteričnih limfnih čvorova, i udeo CD4+ i CD4+CD25+ T limfocita među 
ukupnim limfocitima kao i produkcija IFN-γ i IL-10 od strane ćelija mezenteričnih limfnih čvorova 
pacova kojima je indukovan kolitis nisu bili promenjeni prethodnim tretmanom L. rhamnosus. S druge 
strane, sposobnost produkcije proinflamatornog citokina IL-17A, kao jednog od faktora patogeneze 
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zapaljenja creva, bila je značajno smanjena u ćelijama mezenteričnih limfnih čvorova tretiranih u 
odnosu na netretirane pacove.  

Prethodno je pokazano da oralni tretman probiotskom bakterijom L. rhamnosus JB-1 dovodi do 
povećanja zastupljenosti regulatornih CD4+CD25+ T limfocita među ukupnim ćelijama mezenteričnih 
limfnih čvorova i smanjenja produkcije TNF i IFN-γ od strane ovih ćelija, bez promene u produkciji 
IL-10 (277). Međutim, mehanizmi koji učestvuju u ekspresiji regulatornih T limfocita indukovanoj 
probiotskim bakterijama uključuju povećanje ekspresije hem oksigenaze u DĆ limfnih čvorova, dok 
ovaj enzim ne učestvuje u smanjenju produkcije citokina indukovanom probiotskim bakterijama, što 
ukazuje na to da je delovanje probiotske bakterije na zastupljenost regulatornih T limfocita i njihovu 
produkciju citokina nezavisno regulisano (277). S obzirom na to da sposobnost probiotskih bakterija da 
indukuju Foxp3+ T-regulatorni fenotip zavisi od soja probiotske bakterije (278), činjenica da tretman L. 
rhamnosus u našim eksperimentima dovodi do smanjenja sekrecije IL-17A u limfocitima mezenteričnih 
limfnih čvorova stimulisanim pomoću ConA bez promena u njihovom fenotipskom profilu ukazuje na 
specifične dugotrajne funkcionalne promene limfocita mezenteričnih limfnih čvorova izazvane oralnom 
primenom L. rhamnosus u ranom postnatalnom uzrastu. 

Rezidentne ćelije peritonealne šupljine konstantno prepoznaju produkte mikrobiote creva, i u 
homeostazi i tokom inflamacije (279). Nakon indukcije kolitisa broj ukupnih ćelija dobijen 
peritonealnom lavažom je značajno povećan, međutim, to povećanje je manje izraženo u pacovima koji 
su tretirani oralno probiotskom bakterijom L. rhamnosus u ranom postnatalnom periodu. Pored manjeg 
porasta ukupnog broja ćelija peritonealne šupljine, efekat ranog tretmana L. rhamnosus je bio i manji 
procenat HIS48HiCD43+ monocita koji infiltriraju peritonealnu šupljinu tokom sedam dana nakon 
indukcije kolitisa. Kako je udeo monocita manji, u peritonealnoj šupljini ovih pacova je veći udeo 
ukupnih makrofaga CD68+TLR4+, kao i CD11bHiCD4Hi (ekvivalentne LPM ćelijama miša) i 
CD163+MHCII- makrofaga. Udeo CD163-MHCII+ (ekvivalentne SPM ćelijama miša) je ostao 
nepromenjen. Kako rani tretman probiotikom nije doveo do promena u sastavu i brojnosti ćelija u 
homeostazi, jasno je da je inflamacija kolona suprimirana ranim tretmanom probiotikom dovela i do 
manje izražene inflamatorne reakcije u peritonealnoj šupljini u odnosu na onu primećenu tokom 
razvoja kolitisa u netretiranim pacovima.  

