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Sažetak 
  

 

 Inflamatorne bolesti creva (IBD), uključujući ulcerozni kolitis i Kronovu bolest, sve su 

učestalije širom sveta i značajno narušavaju kvalitet života obolelih. Patogeneza ovih bolesti rezultat 

je složene interakcije genetskih faktora, crevne mikrobiote i uticaja iz spoljašnje sredine. Cilj ove 

doktorske teze bio je da se ispita efekat rekombinantne izoforme lektina banane (rBanLec), poznatog 

po svojim imunomodulatornim svojstvima, u eksperimentalnom modelu 2,4,6-trinitrobenzen 

sulfonskom kiselinom-izazvanog kolitisa u C57BL/6 mišu. rBanLec je primenjivan u dozama od 0,1, 

1 i 10 μg/mL (100 µL) pre ili nakon izazivanja eksperimentalnog kolitisa. Težina bolesti procenjivana 

je na osnovu gubitka telesne težine, skraćenja dužine debelog creva, histopatoloških promena, 

citokinskog profila i parametara oksidativnog stresa u debelom crevu, kao i lokalnih promena u 

populaciji imunskih ćelija. Najpovoljniji efekat je postignut primenom 0,1 μg/mL rBanLec, kako 

jednokratno profilaktički tako i tokom bolesti. Pozitivan efekat primene rBanLec se ogledao u 

značajnom ublaženju kliničke slike u piku bolesti i ubrzavanju oporavka, a bio je povezan sa 

smanjenjem intenziteta histoloških promena, povećanjem lokalne koncentracije antiinflamatornih 

citokina i pojačanom aktivnošću antioksidativnih enzima u debelom crevu. Rezultati ukazuju da 

primena rBanLec u niskim doza može imati povoljno dejstvo u IBD putem modulacije oksidativnog 

stresa i imunskog odgovora, što dalje ukazuje na potencijalnu mogućnost primene u kontroli IBD. 

 

 

Ključne reči: IBD, lektin banane (BanLec), imunomodulacija, antiinflamatorna aktivnost, debelo 

crevo, TNBS izazvani kolitis, citokini, antioksidativni enzimi, C57BL/6 miševi  
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Prophylactic effect of recombinant banana lectin in inflammatory bowel 

diseases: evaluation in a murine model of chemically induced colitis 

 

Abstract 

 

 The incidence of inflammatory bowel diseases (IBD), such as ulcerative colitis and Crohn’s 

disease, continues to increase globally. Given the profound impact of IBDs on patient quality of life, 

the development of effective preventative and therapeutic strategies remains a critical priority. IBD 

develops through the combined influence of genetics, gut microbial composition, and environmental 

triggers. The study utilized a TNBS (2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid)-induced colitis model in 

C57BL/6 mice to examine the effects of recombinant banan lectin (rBanLec), a mannose-specific 

lectin known for its immunomodulatory activity. Mice received rBanLec at concentrations of 0.1, 1, 

and 10 μg/mL (100 µL) prior or after to colitis induction. Disease severity was evaluated through 

parameters such as body weight loss, colon shortening, histopathological analysis, cytokine profiling, 

oxidative stress biomarker assessment and local changes in immune cell populations. Treatment with 

the lowest tested dose of rBanLec (0.1 μg/mL) led to a significant reduction in colitis severity, as 

evidenced by less weight loss, improved histological outcomes, and a shift toward an anti-

inflammatory cytokine profile. Furthermore, rBanLec enhanced the activity of key antioxidant 

enzymes and lowered oxidative stress indicators during peak inflammation. These results suggest that 

low-dose rBanLec has a protective role in experimental colitis through its ability to attenuate 

oxidative damage and promote anti-inflammatory immune responses. This positions rBanLec as a 

promising candidate for future interventions in control of IBD pathology. 
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1. UVOD 

 

Imunomodulatorni potencijal lektina otvara mogućnost za razvoj novih pristupa u kontroli 

zapaljenskih bolesti [1]. Trenutni tretmani zapaljenskih bolesti creva (engl. Inflammatory Bowel 

Disease; IBD) su uglavnom bazirani na korišćenju imunoisupresivnih lekova kao što su 

kortikosteroidi, anti-TNF antitela, tiopurini i metotreksat. Korišćenje jakih imunosupresivnih lekova 

dovodi IBD pacijente u povišen rizik za nastanak kancera i infekcija [2]. IBD pacijenti koji se leče 

sistemskom kortikosteroidnom terapijom imaju povećan rizik od venske tromboembolije [3]. 

Dodatno, zbog imunosupresivne terapije, IBD pacijenti često imaju neadekvatan imunski odgovor na 

vakcinaciju, što ih čini podložnijim bolestima koje se mogu efikasno prevenirati vakcinacijom [4]. S 

obzirom na ozbiljne neželjene efekte postojećih terapija, očigledna je potreba za razvojem novih i 

bezbednijih pristupa u tretmanu IBD. Prezentovani rezultati otvaraju vrata novom smeru istraživanja 

povodom rBanLec i njegovog antioksidativnog i antiinflamatornog potencijala u IBD.  

 

1.1. Lektini 

 

Biljni lektini, drugačije nazvani i fito ili hemaglutinini, su prvi put opisani od strane Petera 

Hermana Stilmarka 1888. godine [5]. U sklopu svoje doktorske teze, on je izolovao ricin iz semena 

ricinusa (Ricinus comunis) i primetio da se izolovani protein vezuje za površinu crvenih krvnih zrnaca 

i dovodi do njihovog zgrušnjavanja. Uočeni fenomen je postao predmet istraživanja tek 1898. godine, 

kada je Elfstrand ovu pojavu nazvao aglutinacija [6]. Ubrzo nakon ovog otkrića, otkiveni su i drugi 

proteini koji imaju sposobnost aglutinacije eritrocita a nemaju toksične osobine kao što su lektini iz 

semena mahunarki Phaseolus vulgaris (pasulj), Pisum sativum (grašak) i Lens culinaris (sočivo) [6,7]. 

 Termin lektin (poreklo od latinske reči legere, što znači izabrati) je prvi put uveden od strane 

Boyd i Shapleigh 1954. godine i odnosio se na njihovu sposobnost da prepoznaju i vezuju određene 

ugljenohidratne strukture [7]. Lektini imaju sposobnost da vezuju ugljene hidrate, a naziv 

hemaglutinin se odnosi na onu grupu lektina za koju nije poznata ugljenohidratna specifičnost [8]. 

Imajući u vidu sve osobine lektina, Peumans i Van Dam su predložili definiciju lektina koja ih opisuje 

kao (gliko)proteine, koji poseduju makar jedan koji može da vezuje specifične mono ili oligosaharide 

i koji nema katalitičku funkciju [9]. Iako se znanje u ovoj oblasti povećava, ova definicija je 

prihvaćena i danas. Pored biljaka, lektini su opisani i u životinjskim sistemima i različitim 

mikroorganizmima [10]. 

Uzimajući u obzir da je 70-ih i 80-ih godina prošlog veka težište izučavanja lektina bilo 

pretežno vezano za njihovu karakterizaciju i određivanje specifičnosti prema ugljenim hidratima, 

usledila je klasifikacija lektina prema specifičnosti za različite saharidne strukture: 

1. Glukozu (Glc)/manozu (Man) 

2. Galaktozu (Gal) i N-acetil-D-galaktozamin (GalNac) 

3. L-fukozu 

4. Sijalinsku kiselinu 

Prema poreklu lektini se mogu podeliti na: 

1. Biljne lektine 

2. Životinjske lektine 

3. Bakterijske lektine 

4. Lektine protozoa 

5. Viralne hemaglutinine 

 Pažljivom analizom genoma i transkriptoma pokazano je da svi lektini mogu biti klasifikovani 

u 12 porodica. Ova podela je zasnovana na polipeptidnoj sekvenci i strukturi domena koji prepoznaje 

ugljenohidratne strukture (engl. Carbohydrate recognition domain; CRD) (Tabela 1.). Različiti CRD 



 

2 

 

se međusobno razlikuju u sekvencama ali postoji reaktivnost sa sličnim strukturama ugljenih hidrata, 

što ukazuje da specifičnost nije striktno vezana za pojedinačni CRD [11,12]. 

 
Tabela 1. Pregled domena biljnih lektina koji prepoznaju ugljenohidratne strukture [6]. 

Lektinski Domen  Karakteristika proteina Specifičnost Lokalizacija u biljnoj ćeliji 

Agaricus bisporus homolog Homodimer N-glikan 

T antigen  

Nukleus, citoplazma 

Amaranthin domen Homodimer GalNAc 

 T antigen  

Nukleus, citoplazma 

Homolog klasi V hitinaza Homodimer Manozom bogati N-glikani Vakuole 

Cijanovirin domen Homodimer Manozom bogati N- glikani Vakuole 

Eunymus europaeus lektinski domen Homodimer Galaktozidi, Manozom bogati N-glikani Nukleus, citoplazma 

Vakuole 

Galanthus nivalis aglutinin domen Heterodimer Manoza, oligomanozidi, Manozom bogati 

N-glikani, Kompleksi N-glikana 

Vakuole 

 

Nukleus, citoplazma 

Hevein domen Heterodimer GlcNAc Vakuole, ćelijski zid 

Žakalin domen Heterodimer Man  

Galaktoza 

Nukleus, citoplazma 

Vakuole 

Domen specifičan za familiju sočiva Heterodimer Man/Glc, Gal/GalNAc, fruktoza, 

Siaα2,6Gal/GalNAc kompleks N glukana 

Vakuole 

Citoplazma 

Lys M domen Heterodimer (GlcNAc)n Vakuole 

Nukleus, citoplazma 

Nictaba sličan domen Homodimer (GlcNAc)n 

Manozom bogati N-glukani 

Kompleks N-glukana 

Nukleus, citoplazma 

Ricin B-domen Heterodimer Gal/GalNAc 

Siaα2,6Gal/GalNAc 

Vakuole 

Nukleus, citoplazma 

 

Biljke su najbogatiji izvor lektina, i najčešće su se koristili njihovi vegetativni delovi i semena 

za izolovanje i analizu ovih molekula [13]. U poslednje dve decenije više pažnje se poklanja biljnim 

lektinima koji su u manjoj koncentraciji zastupljeni u delovima biljke kao što su list, koren i cvet. 

Bioinformatička analiza sekvenci svih poznatih lektina je pokazala da su neka ugljenohidrat-vezujuća 

mesta prisutna u više vrsta organizama (od biljaka i životinja do gljiva i bakterija), dok su druga mesta 

specifična samo za određenu vrstu biljaka [11]. Velika rasprostranjenost lektina u svim delovima 

biljke i njihovo prisustvo u biljnom svetu govore koliko ovi proteini imaju važnu ulogu. Jedna od 

mogućih fizioloških uloga je zaštita od fitopatogenih mikroorganizama, fitofagnih insekata i životinja 

koje se hrane biljkama [14-16]. Zaista, pokazano je da biljni lektini mogu imati citotoksično dejstvo, 

kao i toksično dejstvo na gljive, insekte, nematode i na neke više životinje [9,17,18]. Sa aspekta 

primene, među najbitnije osobine lektina spadaju izražena rezistentnost na enzimsku proteolizu i 

stabilnost u širokom opsegu pH. Nivo in vivo rezistencije lektina na degradaciju enzimima u 

gastrointestinalnom traktu (engl. Gastrointestinal Tract; GIT) je različit. U jednoj studiji u kojoj su 

eksperimentalne životinje hranjene čistim lektinima, u fecesu je pronađeno preko 90% ingestiranih 

lektina (konkavalin A, lektini iz biljaka kao što su Phaseolus vulgaris i Galanthus nivalis) u 

reaktivnoj formi prema zečjim anti-lektin antitelima [19]. 

Biljni lektini su klasifikovani u sedam familija proteina koji su srodni i strukturno i 

evoluciono: 

1. Floemski lektini iz familije Cucurbitaceae [20] 

2. Hitin-vezujući lektini koji sadrže hevein domen 

3. Lektini mahunarki [21] 

4. Ribozom-inaktivirajući protein 2 [22] 

5. Lektini monokotiledonih biljaka koji vezuju Man 

6. Žakalin i njemu slični lektini [23] 

7. Familija amarantina 

Poslednje tri navedene familije lektina dele slične strukturne karakteristike i poseduju samo 

sekundarnu strukturu β-nabranih ploča. Familija lektina mahunarki je najdetaljnije izučavana i 

okarakterisana.  
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Takođe, na osnovu strukture su definisane četiri klase biljnih lektina [9]: 

1. Merolektini - mali monovalentni proteini koji poseduju samo jedno mesto za vezivanje 

ugljenih hidrata i samim tim ne mogu da aglutinišu eritrocite ili da precipitiraju 

glikokonjugate 

2. Hololektini - lektini koji imaju dva ili više indentičnih mesta za vezivanje ugljenih hidrata, 

i stoga imaju sposobnost aglutinacije ćelija ili precipitacije glikokonjugata 

3. Himerolektini - proteini nastali fuzijom, sadrže jedan domen koji vezuje ugljene hidrate a 

drugi domen poseduje katalitičku ili drugačiju biološku aktivnost 

4. Superlektini - imaju sposobnost da vezuju više različitih ugljenih hidrata 

 

1.1.1. Uloga lektina u imunskom sistemu 

 

 U proteklih deset godina, lektini su postali prepoznatljivi kao molekuli koji učestvuju u 

ćelijskom prepoznavanju u mnogim biološkim sistemima. Lektini ostvaruju različite efekte na ćelije 

kao što su aglutinacija, mitogena stimulacija, redistribucija komponenti na površini ćelije, 

modifikacija aktivnosti membranskih enzima, inhibicija rasta bakterija i gljiva, agregacija ćelija, 

toksičnost i imunomodulacija [24-29]. Lektini sintetisani u sisarskim ćelijama učestvuju u ključnim 

procesima, uključujući adheziju, mobilizaciju i aktivaciju ćelija, dok egzogeni lektini, poreklom iz 

biljaka i mikroorganizama, imaju sposobnost da modulišu funkcije sisarskih ćelija [30-35]. 

Biljni lektini su poznati kao potentni imunomodulatorni posrednici koji ostvaruju efekte i u 

urođenom i u adaptivnom imunskom odgovoru. Lektini mogu da modulišu proizvodnju citokina i 

drugih medijatora imunskog odgovora kao što su reaktivne vrste kiseonika (engl. Reactive Oxigen 

Species; ROS) i azota (engl. Reactive Nitrogen Species; RNS) i time poboljšavaju odbranu 

organizama od patogena [36-38]. Nekoliko biotehnoloških primena je bazirano na interakcijama 

između lektina i ugljenih hidrata [39,40]. Imunomodulatorna aktivnost biljnih lektina zasniva se na 

njihovoj interakciji sa glikanima koji su prisutni na površini imunskih ćelija. Takve interakcije 

dovode do transdukcije signala koja za posledicu ima aktivaciju ćelijskih efektorskih mehanizama 

[36]. Imunomodulatorni efekat lektina je opisan od strane više autora pri različitim aktivnostima 

imunskog sistema, uključujući i kontrolu infekcija [36-38,41,42]. Pokazano je da neki lektini mogu da 

pojačaju proces fagocitoze i proizvodnju citokina u imunskim ćelijama i na taj način ostvare pozitivan 

imunomodulatorni efekat u kontroli bakterijskih infekcija [29,43].  

Brojni lektini, kada se konzumiraju u sirovoj formi, mogu da utiču na digestivni sistem i propustljivost 

mukoze vezujući se za glikokaliks na površini epitelnih ćelija u GIT [44]. Ipak,  nemaju svi lektini 

negativno dejstvo na GIT. Većina biljnih lektina nije zastupljena u visokim koncentracijama u 

namernicama koje se koriste u ishrani čoveka, i mogu imati pozitivno dejstvo na transport hrane kroz 

GIT [45]. Primera radi, lektin iz pšenice (Triticum vulgaris) potpomaže apsorpciju nutritivnih faktora 

kao što su flavonoidi i kalcijum [46]. Lektini poreklom iz belog luka (Allium cepa) stimulišu (i) 

aktivnost makrofaga koja se ogleda u porastu koncentracije azot-oksida (engl. Nitrite Oxide; NO) i 

ciklooksigenaze-2, (ii) proizvodnju proinflamatornih medijatora, uključujući i citokin faktor nekroze 

tumora (engl. Tumor Necrosis Factor; TNF), kao i (iii) proizvodnju interleukina (IL)-10 [47]. Studije 

na životinjskim modelima su pokazale da se hranjenjem pacova ekstraktom belog luka pojačava 

njihov imunski odgovor usled povećanja brojnosti ćelija koje u njemu učestvuju i proizvodnje 

proinflamatornih citokina [48]. Lektini iz familije žakalina imaju imunomodulatorno dejstvo jer 

stimulišu mononuklearne ćelije periferne krvi (engl. Human Peripheral Blood Mononuclear Cells; 

PMBC) promovišući njihovu proliferaciju i proizvodnju citokina [49]. Lektin specifičan za N-acetil-

D-glukozamin izolovan iz semena Lonchocarpus araripensis inhibira migraciju neutrofila 

indukovanu karagenanom i značajno smanjuje inflamatorni edem šapica kod miša [50]. Lektini mogu 

uticati na sekreciju inflamatornih medijatora i tako ostvarivati efekat antiinflamatornog agensa [51]. 
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U Tabeli 2. su navedeni lektini iz hrane koji ispoljavaju pro- i antiinflamatorne efekte, zajedno sa 

informacijama o njihovoj molekulskoj strukturi i poreklu. 

Tabela 2. Proinflamatorni i antiinflamatorni biljni lektini [52]. 

Latinsko ime Familija Organ 

biljke iz 

koje je 

izolovan 

Ime 

lektina 

Specifičnost lektina Mr 

(kDa) 

Imunomodulatorni 

odgovor 

Tip 

odogovora 

Ref. 

Allium cepa Liliaceae Lukovica ACA Manoza 48 Indukuje: NO, TNF i 

IL-1, IFNγ i IL.2 

Pro-

inflamatorni 
[47,53

] 

Allium sativum Alliaceae Lukovica ASAI Galaktoza/Manoza 25 Indukuje: NO, IFNγ Pro-

inflamatorni 
[54] 

Alpinia 

purpurata 

Zingiberaceae Cvast ASAII  

ApuL 

Galaktoza/Manoza 

Fetuin/ovalbumin 

34 IFNγ, TNFα, IL-6, IL-

17A, NO i IL-10 

Pro i 

Antiinflama

torni 

[55] 

Arisaema 

erubescens 

Araceae Lukovica AEL Asialofetuin 12 Migraciju neutrofila, 

proizvodnju NO, 

prostaglandina i TNFα 

Pro-

inflamatorni 
[56] 

Artocarpus 

heterophyllus 

Moraceae Rekomb. ArtinM Manoza 35 β-heksoaminidazu, 

Aktivaciju mast ćelija 

TNFα 

Pro-

inflamatorni 
[57,58

] 

Artocarpus 

hypargyreus 

Moraceae Plod AHL Galaktoza 62.5 IFNγ, TNFα, IL-6, IL-

12 i NO 

Pro-

inflamatorni 
[59] 

Bauhinia 

bauhinioides 

Fabaceae Seme BBL Galaktoza 28.3 TNFi IL-1β i inhibira 

migraciju neutrofila 

Antiinflama

torni 
[60] 

Canavalia 

oxyphylla 

Fabaceae Seme CoxyL Manoza/glukoza 30 Migracija neutrofila Antiinflama

torni 
[61] 

Centrolobium 

tomentosum 

Fabaceae Seme CTL Manoza/glukoza 27.5 Migracija neutrofila 

posredstvom TNFα 

Pro-

inflamatorni 
[58] 

Clitoria 

fairchildiana 

Fabaceae Seme CFAL Kompleksni šećeri  Migracija neutrofila Antiinflama

torni 
[62] 

Colocasia 

esculenta 

Araceae Lukovica Tarin Manozni N-glukan 

lanac 

24.5 Stimulacija B- 

limfocita, leukopenija 

Pro-

inflamatorni 
[63] 

Dioclea 

wilsonii 

Fabaceae Seme DwL Manoza 25.6 Modulacija mast ćelija / [64] 

Fagopyrum 

tataricum 

Polygonaceae Seme TBL / 65 TNFα, IL-10, Il-12, 

aktivacija dendritskih 

ćelija 

Pro-

inflamatorni 
[65] 

Moringa 

oleifera 

Moringaceae Seme WSMoL Ovalbumin, 

Azokazein, 

Asialofetuin 

60 TNFα, IL-2, IL-6, IL-

10, NO, aktivacija 

CD8+ T ćelija 

Pro-

inflamatorni 
[66,67

] 

Musa 

acuminata 

Musaceae Pulpa BanLec Glukoza/manoza 15 IL-10, IL-17, TNFα, 

smanjuje IFNγ i IL-6, 

povećava CD4+ i 

smanjuje CD8+ T ćelije 

Pro-

inflamatorni 
[68] 

Parkia 

biglobosa 

Fabaceae Seme PBL Manoza/glukoza 98 Migracija neutrofila i 

proizvodnja citokina 

Pro-

inflamatorni 
[69] 

Pinellia ternata Araceae Lukovica PTL / 13 TNFα, IL-1β, IL-6, 

ROS 

Pro-

inflamatorni 
[70,71

] 

Schinus 

terebinthifolius 

Anacardiacea

e 

List SteLL N-acetil-glukozamin 14 Umanjuje IL-6, MCP-

1, TNFi VEGF 

Antiinflama

torni 
[72] 

Vatairea 

guianensis 

Fabaceae Seme VGL Galaktoza  TNFα Pro-

inflamatorni 
[73,74

] 

Zizyphus 

oenoplia 

Rhamnaceae Seme ZOSL Galaktoza 25 Anti-alergijski, 

antiinflamatorni 

Antiinflama

torni 
[66] 

 

Biljni lektini mogu ostvariti i pro i antiinflamatorni efekat u zavisnosti od interakcije sa 

različitim komponentama imunskog sistema [75]. Oni mogu aktivirati imunske ćelije i stimulisati 

proizvodnju citokina, pojačavajući odbrambeni mehanizam protiv infekcija i olakšavajući 

obnavljanje i reparaciju tkiva. Suprotno, lektini mogu imati sposobnost modulacije imunskog 

odgovora ka redukciji inflamatornog odgovora, suprimirajući prekomernu imunološku aktivnost i 

promovišući rezoluciju inflamacije. Ovakva dvojna sposobnost čini biljne lektine „svestranim“ 

regulatorima imunskog odgovora i zapaljenske reakcije. Na slici se vidi način na koji biljni lektini 

učestvuju u ovim mehanizmima [52] (Slika 1.). 
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Slika 1. Biljni lektini kao pro i antiinflamatorni agensi [52]. 

1.1.1.1. Proinflamatorni mehanizam delovanja biljnih lektina 

 

Proinflamatorni imunski odgovor uključuje aktivaciju, regrutovanje imunskih ćelija, 

proizvodnju citokina i pokretanje različitih molekulskih mehanizama koji učestvuju u borbi protiv 

infekcija, obnavljanju oštećenog tkiva i odgovoru na povrede [75]. Dok su ovi mehanizmi ključni za 

odbranu i obnavljanje, nekad mogu dovesti i do hronične inflamacije i oštećenja tkiva ako nisu 

adekvatno regulisani. Biljni lektini indukuju inflamatorni imunski odgovor putem nekoliko 

mehanizama. Njihova interakcija sa ćelijama imunskog sistema i aktivacija inflamatornog signalnog 

puta igra bitnu ulogu u ovom procesu. Lektini se specifično vezuju za ugljenohidratne strukture 

glikoproteina i glikolipidia prisutnih na površini imunskih ćelija kao što su makrofagi, dendritske 

ćelije (DĆ) i T ćelije. Ovo vezivanje može da započne ćelijsku aktivaciju i inflamatorni odgovor 

[76,77] (Slika 1.). 

 Biljni lektini mogu da aktiviraju signalni put zavisan od nuklearnog faktora kappa B (engl. 

Nuclear Factor kappa B; NF-κB), ključnog regulatora inflamatornog odgovora. Aktivacija NF-κB 

dovodi do transkripcije gena koji kodiraju proinflamatorne citokine, hemokine i druge medijatore 

zapaljenske reakcije [78]. Aktivacija imunskih ćelija lektinima dovodi do oslobađanja različitih 
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proinflamatornih citokina, uključujući TNF, IL-1β, IL-6 i interferon γ (IFNγ). Ovi citokini pojačavaju 

zapaljenski odgovor regrutujući imunske ćelije i promovišući dodatnu proizvodnju citokina [79]. 

Lektini mogu da utiču na pojačanu ekspresiju adhezivnih molekula na endotelnim ćelijama i 

leukocitima, promovišući tako adheziju imunskih ćelija na vaskularni endotelijum i njihovu migraciju 

u tkiva gde je zapaljenska reakcija prisutna [80]. Vezujući se za specifične šećerne strukture, lektini 

olakšavaju migraciju leukocita do mesta povrede, doprinoseći inflamatornom odgovoru [76]. 

Vezivanje lektina može da dovede i do proizvodnje ROS i RNS u imunskim ćelijama. Ovi molekuli 

igraju ključnu ulogu u eliminaciji patogena, ali takođe, ako se produkuju u većoj količini, doprinose 

oštećenju tkiva i nekontrolisanom širenju inflamacije [81] (Slika 1.). 

 

1.1.1.2. Antiinflamatorni efekti biljnih lektina 

 

 Antiinflamatorni mehanizmi podrazumevaju mehanizme kojima se umanjuje proces 

inflamacije i sprečava preterana zapaljenska reakcija. Ovo uključuje supresiju proinflamatornih 

signala, aktivaciju signalnih puteva koji dovode do prekida zapaljenske reakcije i promociju 

ozdravljenja i obnavljanja tkiva. Antiinflamatorni odgovor je ključan u održavanju homeostaze 

imunskog sistema, sprečavanju hronične inflamacije i izbegavanju oštećenja tkiva. Biljni lektini, iako 

često povezivani sa proinflamatornim odgovorom, mogu kroz različite mehanizme ispoljiti i 

antiinflamatorne efekte. Biljni lektini mogu uticati na povećanje brojnosti regulatornih T ćelija 

(Treg), što omogućava održavanje imunološke tolerancije i/ili supresiju preterane inflamacije usled 

pojačane proizvodnje regulatornih citokina kao što su IL-10 i transformišući faktor rasta beta (engl. 

Transforming Growth Factor beta; TGFβ) [82]. Takođe, lektini mogu da promovišu polarizaciju 

makrofaga ka M2 tipu koji ima antiinflamatornu ulogu i pozitivno doprinosi obnovi tkiva [83]. Neki 

lektini, pored aktivacije, mogu i da inhibiraju NF-κB signalni put što dovodi do inhibicije 

transkripcije gena koji kodiraju proinflamatorne agense [84]. Takođe određeni biljni lektini 

ispoljavaju antioksidativno dejstvo, redukujući oksidativni stres i inflamaciju, povećavajući aktivnost 

antioksidativnih enzima i smanjujući proizvodnju ROS [85] (Slika 1.).  

  

1.1.2. Lektin Banane 

 

Tokom istraživanja humoralnog imunskog odgovora na različite komponente hrane, Koshte i 

saradnici su primetili vezivanje IgG4 za ekstrakt banane (Musa paradisiaca) [86]. Oni su opisali lektin 

banane (engl. Banana Lectin; BanLec) kao homodimerni protein koji vezuje manozu i oligosaharide 

koji u svom sastavu poseduju manozu i koji ima funkciju potentnog T-ćelijskog mitogena [87,88]. 

Kasnije su Peumans i saradnici klonirali i sekvencirali BanLec i potvrdili da se sastoji od dve 

identične subjedinice veličine 15 kDa koje imaju specifičnost vezivanja manoze. Imajući u vidu 

homologiju sekvence i predviđanje sekundarne strukture, klasifikovali su BanLec u familiju lektina 

sličnih žakalinu [89]. Ista grupa naučnika je identifikovala lektine predominantno locirane u pulpi 

banane (Musa acuminata L.) i sirovim zelenim bananama (Musa spp.) kao lektine. Identifikacija 

BanLec dokazuje da se lektini slični žakalinu mogu pronaći i u monokotiledonim vrstama i da su 

zastupljeni i u višim biljkama [89]. 