Analiza funkcija makrofaga peritonealne šupljine u odgovoru na stimulaciju pomoću E. coli je pokazala 
da je u pacovima koji su tretirani probiotskom bakterijom L. rhamnosus u ranom postnatalnom periodu 
povećanje produkcije NO bilo značajno manje u odnosu na makrofage pacova koje nisu tretirane, što 
sugeriše njihovu slabiju baktericidnu aktivnost. S druge strane, ovi makrofagi su produkovali značajno 
više količine TNF a manje količine IL-10, što ukazuje na inflamatornu polarizaciju ćelija pacova 
tretiranih probiotskom bakterijom. Ovi nalazi su bili iznenađujući, imajući u vidu da je prethodno 
opisano da i molekuli koji se ponašaju kao donori NO, i zastupljenost anti-inflamatornih makrofaga 
polarisanih ka M2 fenotipu u peritonealnoj šupljini, doprinose ublažavanju težine kliničke slike kolitisa 
u miševima (280,281). Takođe, veća zastupljenost makrofaga u odnosu na monocite u pacovima 
tretiranim probiotskom bakterijom upućuje na pretpostavku da bi promena u ukupnoj zastupljenosti 
ćelija peritonealne šupljine u pogledu sekrecije citokina trebalo da bude pomerena ka manje 
inflamatornom fenotipu (27,28). Međutim, u rezultatima prikazanim u ovoj disertaciji određivan je nivo 
produkcije NO i citokina adherentnih ćelija peritonealne šupljine, odnosno dominantno makrofaga koje 
imaju najizraženiji afinitet za plastiku (159), što sugeriše da rana postnatalna oralna primena probiotske 
bakterije L. rhamnosus u pacovima specifično favorizuje inflamatorni kapacitet makrofaga peritonealne 
šupljine u odraslom dobu. Oralna primena različitih probiotskih bakterija vrste Lactobacillus dovodi do 

aktivacije makrofaga peritonealne šupljine povećanjem nivoa IFN-γ u serumu (282), međutim, može se 

pretpostaviti da promena u aktivnosti makrofaga peritonealne šupljine pacova nakon indukcije kolitisa u 
adultnom dobu nisu posledica prolaznih promena u koncentraciji citokina do kojih dovodi primena 
probiotske bakterije L. rhamnosus tokom prvih mesec dana života, već verovatno rezultat dugotrajnih 
sistemskih promena u imunoregulaciji.  

Nespecifična imunska memorija je fenomen nazvan engleskim terminom “trained immunity”, a najbliže 
se može opisati kao pojava da ćelije urođenog imunskog odgovora koje učestvuju u reakcijama 
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nespecifične odbrane organizma od infekcije i u razvoju inflamacije zapravo imaju sposobnost da, 
zahvaljujući metaboličkim i epigentskim promenama, razviju jednu vrstu “memorije” koja im 
omogućava da na ponovljeni ili drugi, nespecifični stimulus, reaguju značajno jačim odgovorom 
(283,284). Iako su najbolje opisani mehanizmi razvoja nespecifične imunološke memorije indukovane 
BCG (Bacille Calmette-Guérin) vakcinom i β glukanom gljive Candida albicans (285,286), pokazano je i 
da probiotske bakterije imaju sposobnost da indukuju kompleksne epigenetske promene koje regulišu 
aktivnost transkripcionih faktora ključnih za urođeni imunski odgovor (287). U ispitivanjima in vitro je 
pokazano da kombinacija dve probiotske bakterije (Bifidobacterium breve DSMZ 20 213 i L. rhamnosus 
LGG) dovodi do promena u sekreciji citokina u odgovoru na stimulaciju LPS-om tako što redukuje 
acetilaciju histona i smanjuje aktivnost NF-κB uz povećan stepen metilacije DNK (275). Iako se 
eksperimenti prikazani u ovoj disertaciji nisu bavili detaljnom analizom intracelularnih mehanizama u 
posredovanju delovanja probiotske bakterije L. rhamnosus, možemo da pretpostavimo da je rano 
izlaganje pacova ovoj probiotskoj bakteriji, tokom kritičnog perioda u razvoju imunskog sistema, pored 
povećanja raznovrsnosti uobičajenih bakterijskih i vrsta roda Bifidobacterium i promene tkivne arhitekture 
creva, dovela i do nekog vida dugotrajnog reprogramiranja funkcija ćelija urođene imunosti tako da su u 
odraslom dobu tokom razvoja kolitisa ove ćelije na stimulaciju pomoću E. coli reagovale drastičnijim 
promenama u sekreciji citokina. Fizološki značaj ovih promena bi bio u adekvatnoj odbrani ćelija 
domaćina od potencijalnih patogena. 
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6. ZAKLJUČCI 

Polazeći od postavljenih ciljeva doktorske disertacije i rezultata dobijenih tokom eksperimentalnog rada, 
mogu se predložiti sledeći zaključci: 

- U homeostazi, AO pacovi imaju više zrelih rezidentnih CD163+ makrofaga u peritonealnoj 
šupljini u odnosu na DA pacove, što uz nalaz, da nakon i.p. primene umrtvljenih autolognih bakterija 
fecesa E. coli ili Enterococcus spp. u DA pacovima dolazi do izraženijeg smanjenja udela zrelih makrofaga 
i povećane produkcije NO, ukazuje na veći stepen aktivacije ćelija peritonealne šupljine zdravih DA 
pacova i izraženiju proinflamatornu polarizaciju tokom razvoja peritonitisa u odnosu na ćelije AO 
pacova.  