 

1.1.2.1. Struktura lektina banane 

 

 Kao što je ranije pomenuto, BanLec je dimerni protein koji se sastoji od dve identične 

subjedinice veličine 15 kDa, formirane od polipeptidnih lanaca koji sadrže 141 amino kiselinu. Nakon 

proizvodnje rekombinantnom DNK tehnologijom i istraživanja njegove strukture molekulskim 
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modelovanjem, pokazano je da BanLec ima sekvencu sličnu prethodno opisanim lektinima iz familije 

žakalinu sličnih lektina koji imaju isto savijanje i trodimenzionalnu strukturu [87]. Bazirano na 

kvaternarnoj strukturi, Raval i saradnici su žakalinu slične lektine klasifikovali u tri grupe [90]: 

1. Prva grupa obuhvata žakalin i artokarpin 

2. Druga grupa obuhvata kalsepu 

3. Treća grupa obuhvata heltubu 

Meagher i saradnici su predložili i četvrtu strukturnu grupu žakalinu sličnih lektina, koja bi 

obuhvatala i BanLec jer njegova kvaternarna struktura sadrži jedinstveni dimer [87]. Dimerni BanLec 

i kalsepa, tetramerni artokarpin i oktamerna heltuba spadaju u manozno-specifične lektine sa 

sekundarnim strukturama β-prizme i zaokretom koji zajedno formiraju skoro istu tercijarnu strukturu 

[91]. 

Predložena je struktura BanLec u obliku trake (homodimerski protein) [92], gde svaka 

subjedinica poseduje jedan triptofanski ostatak na poziciji 10. Takođe, svaka subjedinica sadrži 

dvanaest β ploča koje su raspoređene u formi β-prizma-I-okret. Najvažnije, kristalografijom uz 

pomoć X zraka je pokazano prisustvo drugog šećer-vezujućeg mesta na subjedinici BanLec. Time je 

BanLec jedini lektin sa strukturom β-prizma-I-okret koji poseduje više od jednog vezujućeg mesta 

po subjedinici. BanLec je jako stabilan protein i denaturiše se samo u prisustvu visokih koncentracija 

haotropnih molekula [93]. Glavni razlog stabilnosti BanLec može biti prisustvo jakih vodoničnih veza 

u dimeru uz prisustvo vodenih mostova [94] (Slika 2).  

 

Slika 2. 3D struktura dimera lektina banane, na kojoj su označena šećer-vezujuća mesta na svakom monomeru  

(slika preuzeta sa https://www.wwpdb.org/, pristupni broj 2BMY) [95]. 
 

 Banana lektin, je manozno-specifičan lektin pulpe banane koji prepoznaje terminalne α-D-

manozne/glikozidne grupe, unutrašnje α-1,3-manozne/glukozidne grupe i redukujuće terminalne β-

1,3-glukozidne grupe kao što su one koje se pojavljuju u laminarinu, polisaharidu prisutnom u braon 

algama Laminaria digitata. Lektin se vezuje preko primarnog vezujućeg mesta za disaharide koji 

uključuju manozu ili glukozu na α-1,3 vezi prema neredukujućem kraju [94].  

 

1.1.2.2. Biološka uloga lektina banane 

 

https://www.wwpdb.org/
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 BanLec se u prirodi može naći u više izoformi čija zastupljenost varira među vrstama banane 

i među kojima postoje diskretne razlike u specifičnosti i strukturi. Time se bar delom može objasniti 

određeni stepen nekonzistentnosti rezultata istraživanja u kojima su korišćeni BanLec izolovani iz 

prirodnih izvora [94] (Tabela 3.).  
Tabela 3. Struktura opisanih BanLec [94]. 

Naziv Poreklo Struktura Amino kiselinska sekvenca Ref. 

BanLec Musa paradisiac Homodimer, 1̴3 kDa 

subjedinice 

- [86] 

BanLec Musa acuminata L. Homodimer, 15 kDa 

subjedinice 

141 aminokiselinska ostatka [89] 

BanLec Musa basjoo Homodimer, 15 kDa 

subjedinice 

N-terminalna amino kiselinska sekvenca 

slična lektinima poreklom iz  Musa vsrte 
[96] 

 

BanLec je manozno-specifičan lektin koji ima sposobnost aglutinacije zečijih eritrocita, i 

ispoljava jaku mitogenu aktivnost prema humanim i mišijim T ćelijama [35,97]. Značaj mitogene 

aktivnosti BanLec u fiziološkom smislu i u smislu bezbednosti njegove konzumacije u sklopu ishrane 

je opisan i od strane drugih naučnika [89,98,99]. Takođe, otkriveno je da BanLec ima ulogu u inhibiciji 

replikacije virusa humane imunodeficijencije (engl. Human Immunodeficiency Virus; HIV). 

Pokazano je da BanLec ima sposobnost vezivanja manoznih struktura glikolizovanih proteina kapsida 

HIV-1, uključujući i gp120 protein, čime blokira ulazak virusa u ćeliju domaćina [100].   

Lektin izolovan iz Del Monte banane (Musa acuminata) stimuliše proizvodnju IFNγ, TNF i 

IL-2 u mišjim splenocitima i inhibira proliferaciju ćelija leukemije (L1210) i hepato-ćelija (HepG2) 

[101]. Za razliku od BanLec izolovanog iz „carske“ banane (Musa basjoo) koji je in vitro stimulisao 

makrofage da produkuju NO [102], pri stimulaciji lektinom izolovanim iz Del Monte banane porast 

NO proizvodnje je izostao [101]. Dalje, analizom seruma oralno tretiranih miševa BanLec je pokazano 

da se na sistemskom nivou menja proizvodnja citokina - smanjuje se proizvodnja IFNγ  bez promene 

u proizvodnji IL-2 [68]. IgG4 antitela specifična za BanLec su takođe detektovana u serumu osoba 

koje konzumiraju banane u svakodnevnoj ishrani [88,103]. Sekretovana IgG4 antitela pojačano 

interaguju sa BanLec-1 uspostavljajući međusobnu interakciju koja u potpunosti isključuje 

interakciju šećer-vezujućeg mesta na lektinu i glikozidnog lanca na IgG4 antitelu. Čak ni prisustvo 

manoze nije narušilo ove interakcije [88].  

 

1.1.2.3. Rekombinantni Lektin Banane 

 

Rezultati istraživanja u kojima je korišćen BanLec iz prirodnih izvora su povećala 

interesovanje za ovaj protein, sugerišući njegovu potencijalnu ulogu u modulaciji imunskog 

odgovora, uključujući i odgovore na infekcije i kancer [68,94]. Kako bi se dobio preparat BanLec 

konzistentnih funkcionalnih i strukturnih karakteristika, kao preduslov za njegovu širu primenu, 

korišćene su mogućnosti koje daje genetski inžinjering i proizvedene su različite rekombinantne 

izoforme BanLec. Rekombinantne izoforme BanLec, iako hemijski i funkcionalno identične, mogu 

se razlikovati po hidrodinamičnoj zapremini u odnosu na BanLec iz prirodnog izvora, verovatno zbog 

toga što se rekombinantni BanLec drugačije savija u tercijarnu strukturu u poređenju sa nativnim 

BanLec [104]. 

Genetskim inženjeringom je proizvedena H84T izoforma BanLec koja ne ispoljava mitogena 

svojstva ali pokazuje dobar potencijal za primenu u tretmanu virusnih infekcija, poput infekcija 

influenca A [105], herpes [106] i SARS-CoV-2/MERS-CoV virusima [107]. Taj potencijal se zasniva 

na imunomodulatornom dejstvu i/ili sposobnosti da blokira ulazak virusa u ćelije domaćina [108,109].  

 U našim prethodnim istraživanjima [35,110-113], kao i pri izradi ove teze, korišćen je 

rekombinantni BanLec (engl. Recombinant Banana Lectin; rBanLec) koji je proizveden u laboratoriji 

prof. dr Gavrović-Jankulović [103]. Komplementarna DNK (engl. complementary DNA; cDNK) koja 

kodira rBanLec (dužina 426 nukleotida) dobijena je reverznom transkripcijom RNK izolovane iz 
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banane Musa acuminata, Cavendish, i kloniran u Echerichia coli.  rBanLec cDNA kodira protein 

dužine 141 amino kiselina, sa N-terminalnom sekvencom TGAIKVGA [103,113]. Molekulska masa i 

specifičnost vezivanja šećera rBanLec  je uporediva sa prirodnim BanLec (Tabela 3.).  

 rBanLec je viđen kao koristan za primenu u glikoproteomici i kao molekul sa značajnim 

potencijalom modulacije imunskog odgovora (moćan modulator proliferativnog odgovora populacija 

PMBC koje eksprimiraju proteine, prema CD (engl. Cluster of Differentiation) nomenklaturi 

označene CD3, CD4, i CD8 [103]. Imunomodulatorna i imunostimulišuća aktivnost rBanLec je 

pokazana i u in vitro i u in vivo sistemima, sa identifikacijom receptora sličnog Toll-u 2 (engl. Toll-

like Receptor 2; TLR2) kao jednog od važnih mesta za vezivanje rBanLec [35,110,111]. Pokazano je i 

in vitro i in vivo da rBanLec dozno-zavisno inicira proizvodnju proinflamatornih citokina koju prati 

i porast proizvodnje regulatornih citokina [110,111]. Efekat rBanLec na proizvodnju ROS i RNS 

molekula je takođe uočen u in vitro sistemu mišjih makrofaga [110]. Dimitrijević i saradnici su 

sproveli studiju u simuliranim uslovima GIT gde su zaključili da je rBanLec odličan kandidat za 

transport baziran na lektinima kroz GIT jer je otporan na dejstvo enzima u GIT [113]. Takođe, 

pokazano je da rBanLec ima dejstvo mukoznog imunomodulatora in vivo u mišu [111,112], gde dolazi 

do interakcije sa mukoznom površinom koja se može inhibirati prisustvom glukoze [112]. 

 rBanLec i H84T izoforma su korišćeni i za pravljenje himernih molekula koji su potom 

testirani in vitro za potencijalnu primenu u tretmanu alergija na polen breze [108]. 

 

1.2. Limfoidno tkivo u gastrointestinalnom traktu 

 

GIT predstavlja jedinstveni organ koji naseljavaju različite komensalne bakterije, dok je 

istovremeno svakodnevno izložen velikoj količini antigena poreklom iz hrane. GIT poseduje dve 

uloge – (i) digestija i apsorbcija hranjljivih materija poreklom iz hrane i (ii) kompleksna uloga 

očuvanja homeostaze obezbeđujući ravnotežu između aktivnog i tolerogenog imunskog odgovora na 

antigene sa kojima dolazi u kontakt. Creva, kao deo GIT, predstavljaju organ sa najbrojnijim 

imunskim ćelijama u telu, i kontinuirano su izložena širokom spektru antigena i potencijalnim 

stimulusima imunskog sistema. Sve je više podataka koji idu u prilog tome da komensalne bakterije 

i hrana utiču na fiziološke i patološke procese u organizmu [114,115].  

Intestinalni trakt se sastoji iz više regiona sa različitim anatomskim i fiziološkim 

karakteristikama [116]. Gornji delovi GIT poseduju vrlo malo limfoidnog tkiva u poređenju sa 

crevima. Tanko i debelo crevo formiraju kontinuiranu cev koja je prekrivena jednoslojnim epitelom 

i koja se prostire od kraja želudca do anusa. Tanko crevo je podeljeno na tri segmenta: duodenum 

(deo tankog creva najbliže želudcu), jejunum i ileum. Debelo crevo počinje cekumom, iza koga redom 

slede proksimalno debelo crevo, transvenzalno debelo crevo, distalno debelo crevo i rektum, i 

završava se anusom [116].  

 Limfoidno tkivo pridruženo GIT (engl. Gut-associated Lymphoid Tissue; GALT) čini najveći 

limfni organ u organizmu i obuhvata tri različita entiteta organizovanog limfoidnog tkiva koji 

uključuju Pejerove ploče (engl. Peyer's Patches; PP), izolovane limfne folikule i mezenterične limfne 

čvorove (mLČ), kao i difuzno raspoređene imunske ćelije u okviru crevnog epitela i lamina propriae 

[117]. Najveći deo imunoloških procesa se dešava u mukozi koja uključuje epitel, laminu propriu i 

tanki mišićni sloj ispod lamine proprie. Lamina propria se sastoji od gustog vezivnog tkiva koji pruža 

potporu resicama i sadrži krvne sudove i nervne završetke. Takođe sadrži i brojne ćelije urođenog i 

adaptivnog imunskog odgovora. Limfociti se nalaze i u epitelu. Iako su odvojeni samo tankom 

bazalnom membranom, lamina propria i epitel formiraju dve različite imunološke celine. Ispod 

mišićnog sloja je vezivno tkivo, submukoza, u kome se nalaze parasimpatički nervni završetci. Na 

submukozu naleže deblji mišićni sloj, i na kraju seroza koja razdvaja crevo od spoljašnje peritonealne 

šupljine [116] (Slika 3.).  

 



 

10 

 

 

Slika 3. Anatomija intestinalne mukoze i pridruženog imunskog sistema [116]. 

Intestinalni epitel spada u najveće mukozne površine u organizmu i sastoji se od jednog sloja 

intestinalnih epitelnih ćelija (IEĆ) koji je organizovan u kripte i vile (Slika 3.). Epitel intestinuma 

ima sposobnost da se kontinuirano obnavlja zbog prisustva pluripotentnih intestinalnih epitelnih stem 

ćelija koje se nalaze u samoj bazi kripti. Pored mukusa, IEĆ formiraju glavnu fizičku i biohemijsku 

barijeru koja razdvaja lumen creva od ćelija u lamini proprii [118]. Iako je njihova primarna uloga 

apsorbcija nutrijenata, u epitelu intestinuma se nalaze specijalizovane ćelije koje poseduju različite 

funkcije i igraju važnu ulogu u regulaciji imunskog odgovora u GIT [118]. Intestinalnu barijeru čine 

enterociti, endokrine ćelije, M ćelije, peharaste ćelije i Panetove ćelije koje formiraju prvu liniju 

odbrane od antigena, toksina, patogena i mikrobiote.  Istovremeno, intestinalna barijera je selektivno 

permeabilna čime se omogućava apsorpcija nutrijenata, elektrolita i vode [119-121].  

Specijalizovane ćelije epitela kao što su peharaste ćelije i Panetove ćelije potpomažu u 

uspostavljanju fizičke barijere sekrecijom mucina i antimikrobnih peptida [118]. Mukus, u zavisnosti 

od dela GIT, je funkcionalno organizovan tako da učestvuje u prvoj liniji odbrane od 

mikroorganizama. Mukus u predelu tankog creva je u vidu tanjeg propustljivijeg sloja koji dopušta 

apsorbciju nutrijenata, dok se mukus koji je prisutan u debelom crevu sastoji od dva sloja od kojih je 

unutrašnji gušći i neprobojan za bakterije koje se nalaze u lumenu creva [122,123]. Panetove ćelije 

dalje pojačavaju fizičku barijeru sekretovanjem antimikrobnih proteina uključujući defenzine, 

katelicidine i lizozome. Sekretorne IEĆ zajedno učestvuju u ograničavanju brojnosti i raznolikosti 

bakterija koje dolaze u kontakt sa epitelom i mukozom ispod epitela [118]. 

Sloj vezivnog tkiva koji se nalazi ispod epitela, lamina propria, je deo gde se nalazi najveći 

deo intestinalnih imunskih ćelija, krvni sudovi, limfni sistem i nervni završetci. Lamina propria je 

bitno efektorsko mesto mukoznog imunskog odgovora i samim tim ima veoma važnu ulogu u 

sprečavanju ulaska i prolaska patogena ka mukozi, kao i u uništavanju patogena u slučaju infekcije 

[124,125]. Slobodni limfociti u lamini proprii su uglavnom CD4+ T ćelije, CD8+ T ćelije, Treg ćelije i 

B ćelije koje se predominantno diferenciraju u IgA-sekretujuće plazma ćelije [116,124-126]. Lamina 

propria, pored epitela, predstavlja mesto sa najvećim brojem T ćelija u ljudskom organizmu. Većina 

ovih limfocita su antigenom aktivirani limfociti, tj. limfociti koji su bili u kontaktu sa antigenom na 
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induktivnim mestima u organizmu [127]. CD4+ T ćelije koje se nalaze u lamini proprii obuhvataju 

IFNγ+ i IL-17+ pomoćničke T ćelije (engl. T helper; Th), kao i FoxP3+ (engl. Forkhead box P3) Treg 

ćelije koje produkuju IL-10. Inverzna korelacija je primećena u broju i rasprostranjenosti Th17  i Treg 

ćelija u intestinumu miševa, gde broj Th17 značajno opada od duodenuma ka debelom crevu dok su 

Treg ćelije najbrojnije u debelom crevu [128]. Iako su CD4+ T ćelije koje proizvode IL-10 u velikom 

broju prisutne u mukozi creva, najbrojnije su u debelom crevu [129]. Proizvodnji IL-10 u tankom 

crevu jednako doprinose i FoxP3- i FoxP3+ CD4+ T ćelije, dok su u debelom crevu dominantne IL-

10 produkujuće FoxP3+ Treg ćelije [129,130]. Dodatno, u lamini proprii se nalazi bogata mreža ćelija 

urođene imunosti kao što su DĆ, makrofagi, mast ćelije, eozinofili i limfoidne ćelije urođenog 

imunskog odgovora [126]. 

PP koje se tipično nalaze u distalnom ileumu (tanko crevo) smatraju se primarnim mestima 

indukcije mukoznog imunskog odgovora. PP su organizovane strukture koje se sastoje od velikih 

folikula B-ćelija sa manjim regijama gde se nalaze cirkulišuće T-ćelije. Sve ćelije neophodne za 

aktivaciju mukoznog imunskog odgovora su prisutne u PP, uključujući B ćelije, T ćelije, antigen-

prezentujuće ćelije (APĆ) i makrofage [127].  Za razliku od LČ, PP nisu inkapsulirane i ne poseduju 

aferentne limfne sudove. Samostalni limfni folikuli su slični PP ali su mnogo manji i nalaze se celom 

dužinom creva [131].  

Limfni čvorovi sačinjeni su od parakorteksa, korteksa i medule, i dom su za veliki broj 

migrirajućih limfocita [132]. mLČ spadaju u najveće limfne čvorove u organizmu i glavna funkcija 

im je filtriranje limfne tečnosti poreklom iz creva i inicijacija imunskog odgovora na antigene koji se 

nalaze u slobodnoj formi ili su pristigli u mLČ uz pomoć DĆ koje su migrirale iz lamine propriae. 

Pored velikog broja limfocita u mLČ su prisutni i makrofazi, APĆ i u njima dolazi do interakcije 

APĆ sa naivnim ili aktiviranim limfocitima [132]. 

 

1.2.1. Indukcija imunskog odgovora u GALT  

 

 Ćelije urođenog imunskog odgovora u koje spadaju neutrofili, makrofazi, DĆ, 

urođenoubilačke ćelije (engl. Natural killer cells; NKĆ), eozinofili, bazofili i mast ćelije, formiraju 

prvu liniju odbrane u zaštiti organizma od različitih mikroorganizama i parazita. Prepoznavanje 

patogena dovodi do proizvodnje inflamatornih citokina, hemokina, antimikrobnih peptida, 

privlačenje drugih ćelija urođenog imunskog odgovora i aktiviranje DĆ [133]. DĆ, nakon kontakta sa 

molekulskim obrascima patogena i unošenjem antigena, postaju aktivirane potentne APĆ koje zatim 

migriraju u parakorteks, T ćelijsku zonu u limfnim čvorovima. Nakon dolaska u limfne čvorove, DĆ 

na svojoj površini, u kontekstu MHCI ili MHCII molekula, prezentuju antigen naivnim T ćelijama i 

time ih aktiviraju [127,132-134]. CD8+ T ćelije prepoznaju intracelularne peptide prezentovane MHCI 

klasom molekula, dok CD4+ T-ćelije interaguju sa antigenom prezentovanim u okviru MHC II klase 

molekula DĆ [135]. CD4+ T ćelije mogu da se diferenciraju, u zavisnosti od karakteristika lokalnog 

citokinskog miljea, u Th1, Th2, Th17, folikulske Th ili Treg ćelije [127]. Diferencijacija Th1 ćelija je 

posredovana receptorima za prepoznavanje molekulskih obrazaca patogena uz uticaj IL-12 koga 

sekretuju DĆ. IL-12 spada u važne proinflamatorne citokine koji aktivira NKĆ i Th1 ćelije da 

produkuju IFNγ i TNF [126,127]. IFNγ spada u proinflamatorne citokine koji promovišu proizvodnju 

ROS i RNS u makrofazima, što ima veoma važnu ulogu u borbi protiv patogena [136]. TNF pomaže 

u aktivaciji makrofaga i na taj način pomaže u ubijanju intracelularnih patogena fagocitozom [127]. 

Th17 ćelije koje sintetišu IL-17 i IL-22, imaju važnu ulogu u mukoznom imunskom odgovoru na 

ekstracelularne patogene [118]. IL-17 pojačava proinflamatorni imunski odgovor tako što promoviše 

sintezu hemokina u epitelu i tako pojačava dolazak neutrofila u intestinalni trakt. Neutrofili, 

zahvaljujući svojoj antimikrobnoj funkciji baziranoj na oslobađanju enzima i antimikrobnih peptida, 

učestvuju u eliminaciji patogena u crevima [137], ali su bitni i u rezoluciji eventualne inflamacije 

[138,139]. Efektorske CD8+ T ćelije, tj. citotoksični T limfociti, imaju važnu ulogu u odbrani od 

intracelularnih patogena uključujući, viruse i bakterije, tako što ubijaju inficirane ćelije. Ove ćelije 
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takođe sekretuju proinflamatorne citokine kao što su TNF i IFNγ, koji doprinose prethodno opisanoj 

aktivaciji makrofaga [135].  

 U lamini proprii se nalaze prethodno aktivirane CD4+ i CD8+ T ćelije, u vidu dugoživećih 

memorijskih ćelija, i u kontaktu sa specifičnim antigenima u crevima dolazi do njihovog 

umnožavanja i aktivacije. Memorijske T ćelije imaju sposobnost da brzo reaguju na ćelije inficirane 

patogenom i tako spreče dalje širenje infekcije [127]. 

 

1.2.2. Indukcija tolerogenog imunskog odgovora u GALT 

 

 Imunski sistem u mukozi, iako ima sposobnost da zaštiti, ima veliku ulogu i u indukciji 

tolerogenog imunskog odgovora [140]. Imunosupresivni mehanizam koji je u osnovi tolerogenog 

odgovora razvio se kao zaštita od aktivnog imunskog odgovora ili nekontrolisane inflamatorne 

reakcije na bezopasne antigene hrane ili komensalne mikrobiote. Poremećaj u uspostavljanju 

tolerogenog imunskog odgovora može dovesti do različitih bolesti kao što su alergije na hranu, 

celijakija ili IBD [141,142]. Ključnu ulogu u uspostavljanju tolerogenog odgovora (oralne tolerance) 

imaju CD103+ DĆ koje, nakon preuzimanja antigena u lamini proprii, migriraju u mLČ gde stimulišu 

diferencijaciju antigen-specifičnih Treg [140]. Neke Treg ćelije imaju sposobnost izlaska iz GIT 

putem limfne tečnosti i tako promovišu sistemsku toleranciju na određeni antigen [140]. Mikrobni 

antigeni koji se transportuju do GALT uz pomoć M-ćelija u epitelu debelog creva, indukuju 

tolerogeni imunski odgovor bez sistemskog odgovora [140]. Mukozna tolerancija na komensalne 

mikroorganizme je posredovana Treg ćelijama [141,142]. 

 Na aktivnost DĆ, iako su centralni regulatori u održavanju homeostaze, utiču i druge imunske 

ćelije uključujući i epitelne ćelije. IEĆ produkuju brojne imunomodulatorne medijatore koji pomažu 

DĆ da održe tolerogeni odgovor na komensalne bakterije. U ove medijatore spadaju retinoična 

kiselina i TGFβ koji učestvuju u promociji sazrevanja DĆ i makrofaga sa tolerogenim osobinama i 

koji dalje sintetišu IL-10 promovišući antiinflamatorni odgovor [118,143]. Ovakve DĆ promovišu 

diferencijaciju naivnih CD4+ T ćelija u Treg ćelije i sazrevanje B ćelija u IgA-sekretujuće plazma 

ćelije, doprinoseći tolerogenom imunskom odgovoru [117,144]. DĆ koje prezentuju antigene iz hrane, 

sopstvene antigene ili antigene poreklom od komensalnih bakterija, migriraju u mLČ uz pomoć 

različitih hemokina [144]. Migracija CD103+ DĆ u mLČ smatra se ključnom za održanje tolerogenosti 

na bezopasne antigene jer su one ključne u promociji umnožavanja, aktivacije i diferencijacije Treg 

ćelija [145]. 

 Najvažnija T ćelijska populacija koja učestvuje u uspostavljanju tolerogenog imunskog 

odgovora je populacija Treg ćelija [146,147]. Treg predstavljaju subpopulaciju T ćelija koje imaju 

supresivnu ulogu i na taj način kontrolišu autoimunost, alergije i infekcije [148]. Treg ćelije su 

pretežno CD4+ i konstitutivno na svojoj površini eksprimiraju CD25 (IL-2α receptor), citotoksični T-

limfocitni antigen-4 (engl. Cytotoxic T-lymphocyte Associated Protein 4), receptor 

glukokortikoidima-indukovanog faktora nekroze tumora (engl. Glucocorticoid-induced TNF 

receptor) i transkripcioni faktor FoxP3  [149]. Treg ćelije su po prirodi supresivne, učestvuju u 

inhibiciji funkcije efektorskih ćelija i in vitro i in vivo, produkujući suprimirajuće medijatore kao što 

su imunomodulatorni citokini IL-10 i TGFβ [144]. Treg ćelije imaju važnu ulogu u patogenezi IBD 

[148,150]. Pored CD4+ Treg ćelija, regulatorne CD8+ T-ćelije su opisane kao bitna subpopulacija koja 

učestvuje u održanju homeostaze u crevima [149] i njihova deficijencija se dovodi u vezu sa 

nastankom IBD [151]. DĆ, u odgovoru na TGFβ i retinoičnu kiselinu, aktiviraju CD8+ Treg ćelije.  

   

 1.3. Zapaljenske bolesti creva  

 

 IBD su hronično, zapaljensko stanje GIT koje obuhvataju dva glavna klinička entiteta: 

Kronovu bolest (KB) i ulcerozni kolitis (engl. Ulcerative colitis; UC). Učestalost i rasprostranjenost 

IBD raste globalno, sa najvećom stopom u Severnoj Americi i Evropi [152]. Nekada se smatralo da 
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IBD predstavljaju problem samo u zemljama zapadnog sveta, ali njihova regionalna učestalost danas 

ukazuje na globalnu pandemiju IBD. Prethodnih godina visoka učestalost IBD je uočena i u novo-

industrijalizovanim zemljama [153]. Iako su u prošlosti KB i UC izučavani zajedno zbog toga što 

imaju zajedničke karakteristike (simptomi, strukturna oštećenja i terapija) danas je jasno da 

predstavljaju dva različita patofiziološka entiteta [154]. KB karakteriše transmuralna inflamacija koja 

može zahvatiti bilo koji deo creva, dok UC uobičajeno zahvata debelo crevo i rektum sa inflamacijom 

u mukoznom sloju tkiva [155]. I KB i UC su usko povezani sa mnogim patogenim faktorima koji 

uključuju promene u spoljašnjoj sredini, genski polimorfizam, kvalitativne i kvantitativne promene u 

mikrobioti creva i poremećaj u imunskom odgovoru. Bez obzira na sve veći broj saznanja o faktorima 

koji uzrokuju IBD, potpuno razumevanje kompleksne patogeneze IBD još uvek nije postignuto. Kao 

posledica, aktuelni terapijski postupci imaju određena ograničenja i postoji potreba za njihovim 

unapređenjem [154].  

 Na nastanak IBD utiču genetski faktori, sa preko 200 otkivenih lokusa koji su podložni 

promeni [156]. Određene varijante gena za Nod2, ATG16L1 i IL23R  povezuju se sa poremećajem u 

regulaciji imunskog odgovora i smanjenjem funkcije mukozne barijere u IBD [155]. Mikrobiota creva 

je takođe značajan faktor - kod IBD pacijenata su zapažene različite promene i disbalans u 

mikrobiotskoj raznovrsnosti [157].  