- Makrofagi peritonealne šupljine DA pacova produkuju veće količine IL-6, a manje količine IL-
10 u odnosu na makrofage peritonealne šupljine AO pacova tokom peritonitisa izazvanog indirektnim 
delovanjem bakterija mikrobiote creva narušavanjem integriteta epitela kolona tokom razvoja kolitisa, a 
posebno nakon dodatne stimulacije predstavnicima mikrobiote creva in vitro. Uprkos sličnom stepenu 
oštećenja kolona, smrtni ishod tokom razvoja kolitisa je retkost u AO pacovima, što je u korelaciji sa 
većom zastupljenošću rezidentnih CD163+MHCII- makrofaga peritonealne šupljine i njihovom 
intenzivnijom produkcijom IL-10 u odgovoru na dodatnu stimulaciju umrtvljenim bakterijama fecesa in 
vitro, i verovatno je i u vezi sa porastom koncentracije antitela klase IgA specifičnih za E. coli u serumu 
AO pacova.  

- I.p. primena probiotske bakterije L. rhamnosus dovodi do razvoja inflamacije u peritonealnoj 
šupljini, koja je okarakterisana smanjenjem zastupljenosti rezidentnih CD163+ makrofaga, influksom 
inflamatornih HIS48HiCD43+ monocita i porastom zastupljenosti inflamatornih CD163-MHCIILow 
makrofaga među ukupnim ćelijama peritonealne šupljine pacova oba soja. I.p. primena ove probiotske 
bakterije u AO pacovima prevenira porast produkcije NO i H2O2 od strane makrofaga stimulisanih in 
vitro pomoću E. coli i Enterococcus spp., a u DA pacovima dodatno povećava produkciju NO i uree od 
strane makrofaga stimulisanih pomoću autologih umrtvljenih bakterija fecesa in vitro. Nalazi ukazuju na 
to da L. rhamnosus ima veći potencijal da u AO pacovima spreči funkcionalne promene do kojih dovodi 
stimulacija ćelija peritonealne šupljine komensalnom mikroflorom. 

- Rana postnatalna oralna primena probiotske bakterije L. rhamnosus u DA pacovima uzrokuje da 
nakon razvoja kolitisa u adultnom dobu bude povećana zastupljenost rezidentnih CD163+MHCII i 
CD11bHiCD4Hi makrofaga peritonealne šupljine i smanjen influks HIS48HiCD43+ monocita, 
suprimirano povećanje produkcije NO i IL-10 od strane makrofaga stimulisanih umrtvljenim 
bakterijama fecesa in vitro, a potencira i produkciju TNF od strane ovih ćelija. Osim što ovakva primena 
dovodi do smanjenja dužine kolona zahvaćene ulceracijom nakon indukcije kolitisa u adultnom dobu, 
što je verovatno rezultat i niže produkcije inflamatornih citokina u tkivu kolona, pored povećanja 
raznovrsnosti bakterija uobičajenih bakterijskih i Bifidobacterium vrsta u fecesu i poboljšanja histološkog 
nalaza creva, izloženost probiotskoj bakteriji L. rhamnosus tokom kritičnog perioda u razvoju imunskog 
sistema verovatno dovodi i do neke vrste dugotrajnog reprogramiranja funkcija ćelija urođenog 
imunskog odgovora i njihovog odgovora na stimulaciju komensalnim bakterijama u odraslom dobu. 

- Nalazi ove disertacije ukazuju na značaj genetski determinisane predispozicije ka 
određenom obrascu aktivacije makrofaga za promene u njihovom fenotipu i aktivnosti tokom 
razvoja inflamatornog odgovora koji je indukovan delovanjem bakterija crevne mikrobiote ili 
probiotske bakterije L. rhamnosus. Ovi nalazi ukazuju i na značaj personalizovane terapije 
probioticima, odnosno na to da je u proceni efikasnosti tretmana probiotskim bakterijama, 
pored karakteristika koje su uslovljene polom ili starošću, ključno sagledati i one individualne 
karakteristike u imunološkoj reaktivnosti koje su genetski determinisane pošto su one mogući 
uzrok varijabilnih rezultata istraživanja efekata probiotika na zdravlje ljudi i laboratorijskih 
životinja. 
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- Rezultati predstavljeni u ovoj disertacije dodatno potvrđuju značaj mikrobiote creva za 
razvoj imunskog sistema tokom ranog postnatalnog perioda i formiranje profila imunološke 
aktivacije u adultnom periodu.  
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