 U odgovoru na mikrobne antigene, urođene imunske ćelije sekretuju proinflamatorne citokine 

i hemokine kao što je ranije navedeno. Ova pojava regrutuje i aktivira ćelije adaptivnog imunskog 

odgovora koje imaju ključnu ulogu u nastanku IBD tako što sekretuju proinflamatorne citokine poput 

IFNγ i IL-17 [158]. Neadekvatan regulatorni imunski odgovor dovodi do perzistentne inflamacije koja 

je prisutna kod IBD. Regulatorne T i B-ćelije učestvuju u održanju imonološke tolerancije i 

sprečavaju preteranu inflamaciju. U IBD, disfunkcija ili smanjenje ovih regulatornih ćelijskih 

populacija doprinosi produženoj zapaljenskoj reakciji i oštećenju tkiva [159]. Promene u intestinalnoj 

epitelnoj barijeri i mukoznom sloju takođe doprinose nastanku IBD. Poremećaji u proizvodnji 

proteina koji učestvuju u stvaranju čvrstih veza unutar epitela, sintezi mucina i sekreciji 

antimikrobnih peptida slabe barijeru, dopuštajući luminalnim antigenima da interaguju sa imunskim 

ćelijama i aktivirajući zapaljenski imunski odgovor [160]. Kod IBD pacijenata disbalans postoji i na 

nivou proizvodnja ROS i RNS vs. aktivnost endogenih antioksidativnih enzima kao što su glutation-

S-transferaza (engl. Glutathione-S-Transpherase, GST), katalaza (engl. Catalase; CAT) i superoksid 

dismutaza (engl. Superoxide Dismutase; SOD), što rezultuje oksidativnim stresom [161]. 

 Zbog toga što je uzrok nastanka IBD preterana i tkivno-razarajuća zapaljenska reakcija u 

samom zidu creva, regulacija imunskog odgovora ima veliku ulogu u obnavljanju i oporavku oštećene 

mukoze. U trenutnoj farmakoterapiji se najčešće koriste pristupi kojima se utiče na neutrofile, 

citokine, adhezivne molekule i ROS/RNS proizvodnju. Terapija najčešće uključuje primenu 

kortikosteroida, aminosalicilata, imunomodulatora, antibiotika i probiotika, kao i  primenu agenasa 

poput anti-TNF monoklonskih antitela (Infliximab) i rekombinantnih antiinflamatornih citokina, ili 

specifične genske terapije [155]. Dizajniranje novih ciljno orijentisanih agenasa omogućava 

uspostavljanje se efikasnijih i manje štetnih pristupa u lečenju IBD, ali su neophodne dodatne 

eksperimentalne i kliničke studije da bi se potvrdila efikasnost ovih terapijskih pristupa. 

 

1.3.1. Eksperimentalni modeli IBD 

 

 

 Zahvaljujući razvoju novih životinjskih modela, razumevanje mehanizama koji leže u osnovi 

IBD je značajno napredovalo. Iz rezultata dosadašnjih istraživanja proizilazi da je IBD rezultat 

konvergencije genetičke osnove, disfunkcije imunskog sistema, spoljašnjih faktora i promena u 

mikrobioti creva [162]. Zbog multifaktorijalne etiopatogeneze IBD, koriste se različiti životinjski 

modeli da bi se istražili mehanizmi nastanka bolesti i da bi se razvile potencijalne terapijske strategije. 
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 Životinjski modeli IBD se mogu podeliti na 5 grupa, u zavisnosti od toga na koji način se 

bolest izaziva: 

1. model spontanog kolitisa 

2. genetski modifikovan eksperimentalni model 

3. model kolitisa izazvan adoptivnim T-ćelijskim transferom  

4. model kolitisa izazvan mirkobiotom 

5. model hemijski izazvanog kolitisa  

 

Modeli spontanog kolitisa se mogu podeliti na dve podgrupe: model u kome se spontano razvija 

mukozna inflamacija i model u kojem defekt gena izaziva neodgovarajući mukozni imunski odgovor 

[163]. Ovaj tip modela predstavlja jedan od korisnijih model sistema za proučavanje zapaljenske 

reakcije u crevima jer je jako sličan bolesti koja se javlja kod ljudi – bolest se javlja bez i jedne 

očigledne spoljašnje manipulacije. C3H/HeJBir predstavlja mišji model kolitisa koji se karakteriše 

spontanom i hroničnom fokalnom zapaljenskom reakcijom u debelom crevu i regionu cekuma [164]. 

SAMP1/Yit mišji model je odličan eksperimentalni model za proučavanje KB - ozbiljna zapaljenska 

reakcija se javlja spontano i vrlo je izražena u terminalnom ileumu koji predstavlja primarnu lokaciju 

lezija u KB [165]. 

Genetski modifikovan eksperimentalni modeli predstavljaju „knocked-out“ (engl. Knocked-out; 

KO) modele u kojima je postojeći gen inaktivisan i/ili zamenjen veštačkim DNK fragmentom. Ova 

genska izmena može biti prisutna u svim ćelijama ili, ako je reč o uslovno transgenim životinjama 

(engl. conditional transgenic animals), samo u određenoj populaciji ćelija[166]. Jedan od najpoznatijih 

modela iz ove grupe su miševi sa IL-10 deficijencijom [167]. Ovim modelom je potvrđen 

antiinflamatorni potencijal regulatornog citokina IL-10 i njegov značaj u kontroli IBD. Pokazano je 

da gen koji kodira IL-10 ima važnu ulogu u regulaciji upalnih procesa u crevima, a njegov 

funkcionalni nedostatak, usled delecije ili mutacije, može doprineti nastanku IBD. IL-10 KO miševi 

spontano razvijaju kolitis u prva 3 meseca života [168,169]. 

Modeli kolitisa izazvan adoptivnim T-ćelijskim transferom podrazumevaju indukciju inflamacije 

creva u imunokompromitovanoj životinji selektivnim transferom određene populacije T ćelija. 

Primenom ovih modela su otkriveni mnogi imunološki i genetski faktori koji doprinose nastanku IBD 

i dobijena su nova saznanja o važnoj ulozi T-ćelija u regulaciji mukoznog imunskog odgovora [170]. 

Model kolitisa izazvan mikrobiotom se zasniva na indukciji bolesti izmenom karakteristika crevne 

mikrobiote tj. inflamacija creva se indukuje inokulacijom specifičnih bakterija ili bakterijskih 

mešavina. Podaci dobijeni korišćenjem ovog modela su pokazali značajnu ulogu mikrobiote u 

inicijaciji zapaljenske reakcije slične IBD [171,172]. 

Modeli hemijski izazvanog kolitisa se često koriste u istraživanju IBD. Za razliku od prethodno 

pomenutih, u ovim modelima se za izazivanje IBD koriste hemisjki agensi kao što su 2, 4, 6 - 

trinitrobenzen sulfonska kiselina (engl. 2, 4, 6-Trinitrobenzenesulfonic acid; TNBS), natrijum 

dekstran sulfat (engl. Dextran Sodium Sulphate; DSS), oksazolon, sirćetna kiselina, karagenan i 

peptidoglikan-polisaharid [173-178]. Modeli hemijski izazvanog kolitisa se često koriste zbog dobre 

reproducibilnosti i jednostavnog načina izazivanja bolesti [179]. 

 

1.3.1.1. Životinjski model kolitisa izazvanog TNBS 

 

 Životinjski model kolitisa izazvanog TNBS se široko primenjuje za proučavanje imunoloških 

aspekata kolitisa i u prekliničkim ispitivanjima budući da simptomi koji se javljaju nakon tretmana 

TNBS (jednokratna intrarektalna aplikacija) jako liče na simptome KB [180]..  

 Eksperimentalno, TNBS se primenjuje intrarektalno u vidu etanolno/vodenog rastvora. 

Etanol, pored uloge rastvarača, potpomaže nastanak intestinalne inflamacije tako što narušava 

epitelnu barijeru mukoze [180]. Pored miševa SJL/J soja koji su veoma osetljivi na izazivanje kolitisa 

TNBS, koriste se i miševi sojeva BALB/c i C57BL/6. 



 

15 

 

 Intrarektalna primena TNBS miševima indukuje tzv. transmuralni kolitis koji je većinski 

posredovan Th1 imunskim odgovorom [162]. Karakteriše ga lokalna masivna infiltracija T ćelija, 

neutrofila i makrofaga u laminu propriu, kao i specifična klinička slika (dijareja, gubitak na telesnoj 

težini i prolapsom rektuma) [181]. TNBS takođe indukuje značajne promene u morfologiji i 

mehaničkim osobinama mišićnog sloja distalnog debelog creva, i na taj način dovodi do pojave 

patologije slične UC [182]. Do infiltracije inflamatornih ćelija dolazi u roku od 2h nakon 

administracije TNBS, ali tipični znaci inflamacije se razviju posle 48h [182]. 

 TNBS je mali haptenizirajući molekul koji po svojim svojstvima nije antigen, ali vezujući se 

za proteine domaćina čini ih imunogenim i tako indukuje imunski odgovor. TNBS je derivat pikrinske 

kiseline koji uz pomoć trinitrofenil grupe haptenizuje autologne proteine debelog creva indukujući 

IL-12 posredovan Th1 T-ćelijski transmuralni kolitis [183] (Slika 4.).  

 
Slika 4. Šematski prikaz mehanizma delovanja 2,4,6-trinitrobenzensulfonske kiseline u nastanku zapaljenske reakcije u 

debelom crevu [184].   

 

1.4. Uloga mikrobiote u patofiziologiji IBD 

 

 Mikrobiota kod ljudi obuhvata između 10-100 triliona mikroorganizama uključujući bakterije, 

viruse, protozoe i gljive. Bakterije su najzastupljenije u crevnoj mikrobioti,  sa brojem i do 1011-1012 

ćel/mL. Više od 99% bakterija u crevima pripada redovima Firmicutes, Bacteroides, Proteus i 

Actinomycetes, gde su kod zdravog domaćina najrasprostranjenije bakterije iz reda Firmicutes i 

Bacteroides [185]. Preko 1000 vrsta bakterija u GIT ima značajnu ulogu u obezbeđivanju  homeostaze 

domaćina, utičući na ishranu, imunski odgovor, metabolizam i kontrolu patogena [185]. Dobroćudne 

bakterije u crevima mogu imati  imunosupresivnu ulogu regulišući aktivnost imunskih ćelija 

domaćina [185], dok štetne bakterije mogu indukovati proizvodnju inflamatornih citokina od strane 

imunskih ćelija ili njihovi metaboliti mogu promovisati oštećenje epitela creva [186].  

 Sastav i raznolikost mikrobiote u crevima su važni faktori koji utiču na nastanak IBD [187]. 

Sastav mikrobiote creva se može promeniti i u ranim fazama bolesti. Promene u sastavu mikrobiote 

kod pacijenata sa IBD su veće nego kod zdravih individua [188]. Neke studije su pokazale da je stepen 

disbalansa u sastavu mikrobiote veći kod pacijenata sa KB nego kod pacijenata sa UC [185]. U 

poređenju sa zdravim osobama, nivoi Bifidobacterium, Eubacterium rectale, Faecalibacterium 

prausnitzii, Roseburia intestinalis, i drugih dobroćudnih bakterija su značajno niži, dok je relativna 

zastupljenost štetnih bakterija povišena u crevnoj mikrobioti IBD pacijenata [189]. 

 Pojačana sinteza antitela i T-ćelijski odgovor na mikrobne antigene su česti kod pacijenata sa 

IBD [190]. Crevna mikrobiota može da indukuje diferencijaciju Th17 ćelija u lamina proprii, koje će 

sekrecijom IL-17 i IL-22 dalje promovisati inflamaciju. Bakterije crevne mikrobiote takođe imaju 

sposobnost aktivacije Treg ćelija [191]. Kolonizacija creva bakterijom Clostridium spp. je rezultovala 

povećanjem FoxP3+ Treg ćelija [192]. 
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 Veza između nastanka IBD i disbalansa mikrobiote je kompleksna i nije samo uzročno-

posledična [193]. Ishrana ima ključnu ulogu u oblikovanju sastava mikrobiote i može regulisati 

simptome IBD. Ishrana ostvaruje višestruki efekat. Prvo, neki tipovi ishrane mogu da promene sastav 

intestinalnog mikrookruženja i metaboličke funkcije, indirektno utičući i na funkciju imunskog 

sistema u crevima. Drugo, neke komponente iz hrane mogu direktno uticati na barijeru epitela creva 

i indukovati poremećaj u urođenom imunskom odgovoru mukoze.  
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2. CILJEVI RADA 

  

 Predmet istraživanja ove doktorske disertacije je imunomodulatorni uticaj rBanLec u GIT 

C57BL∕6 miševa, uključujući uticaj pri različitim režimima primene u fiziološkim uslovima i uticaj 

primene tokom lokalno uspostavljenog inflamatornog procesa, kako bi se stekao uvid u mogućnost 

primene rBanLec u kontroli zapaljenskih bolesti creva. 

 Osnov za ispitivanje imunomodulatornog efekta rBanLec u GIT, kao preduslova za njegovu 

primenu u kontroli zapaljenskih bolesti creva, proizilazi iz rezultata koji pokazuju: 

1. da je rBanLec stabilan u uslovima GIT [113] 

2. da rBanLec ima sposobnost vezivanja za mukozni epitel creva i prolazi do limfoidnog tkiva 

pridruženog crevnoj mukozi [112] 

3. da rBanLec in vitro moduliše funkcije izolovanih APĆ i efektorskih ćelija imunskog sistema 
[35,110] 

4. da rBanLec promoviše balansiran proinflamatorni odgovor u debelom crevu BALB/c miša 
[111] 

 

 Preduslov za bezbednu široku primenu određene bioaktivne supstance je, između ostalog, 

sticanje detaljnog uvida u fine specifičnosti imunskog odgovora koji ona pokreće. S obzirom da 

imunski odgovor na određeni stimulus nije nužno jednoznačan u organizmima sa različitom 

genetskom osnovom, kao i da su dosadašnja ispitivanja imunomodulatornog potencijala rBanLec u 

fiziološkim uslovima dominantno rađena u miševima BALB/c soja [111], istraživanja u okviru ove 

disertacije biće rađena na miševima C57BL/6 soja. Kako bi se stekao uvid u mogućnost primene 

rBanLec u kontroli zapaljenskih bolesti creva, istraživanje je podeljeno u tri faze čiji su ciljevi bili: 

 

1. Analiza imunomodulatornog uticaja rBanLec u GIT u fiziološkim uslovima 

 

U okviru prve faze, imunomodulatorni uticaj rBanLec će biti analiziran (i) in vitro u kulturi 

Caco-2 ćelija, često korišćenom model sistemu za izučavanje funkcija crevnog epitela, i (ii) in vivo u 

C57BL/6 miševima (iia) nakon višednevne oralne primene i (iib) nakon jednokratne primene. Pored 

analize bezbednosti primene rBanLec, in vivo eksperimenti će uključivati analizu uticaja specifičnih 

rBanLec tretmana na imunološke parameter u limfoidnom tkivu pridruženom GIT, kao i analizu 

uticaja višednevne oralne primene rBanLec na crevnu mikrobiotu.  

 

2. Analiza efekata jednokratnog profilaktičkog tretmana rBanLec u modelu TNBS-izazvanog 

kolitisa u C57BL/6 mišu  

  

Drugim setom eksperimenata će biti utvrđeno u kojoj meri funkcionalne karakteristike 

lokalnog imunskog miljea uspostavljenog nakon jednokratnog tretmana rBanLec utiču na indukciju, 

težinu i tok TNBS-izazvanog kolitisa u C57BL/6 mišu. Imajući u vidu istraživanja na BALB/c 

miševima gde je pokazano da rBanLec pokreće dinamične promene u limfoidnom tkivu pridruženom 

GIT i da se razlikuju karakteristike lokalnog imunskog miljea uspostavljenog 24h i 48h nakon 

tretmana [111], biće analizirani efekti jednokratnih tretmana različitim dozama rBanLec urađenim 24h 

ili 48h pre izazivanja eksperimentalnog kolitisa. Opšte stanje životinja i karakteristike imunskog 

miljea u debelom crevu biće analizirani u piku bolesti i tokom faze oporavka. 
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3. Analiza efekata primene rBanLec kao imunomodulatora u TNBS-izazvanom kolitisu u 

C57BL/6 mišu  

 Treći set eksperimenata će biti fokusiran na evaluaciju imunomodulatornog efekta rBanLec 

oralno apliciranog tokom TNBS-izazvanog kolitisa u C57BL/6 mišu. rBanLec, u različitim 

koncentracijama, biće oralno primenjivan na dnevnoj bazi. Opšte stanje životinja i karakteristike 

imunskog miljea u debelom crevu biće analizirani u piku bolesti i tokom faze oporavka. 
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3. MATERIJAL I METODE 

 

3.1. Rekombinantni banana lektin (rBanLec) 

 

Za in vitro i in vivo ispitivanja prikazana u ovoj disertaciji korišćen je rBanLec proizveden 

rekombinantnom DNK tehnologijom u E. coli SG13009 [pREP4] transformisanoj ekspresionim 

vektorom pQE70 (QIAGEN, Hilden, Germany) koji sadrži BanLec-kodirajući segment (GenBank 

accession number EU055641). BanLec-kodirajući segment dobijen je reverznom transkripcijom 

totalne RNK iz ploda banane (Musa acuminata, Cavendish) i amplifikacijom cDNK u prisustvu 

specifičnih prajmera [103]. Proizvodnja i prečišćavanje je urađena po protokolu opisanom u radu 

Gavrović-Jankulović et al. [103]. Ukratko, rBanLec je proizveden kao 6His-tagovana varijanta u soju 

E. Coli SG12009. Proces prečišćavanja sastojao se od hromatografije afiniteta na imobilisanim 

metalnim jonima (elucija sa 0,25 M imidazolom), nakon čega je usledila afinitetna hromatografija na 

Sephadex G-50 koloni (elucija sa 0,5 M glukozom), korišćenjem komercijalno dostupnih kolona 

(Pharmacia, Upsala, Švedska). Oba hromatografska koraka bila su praćena dijalizom u odnosu na 

PBS. Svi rastvori rBanLec su testirani na prisustvo endotoksina LAL testom (engl. Limulus 

Amoebocyte Lysate, Charles River Laboratories, Vilmington, SAD). Sadržaj endotoksina bio je manji 

od 0,5 ng/mL a čistoća je proverena elektroforezom (zabeležena je jedna proteinska traka na približno 

15 kDa).   

 

3.2. In vitro stimulacija Caco-2 ćelija rBanLec 

 

In vitro analize efekata stimulacije rBanLec rađena su u kulturi Caco-2 ćelija (engl. human 

Colorectal Adenocarcinoma Cells; Caco-2). Caco-2 je humana epitelna ćelijska linija izvedena iz 

uzorka kolorektalnog adenokarcinoma. Caco-2 ćelije su gajene u DMEM medijumu (engl. Dulbecco's 

Modified Eagle's Medium; DMEM) suplementiranim sa 10% FCS (engl. Fetal calf serum) i 

antibioticima (1% penicilin / streptomicin), sa i bez rBanLec koji je korišćen kao stimulator. Sve 

inkubacije su rađene na 37ºC, 5% CO2.  

 

3.2.1. LDH test citotoksičnosti rBanLec na Caco-2 ćelijama 

 

Laktatdehidrogenaza (engl. Lactate Dehydrogenase; LDH) test je metoda koja se koristi za 

analizu citotoksičnosti supstanci. Bazira se na merenju aktivnosti enzima laktat dehidrogenaze u 

supernatantu kulture ćelija stimulisanih supstancom koja se testira. Enzim se detektuje u supernatantu 

ukoliko dođe do smrti ćelija usled čega se ćelijski sadržaj oslobađa u supernatant. Za određivanje 

citotoksičnosti rBanLec korišćen je LDH Cytotoxicity kit II (BioVision, Milpitas, SAD). 

Caco-2 ćelije u DMEM su zasejane u ploču od 96 bunara (MaxiSorp; Nunc, Roskild, Danska) 

u gustini od 40 000 ćelija po bunaru. Ćelije su inkubirane 24h na 37ºC/5% CO2. Nakon toga su ćelije 

stimulisane rBanLec rastvorenim u suplementiranom DMEM medijumu (finalne koncentracije 

rBanLec 0,1 μg/mL, 1 μg/mL i 10 μg/mL) u trajanju od 2, 24 i 48h na 37ºC/5% CO2. Pored toga, pod 

istim uslovima su inkubirane i Caco-2 ćelije u suplementiranom DMEM medijumu koje su korišćene 

kao kontrole - negativna kontrola (Clow) i kontrola maksimalne količine LDH koja se oslobađa iz 

navedenog broja ćelija (Chigh). Neposredno pre uzorkovanja supernatanta, u bunare za Chigh 

kontrolu je dodat rastvor za lizu ćelija (10 μl po bunaru) koji je sastavni deo seta. 

U naznačenim vremenskim tačkama je uzeto 10 μl supernatanta inkubiranih ćelija i prebačeno 

u novu ploču od 96 bunara. U bunare je potom dodat LDH pufer koji je sastavni deo kita (100 μl po 
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bunaru). Takođe, pozitivna kontrola (PK) testa koja je sastavni deo kita je istovremeno procesuirana 

prema uputstvu proizvođača. Ploča je inkubirana 30 min u mraku i apsorbanca je očitana na 450 nm 

i na 650 nm kao referentnoj talasnoj dužini (A450/650).  

 

3.2.2. Analiza ekspresije NF-kB i proizvodnje IL-10 u rBanLec-stimulisanim Caco-2 

ćelijama 

 

 Caco-2 ćelije su zasejane u ploče od 24 bunara u gustini od 1,5 x 105 ćelija po bunaru i 

ostavljene preko noći na 37ºC u inkubatoru. Sutradan su ćelije stimulisane različitim koncentracijama 

rBanLec (0,1 μl/mL, 1 μl/mL, i 10 μl/mL) pripremljenim u suplementiranom DMEM medijumu i 

inkubirane 24h ili 48h na 37ºC, 5% CO2. Kao negativna kontrola su korišćene nestimulisane Caco-2 

ćelije koje su inkubirane u suplementiranom DMEM medijumu pod istim uslovima. Supernatanti 

stimulisanih Caco-2 ćelija su korišćeni za analizu proizvodnje citokina, dok su ćelije korišćene za 

analizu ekspresiju gena koji kodira za transkripcioni faktor NF-κB. 

 

3.2.2.1. Analiza ekspresije gena koji kodira za transkripcioni faktor NFκB 

 

Ekspresija gena za transkripcioni faktor NF-κB analizirana je metodom kvantitativne lančane 

reakcije polimeraze u realnom vremenu (engl. Quantitative Real Time Рolymerase Chain Reaction, 

qPCR), kombinovanom sa reverznom transkripcijom (engl. Reverse Transcription, RT). Kao matrica 

za amplifikaciju NF-κB gena u qPCR korišćena je cDNK generisana RT. Određivanje ekspresije NF-

κB u rBanLec-stimulisanim ćelijama obuhvatalo je sledeće korake: 

a) Izolovanje RNK iz Caco-2 ćelija 

 

Izolacija RNK molekula urađena je prema uputstvu definisanim od strane proizvođača 

korišćenjem kompleta za izolaciju RNK (RNeasy Extraction Kit, Qiagen, Hilden, Nemačka). 

Postupak izolacije i prečišćavanja RNK urađen je na koloni sa membranom koja selektivno adsorbuje 

nukleinske kiseline (RNA Purification column, Qiagen, Hilden, Nemačka), koristeći rastvore koji 

ulaze u sastav kompleta. Ćelije su prebačene u mikrotube u koje je dodato 400 µL RLT pufera i 

vorteksovane 5 min. Nakon vorteksovanja, na ćelije je dodato 400 µL 70% rastvora etanola radi grube 

ekstrakcije nukleinskih kiselina. Uzorak (700 µL) je nanet na kolonu, koja je zatim zajedno sa 

mikrotubom centrifugirana na 9500 x g, 15s, a eluat je odbačen. Nakon toga je usledilo ispiranje 

zaostalih molekula koji ne pripadaju molekulu RNK korišćenjem pufera za ispiranje iz kita prema 

uputstvu proizvođača (700 µL RW1 pufera), 15 s na 9500 x g; 2 x 500 µL RPE pufer, 2 min na 9500 

x g. Na ispranu kolonu je potom naneto 25 µL vode koja ne sadrži RNAze (engl. Rnase-free water) i 

RNK je eluirana centrifugiranjem (1 min, 9500 x g) u novu tubu. Ovako izolovana RNK je stavljena 

na -80ºC do dalje analize.  

b) Reverzna transkripcija 

 

Uzorci izolovane RNK (3 µg) su tretirani DNAzom (3 µL) pripremljenom u 2,4 µL 

odgovarajućeg pufera (engl. DNAse buffer) kako bi se uklonili tragovi DNK molekula (30 min, 37ºC). 

Nakon toga, aktivnost DNAze je prekinuta dodatkom 2.4 µL 50 mM EDTA (10 min, sobna 

temperatura). Količina izolovane RNK određena je spektrofotometrijski aparatom NanoDrop 2000c 

(Thermo Scientific, Valtam, SAD). Reakcija reverzne transkripcije urađena je uz upotrebu kompleta 

pod nazivom TermoScript Reverse Transcriptase (ThermoFisher Scientific, Valtam, SAD) prema 
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preporukama proizvođača. Prethodno pripremljen rastvor (50 μM oligo(dT) prajmera, 5 x cDNA 

pufer za sintezu, 10 mM dNTPs, 40 U/µL RNase Out i 15 U/µL ThermoScript RT) pomešan je sa 

uzorkom koji sadrži RNK u zapreminskom odnosu 1:1. Ova reakciona smeša je prvo inkubirana 10 

min na 24°C, zatim 50 min na 55°C i finalno 5 min na 85°C. Uzorak koji sadrži cDNK je zamrznut 

na -20°C do dalje upotrebe. 

c) qPCR 

 

Ekspresija gena za transkripcioni faktor NF-κB kvantifikovana je qPCR metodom praćenom  

komparativnom ddCt analizom [194]. NF-κB gen iz pripremljene cDNK je umnožen korišćenjem 

Luna Universal qPCR Master Mix (New England Biolabs, Ipsvič, SAD) i odgovarajućih prajmera 

(Tabela 4.). Komponente reakcione smeše su prikazane u Tabeli 5. Kao referentni, za normalizaciju 

ekspresije NF-κB gena korišćen je GAPDH (engl. Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) gen.  

Tabela 4. Sekvence prajmera korišćene za RT-PCR 

Ciljni gen Prajmeri 

NF-κB Forward: 5´-CTGAACCAGGGCATACCTGT-3´ 

 Reverse: 5´-GAGAAGTCCATGTCCGCAAT-3´ 

GAPDH Forward: 5´-GGAGTCCACTGGCGTCTTCAC-3´ 

 Reverrse: 5´-GAGGCATTGCTGATGATCTTGAGG-3´ 

 

Tabela 5. Reakciona smeša za PCR 

Komponente Reakciona smeša (do 20 µL) 

Luna Universal qPCR Master Mix 10 µL 

Forward primer (10 µM) 0,5 µL 

Reverse primer (10 µM) 0,5 µL 

Template DNA 1 µL 

Voda bez nukleaza 6 µL 

 

qPCR je izveden na aparatu Rotorgene 3000 (Corbett Life Science, Mortlejk, Australija) po sledećem 

termalnom profilu: 

- 50ºC 2 min, 1 ciklus 

- 95ºC 5 min, 1 ciklus 

- 95ºC 10 s / 64ºC 30 s / 72ºC 30 s, 40 ciklusa  

Svi uzorci su analizirani u triplikatu. 

 

3.2.2.2. Određivanje koncentracije IL-10 u supernatantima Caco-2 ćelija 

 

Određivanje koncentracije IL-10 u supernatantima Caco-2 ćelija rađeno je ELISA testom. U 

bunare mikrotitarskih ploča od 96 bunara (MaxiSorp; Nunc, Roskilde, Denmark) naneto je 

monoklonsko antitelo specifično za humani IL-10 (BioLegend, San Dijego, SAD). Nakon 

prekonoćne adsorpcije antitela na 4°C, bunari su zasićeni rastvorom 1% BSA/PBS (2h na sobnoj 

temperaturi), u cilju izbegavanja nespecifičnog vezivanja. Nakon saturacije, kao i nakon svakog 

narednog koraka inkubacije, bunari su isprani rastvorom 0,05% Tween 20/PBS (4 x 200 µL/ bunar). 

U narednom koraku su naneti nerazblaženi uzorci (supernatanti kultura stimulisanih i nestimulisanih 

Caco-2 ćelija) i standard citokina u serijskim razblaženjima (1h, sobna temperatura). Potom je u 

bunare dodato odgovarajuće anti-humano IL-10 antitelo obeleženo biotinom (BioLegend, San 

Dijego, SAD) pripremljeno u 1% BSA/PBS i inkubirano 1h na sobnoj temperaturi. Nakon ispiranja, 

u bunare je nanet rastvor extrAvidin-peroksidaze pripremljene (Sigma Aldrich, Sent Luis, SAD) 

pripremljene u 1% BSA/PBS (1h na sobnoj temperaturi). Za detekciju je korišćen rastvor enzimskog 
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supstrata TMB (engl. 3,3’,5,5’- tetramethylbenzidine, eBioscience, San Dijego, SAD). Nakon 

prekidanja enzimske reakcije dodatkom 1M fosforne kiseline, očitana je apsorbanca na 450 nm 

(A450)(Multiscan Ascent, Labsystems, Thermo Fisher Scientific, Valtam, SAD).  

 

3.3. Eksperimenti na životinjama 

 

Za sve ekperimentalne protokole rađene na životinjama, na osnovu zahteva koji je uputila 

Etička komisije za zaštitu dobrobiti eksperimentalnih životinja  Instituta za virusologiju, vakcine i 

serume „Torlak“, dobijena je dozvola Uprave za veterinu Ministarstva poljoprivrede, šumarstva i 

vodoprivrede Republike Srbije (dozvole br. 323-07-01577/2016-05/11 i br. 323-07-12928/2022-

05/2). Eksperimenti su dizajnirani u skladu sa principom 3R (engl. Replace, Reduce and Refine). 

Princip 3R promoviše primenu alternativnih in vitro metoda testiranja u cilju smanjenja upotrebe 

životinja u istraživanjima, kao i sprovođenje istraživanja na način koji izaziva najmanju moguću 

neprijatnost kod životinja. U svim ispitivanjima su korišćene ženke C57BL/6 miševa, starosti između 

8-10 nedelja, težine 20 ± 2 g, koje su gajene u kontrolisanim uslovima vivarijuma Instituta za 

medicinska istraživanja Vojnomedicinske akademije u Beogradu. Sve životinje su pre početka 

eksperimenta bile nedelju dana u izolaciji, kada je njihovo opšte zdravstveno stanje kontrolisano od 

strane stručnog osoblja Instituta za virusologiju, vakcine i serume „Torlak“. Tokom perioda izolacije 

i izvođenja eksperimenta životinje su čuvane u kontrolisanim uslovima (21°C, 12 h svetlost/mrak 

ciklus) i sa pristupom hrani i vodi ad libitum. Životinje su anestezirane intraperitonealnom injekcijom 

(20 µL/g telesne mase) mešavinom ketamina (10 mg/mL) i ksilazina (1 mg/mL) u PBS, a zatim im 

je intrarektalno aplikovan rastvor rBanLec (100 µL), TNBS ili 50% etanola kateterom dužine 4 cm. 

U zavisnosti od eksperimenta, životinje su posle određenog vremenskog perioda žrtvovane 

cerebralnom dislokacijom radi uzimanja bioloških uzoraka (debelo crevo, slezina, mLČ) za dalje 

analize. 

 

3.3.1. Višednevni oralni tretman rBanLec 

 

Višednevni oralni tretman podrazumevao je svakodnevnu oralnu aplikaciju, pomoću sonde,  

100 µL rastvora 100 µg/mL rBanLec/PBS tokom 30 dana. Dnevna doza rBanLec koju su dobijali 

miševi tokom ovog tretmana ekvivalentna je dozi BanLec koju bi odrastao čovek, telesne težine 60 

kg, uneo konzumacijom polovine banane dnevno [195]. Pored miševa koji su svakodnevno hranjeni 

rBanLec (rBL grupa, n  =  5), formirana je i kontrolna grupa (zdravi miševi odgovarajuće starosti; 

NK grupa, n  =  5) kojoj je svakodnevno, pomoću sonde, oralno aplicirano 100 µL PBS. 

Životinjama je merena telesna težina (TT) pre početka (dan 0), na polovini (dan 15) i na kraju 

(dan 30). Na kraju tretmana (dan 30) sakupljeni su uzorci fecesa koji su korišćeni za analizu sastava 

mikrobiote. Nakon eutanazije (cervikalna dislokacija, dan 30) uzeti su biološki uzorci za dalje analize: 

debelo crevo (pogledati 3.4.1, 3.4.3, 3.4.7. i 3.4.8.), slezina (pogledati 3.4.2.), mLČ (pogledati 3.4.2.) 

i feces (pogledati 3.4.9.). 

 

3.3.2.  Jednokratni tretman rBanLec 

 

Pre primene rBanLec miševima nije davana hrana tokom noći, dok je pristup vodi bio 

neograničen. Koncentracije rastvora rBanLec koje su aplicirane intrarektalno bile su 0,1 µg/mL 

rBanLec/PBS (doza 0,5 µg rBanLec/kg TT), 1 µg/mL rBanLec/PBS (doza 5 µg rBanLec/kg TT) i 10 

µg/mL rBanLec/PBS (doza 50 µg rBanLec/kg TT). Posle intrarektalnog tretmana sve životinje su 

držane u vertikalnom položaju oko 2 minuta kako bi se sprečilo izlivanje rastvora rBanLec/PBS.  
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Jednokratni tretman je primenjivan: 

a) kako bi se ispitala dinamika promena u GALT nakon stimulacije određenom dozom 

rBanLec u fiziološkim uslovima 

Miševi su raspoređeni u grupe koje su tretirane definisanom dozom rBanLec i eutanazirani 

24h (0.1rBL24, 1rBL24 i 10rBL24; n  =  5) ili 48h (0.1rBL48, 1rBL48 i 10rBL48; n  =  

5). Zdravi miševi odgovarajuće starosti koji nisu tretirani rBanLec (n  =  5) su bili 

referentni. Nakon eutanazije uzeti su biološki uzorci za dalje analize: debelo crevo 

(pogledati 3.4.3  ̧3.4.4, 3.4.6. i 3.4.8.) i mLČ (pogledati 3.4.2.). 

b) kako bi se ispitao profilaktički uticaj jednokratne primene rBanLec u definisanoj dozi 

Profilaktički efekat jednokratne primene rBanLec je ispitan u modelu TNBS-izazvanog 

kolitisa u C57BL/6 mišu (poglavlje 4.2.). Eksperimentalni kolitis je izazvan 24h ili 48h 

nakon jednokratnog tretmana definisanom dozom rBanLec (dan 0). Na osnovu doze 

rBanLec i vremena izazivanja eksperimentalnog kolitisa miševi su podeljeni u grupe 

24rBL0.1, 24rBL1, 24rBL10, 48rBL0.1, 48rBL1 i 48rBL10 (n  =  14). Kao referentne, 

formirane su grupa miševa odgovarajuće starosti kod kojih je eksperimentalni kolitis 

izazvan bez rBanLec pretretmana (PK grupa, n  =  14) i grupa kojoj nije izazvan 

eksperimentalni kolitis niti je tretirana rBanLec (NK grupa, n  =  14). Polovina svake grupe 

(nasumičan izbor) je žrtvovana u piku bolesti (dan 2) i u fazi oporavka (dan 7). Životinje 

su praćene svakog dana i tokom tog perioda praćene su promene telesne težine. Nakon 

eutanazije cerebralnom dislokacijom uzeta su debela crevaradi dalje analize (pogledati 

3.4.1.; 3.4.3.; 3.4.6.;3.4.7. i 3.4.8.). 

 

3.3.3.  Primena rBanLec kao imunomodulatora u TNBS-izazvanom kolitisu    

 

Nakon izazivanja eksperimentalnog kolitisa TNBS (poglavlje 3.3.4.) miševi su svakodnevno, 

od dana 0 (3h nakon tretmana TNBS) do dana 7, oralnim putem tretirani (100 µL)  rastvorom 

rBanLec/PBS koncentracija 0,1 µg/mL (doza 0,5 µg rBanLec/kg TT), 1 µg/mL (doza 5 µg 

rBanLec/kg TT) ili 10 µg/mL (doza 50 µg rBanLec/kg TT). Zavisno od koncentracije rBanLec koja 

je korišćena za tretman, miševi su podeljeni u grupe TrBL0.1, TrBL1 i TrBL10 (n  =  15). Kao 

referentne, formirane su grupa miševa odgovarajuće starosti kod kojih nakon izazivanja 

eksperimentalnog kolitisa nije tretman rBanLec (PK grupa, n  =  15) i grupa u kojoj nije izazvan 

eksperimentalni kolitis niti je tretirana rBanLec (NK grupa, n  =  15). Životinje su praćene svakog 

dana i tokom tog perioda praćene su promene telesne težine. Iz svake grupe je nasumično izabrano 5 

životinja koje su eutanazirane u piku bolesti (dan 2), dok je ostalih 10 životinja iz grupe praćeno do 

7 dana kada su eutanazirane. Nakon eutanazije cerebralnom dislokacijom uzeti su biološki uzorci za 

dalje analize: debelo crevo (pogledati 3.4.1, 3.4.3, 3.4.6. i 3.4.8.) i mLČ (pogledati 3.4.2.). 

 

3.3.4. Izazivanje kolitisa TNBS u eksperimentalnim uslovima 

 

Eksperimentalni kolitis je izazvan u C57BL/6 miševima jednokratnom intrarektalnom 

primenom rastvora TNBS (Sigma Life Sciences, Burlington, SAD)  u 50% etanolu. Pre aplikovanja 

etanolnog rastvora TNBS (25 mg/mL; 2,5 mg TNBS po dozi) miševima nije davana hrana tokom 

noći, dok je pristup vodi bio neograničen. Životinje su anestezirane (poglavlje 3.3.) a zatim im je 

intrarektalno aplikovan etanolni rastvor TNBS (100 µL) kateterom dužine 4 cm (dan 0). Tretirani 

miševi su posle apliciranja rastvora držani u vertikalnom položaju oko 2 min da bi se rastvor 

ravnomerno rasporedio unutar debelog creva. Istovremeno, miševima kod kojih nije hemijski izazvan 

kolitis (NK grupa) je apliciran samo 50% etanol. 
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3.4. Ex vivo analize 

3.4.1. Histološka analiza debelog creva 

 

Uzorci tkiva debelog creva su očišćeni od fecesa, isprani hladnim PBS (pH 7,4) i fiksirani u 

4% formalinu. Fiksirani uzorci tkiva debelog creva su dehidratisani u seriji rastvora etanola (75% 

(8h), 86% (18h), 96% (2h), 100% (2h), isprani ksilolom (1h) i ukalupljeni u parafin prethodno 

zagrejan na 55ºC. Preseci (debljine 5 µm) su isečeni na mikrotomu Leica RM 2155 (Leica 

Microsystems Nussloch GmbH, Nusloh, Nemačka) i montirani na mikroskopske pločice (Superfrost 

glass slides, Thermo Scientific, Valtam, SAD).  

Histološke analize su rađene na preparatima koji su obojeni hematoksilin i eozin bojama u 

skladu sa standardnom procedurom:  

- Deparafinizacija zagrevanjem na 37°C preko noći ili 30 min na 58°C 

- Ispiranje ksilolom 2 x 2 min 

- Rehidratacija u seriji vodenih rastvora etanola, redom 100% (2 x 2 min), 70% (2 min) 

- Ispiranje vodom, 1 min 

- Bojenje hematoksilinom, 3 min 

- Ispiranje vodom, 4 min 

- Bojenje eozinom, 30 sek 

- Ispiranje preseka u česmenskoj vodi, 4 min 

- Dehidratacija u seriji vodenih rastvora etanola, redom 70% (1 min), 96% (3 min), 100% (3 

min) 

- Ispiranje ksilolom, 2 x 1 min 

- Sušenje 

- Nakapavanje kanada balzama i stavljanje pokrovnog stakla 

Preseci obojeni hematoksilin i eozin bojama su analizirani na Olympus BH2-RFL svetlosnom 

mikroskopu (Olympus Optica Ltd, Tokio, Japan) kamerom visoke rezolucije (High Resolution 

Digital Camera (Color View III, Olympus Soft Imaging Solutions, Minster, Nemačka). Sve preparate 

je analizirao iskusni patolog koji nije bio upoznat sa ekperimentalnim grupama. Ocenjivanje 

Histološkog Indeksa Kolitisa (engl. Colitis Histology Index, CHI) se izvršilo po protokolu opisanom 

u publikaciji Koelink et al [196].  

 

3.4.2. Analiza ćelija protočnom citofluorimetrijom 

 

Analize protočnom citofluorimetrijom su rađene u suspenziji ćelija izolovanih iz mLČ i 

slezine. Slezina i mLČ su mehanički dezintegrisani u RPMI1640 medijumu u koji je dodat 5% FCS. 

Oslobođene ćelije su pasažirane kroz najlonsku mrežicu sa porama veličine 70 µm, kako bi se uklonili 

komadići dezintegrisanog tkiva. Izolovane ćelije su zatim isprane rastvorom 2% BSA/0.01% 

NaN3/PBS (10 min, 1200 rpm; 3K18 Sigma Laboratory Centrifuges, Osterode na Harcu, Nemačka). 

Na isti način su rađeni i svi naredni koraci ispiranja. Ćelije su alikvotirane za bojenje tako da bude 1 

x 106 ćelija po uzorku. Ćelije su najpre inkubirane sa anti-CD16/32 antitelom (30 min, 4°C). Nakon 

ispiranja, ćelije su inkubirane (30 minuta u mraku, 4°C) sa fluorohromom obeleženim antitelima 

specifičnim za površinske markere CD4, CD11b, CD11c, CD25 i/ili CD103 (Tabela 6.). Radna 

razblaženja svih antitela su pripremljena u 2% BSA/0.001%/NaN3/PBS.  

Nakon ispiranja, uzorci u kojima je analizirana ekspresija FoxP3 transkripcionog faktora ili 

IFNγ su dalje procesuirani. Ćelije su fiksirane i permeabilizovane primenom rastvora iz komercijalno 

dostupnih kitova FoxP3/transkripcioni Faktor set za bojenje ćelija (eBioscience, San Dijego, SAD) 

ili BD Cytofix/Cytoperm Plus Permeabilization Kit (BD Life Sciences, San Hose, SAD), prema 
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uputstvima proizvođača. Expresija FoxP3 i proizvodnja IFNγ su detektovane specifičnim 

fluorohromom obeleženim monoklonskim antitelima (Tabela 6).  
Tabela 6. Monoklonska antitela korišćena za citofluorimetrijsku analizu 

Poreklo antitela 

(životinja) 

Antigen Proizvođač (kataloški broj) 

Pacov Purified Anti-mouse CD16/32  eBioscience, San Dijego, SAD 

Pacov PE-Cy5.5, Anti-Mouse CD4  Life Technologies, Karlsbad, SAD 

Pacov PE, Anti-Mouse CD11b  BioLegend, San Dijego, SAD 

Hrčak FITC Anti-Mouse CD11c BioLegend, San Dijego, SAD 

Hrčak APC Anti-mouse CD103 Antibody BioLegend, San Dijego, SAD 

Pacov FITC FoxP3 Monoclonal Antibody eBioscience, San Dijego, SAD 

Pacov FITC Anti-mouse IFNγ BioLegend, San Dijego, SAD 

Skraćenice: FITC, fluorescein-izotiocijanat; PE, fikoeritrin; APC, alofikocijanin (engl. Allophycocyanin). 

 Obojene ćelije su analizirane protočnim citofluorimetrom BD FACSVersetm flow cytometer 

(BD Bioscience, San Hose, SAD), primenom softvera v1.0.5.3841. Primarna analiza ćelija 

obuhvatala je selekciju vijabilnih ćelija i/ili selekciju ćelija na osnovu njihove veličine (engl. Forward 

Side Scatter; FSC) i stepena granuliranosti (engl. Side Scatter; SSC), i u okviru ovih populacija 

selekciju pojedinačnih ćelija (Slika 5.). Pored procentualne zastupljenosti ćelija, analizirana je i 

količina ekspresije određenih molekula na/unutar ćelija gde su rezultati predstavljeni kao srednja 

vrednost MFI (engl. Mean Fluorescence Intensity). 

 

Slika 5. Reprezentativni protočno-citofluorometrijski tačkasti profil ex vivo ćelija izolovanih iz mLČ i SL gde su izdvojene 

vijabilne ćelije (P1), limfociti (P2) i u okvir njih pojedinačne neslepljene ćelije (P3).  

 

3.4.3. Merenje aktivnosti enzima mijeloperoksidaze (MPO) u tkivu debelog creva 

 

Uzorak debelog creva ( ̴ 100 mg) je izmeren i usitnjen makazama. Tkivo je homogenizovano u 

rastvoru 0,5% heksadeciltrimetilamonium bromida u 50 mM kalijum-fosfatnom puferu, pH 6.0. 

Uzorci su zatim cetrifugirani na 800 g, 30 min na 4ºC. Supernatanti su uzeti i opet centrifugirani na 

13000 g, 20 min na 4ºC. Za određivanje aktivnosti mijeloperoksidaze (engl. Myeloperoxidase; MPO), 

uzete su iste zapremine supernatanta i rastvora 1 mg/mL orto-fenilendiamin (OPD) u 50 mM 

citratnom puferu, pH 5,0, i pomešane u mikrotitarskoj ploči sa 96 bunara (Nunc MicroWell 96-well 

Microplates, Thermo Fisher Scientific, Valtam, SAD). Reakcija je inicirana dodavanjem 0,01% 

vodonik peroksida. Reakcija je prekidana u više vremenskih tački dodavanjem 2M H2SO4 i 

apsorbanca je izmerena spektrofotometrijski na 492 nm, sa referentnom vrednošću izmerenom na 620 

nm (A492/620). Aktivnost MPO enzima je izračunata korišćenjem formule opisane u radu Dodda et al 

[197]. Aktivnost MPO enzima je predstavljena kao broj jedinica aktivnosti na 1mg tkiva debelog creva 

ili kao apsorbanca (A492/620). 
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MPO aktivnost (
𝑚𝑈

𝑚𝑔
)  =  1000𝑥

𝑋

𝑡𝑒ž𝑖𝑛𝑎 𝑢𝑧𝑒𝑡𝑜𝑔 𝑡𝑘𝑖𝑣𝑎(𝑚𝑔)
 

𝑋 =  10 𝑥 
𝑃𝑟𝑜𝑚𝑒𝑛𝑎 𝑎𝑝𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑒 𝑝𝑜 𝑚𝑖𝑛𝑢𝑡𝑢

𝑍𝑎𝑝𝑟𝑒𝑚𝑖𝑛𝑎 𝑠𝑢𝑝𝑒𝑟𝑛𝑎𝑡𝑎𝑛𝑡𝑎 𝑢𝑧𝑒𝑡𝑎 𝑢 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙𝑛𝑜𝑗 𝑟𝑒𝑎𝑘𝑐𝑖𝑗𝑖
 

 

3.4.4. Priprema homogenata debelog creva  

 

Izolovana debela creva su isprana hladnim rastvorom PBS, i mehanički homogenizovana 

keramičkim kuglicama na aparatu Minilys Personal Homogenizer (Bertin Technologies SAS, 

Francuska) u hladnom puferu za homogenizaciju (PBS (pH 7,4) suplementiran sa 1mM EDTA, 0,1% 

NP-40, 1% Triton X-100 i 1% proteaznih inhibitora). Homogenizovana creva su centrifugirana na 

14000 rpm, 10 min na 4ºC (3K18 Sigma Laboratory Centrifuges, Osterode na Harcu, Nemačka). 

Supernatanti su skupljeni i čuvani na -80ºC do analize. Koncentracija proteina u supernatantima 

homogenizovanih creva je izmerena kolorimetrijskom Bradford metodom [198], zatim su u 

supernatantima određeni: 1) koncentracija NO; 2) koncentracija citokina; 3) ekspresija 

transkripcionih faktora; 4) aktivnost antioksidativnih enzima. 

 

3.4.5. Određivanje koncentracije proteina 

 

Za merenje proteinske koncentracije u supernatantu homogenizovanog debelog creva 

korišćena je Bredfordova metoda [198]. U svaki bazen mikrotitarske ploče dodato je 10 µL 

(razblaženog) uzorka, nakon čega je dodato 200 µL Bradford rastvora (priprema radnog rastvora: 

15mL štoka Bradfordove boje + 85 mL destilovane vode; štok Bradfordove boje je dobijen 

rastvaranjem 100 mg Comassie Brilliant Blue G-250 u 50 mL 95% etanola i dodavanjem 100 mL 

85% fosforne kiseline, nakon čega je rastvor filtriran). Za izradu standardne krive korišćen je goveđi 

serum albumin (BSA) u koncentracijama 31,25 µg/mL, 65,2 µg/mL, 125 µg/mL, 250 µg/mL i 500 

µg/mL. Rastvori BSA su obrađeni istovremeno, na identičan način kao i uzorci homogenata. Nakon 

5 min inkubacije apsorbanca je merena na 580 nm (A580). Koncentracija proteina u supernatantu 

homogenata debelog creva određena je na osnovu standardne krive A580  =   (koncentracija BSA). 

 

3.4.6. Određivanje proizvodnje azot oksida 

 

Kao indikator proizvodnje azot oksida (NO), u homogenatima debelog creva merena je 

koncentracija nitrita (NO2
-). U svaki bunar mikrotitarske ploče od 96 otvora dodato je 50 µL nakon 

čega je dodata ista zapremina Grisovog reagensa (Griess reagent: 1% sulfanilamid i 0,1% N-(-1-

naftil)-etilendiamin dihidrohlorid u 5% H3PO4) i inkubirani su na sobnoj temperaturi u trajanju od 10 

min. Apsorbance su izmerene na talasnoj dužini od 545 nm (A545). Kao standard korišćen je natrijum 

nitrit (NaNO2) u dvostrukim serijskim razblaženjima od 1 µM do 80 µM. Rastvori NaNO2 su 

procesuirani istovremeno, na identičan način kao i uzorci homogenata. Apsorbanca je očitana na 

talasnoj dužini od 545 nm (A545). Koncentracije NO2
- u uzorcima su preračunate na osnovu 

standardne krive A545  =   (koncentracija NO2
-) i potom izražene kao količina (µM) NO2

- po 1 mg 

proteina u supernatantu debelog creva. 

 

3.4.7.  Određivanje aktivnosti antioksidativnih enzima 
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Aktivnost antioksidativnih enzima (SOD, CAT i GST) je određivana u supernatantima 

homogenata debelih creva (pogledati poglavlje 3.4.4.) i merena spektrofotometrijski na adekvatnim 

talasnim dužinama. Aktivnost svih enzima je izražena kao broj jedinica aktivnosti (U) po 1 mg 

proteina supernatanta. 

SOD aktivnost je određena epinefrinskom metodom [199]. Oksidacija epinefrina je praćena 

merenjem apsorbance na 480 nm. CAT aktivnost je određena merenjem nivoa razlaganja vodonik 

peroksida na sobnoj temperaturi [200], primenom Catalase Activity Assay Kit (ElabScience, Vuhan, 

Kina). Razlaganje vodonik peroksida je praćeno spektrofotometrijski, merenjem apsorbance na 240 

nm. GST aktivnosti je određena merenjem proizvodnje 1-hloro-2,4-dinitrobenzen-glutationskog 

kompleksa na talasnoj dužini od 340 nm [201]. Za merenje aktivnosti GST korišćen je Glutathione-S-

Transferase (GST) Activity Assay Kit (ElabScience, Vuhan, Kina).  

 

3.4.8. Određivanje koncentracije citokina 

 

Koncentracije citokina IL-10, TGFβ, IL-12, TNF, IL-4, GM-CSF, INFγ i IL-17 u 

supernatantima homogenata debelih creva određivane su ELISA testom.  

U odgovarajuće bunare mikrotitarskih ploča od 96 otvora (MaxiSorp; Nunc, Roskilde, 

Danska) naneta su neobeležena monoklonska antitela specifična za IL-10 (BioLegend, San Dijego, 

SAD), IL-12 (BioLegend), TNF (BioLegend), IFNγ (eBioscience, San Dijego, SAD), IL-17 

(BioLegend) ili GM-CSF (BioLegend), zavisno od citokina čija koncentracija je merena. Radna 

razblaženja antitela, u koncentraciji preporučenoj od strane proizvođača, su pripremljena u PBS i 

naneta u zapremini 50 µL/bunar. Nakon prekonoćne adsorpcije antitela na 4°C, bunari su zasićeni 

rastvorom 1% BSA/PBS  (200 µL/bunar, 2h na sobnoj temperaturi), kako bi se minimizovalo 

nespecifično vezivanje. Nakon saturacije, bunari su isprani rastvorom 0,05% Tween 20/PBS (4 x 200 

µL/bunar; sva naredna ispiranja su urađena na isti način). U sledećem koraku su naneti nerazblaženi 

uzorci / standardi citokina (50 µL/bunar) i ploče su inkubirane 1h na sobnoj temperaturi. Nakon 

ispiranja, ploče su nalivene odgovarajućim anti-citokinskim antitelima obeleženim biotinom 

(proizvođač anti-IL-10, anti-IL-12, anti-TNF, anti-IL-17A i anti-GM-CSF antitela je BioLegend, dok 

je anti-IFNγ antitelo proizveo eBioscience). Radna razblaženja biotinom obeleženih antitela, u 

koncentraciji preporučenoj od strane proizvođača, su pripremljena u 1% BSA/PBS, naneta u 

zapremini 50 µL/bunar i inkubirane 1h na sobnoj temperaturi. Nakon ispiranja, u bunare je nanet (50 

µL/bunar) rastvor extrAvidin-peroksidaze (Sigma-Aldrich, Sent Luis, SAD) u 1% BSA/PBS. Ploče 

su inkubirane 1h na sobnoj temperaturi i potom isprane. Za detekciju je korišćen rastvor 1 mg/mL 

OPD / 0,01% H2O2 / 50 mM citratni pufer, pH  =  5 (50 µL/bunar). Reakcija je prekinuta dodavanjem 

2M H2SO4 (50 µL/bunar), nakon čega je izmerena apsorbanca na 492/620 nm (Multiscan Ascent, 

Labsystems, Thermo Fisher Scientific, Valtam, SAD).  

Koncentracija TGFβ i IL-1β u supernatantima homogenata debelog creva je određivana 

ELISA kitom TGFβ ELISA Ready-SET, GO! Kit (eBioscience) i Mouse IL-1β ELISA Kit 

(Elabscience, Hjuston, SAD).  

Nivo citokina je predstavljen kao količina određenog citokina po 1 mg proteina u supernatantu 

homogenata debelog creva. 

 

3.4.9. Izolacija genomske DNK iz fecesa  

 

Uzorci fecesa su skupljeni nakon završetka višednevnog oralnog tretmana rBanLec (pogledati 

3.3.1.) i odmah stavljani na -80ºC, gde su čuvani do analize.  Fecesi svih životinja su skupljeni u 

istom delu dana. 

 Za izolaciju genomske DNK je korišćen QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit (QIAGEN, 

Hilden, Nemačka) prema uputstvu proizvođača. Ukratko, izmereni fecesi ( ̴ 200 mg težine fecesa) su 

stavljani u tube od 2 mL (na ledu) i dodato im je 1 mL InhibitEX pufera. Uzoci su homogenozovani 
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u Bertin Mylles aparatu (Bertin Technologies, Pariz, Francuska), centrifugirani 1 min na 14000 rpm 

(3K18 Sigma Laboratory Centrifuges, Osterode na Harcu, Nemačka) na sobnoj temperaturi i 

sakupljeni su supernatanti koji su dalje procesuirani. Supernatanti su inkubirani 5 min na temperaturi 

70ºC.  

U nove tube od 1,5 mL je dodato 15 µL Proteinaze K, 200 µL supernatanta i 200 µL Pufera 

AL. Tube su inkubirane 10 min na 70ºC. Posle inkubacije u tube je dodato 200 µL 96-100% etanola, 

600 µL novodobijenog rastvora je preneto na QIAamp spin kolone i kolone su centrifugirane 1 min 

na 14000 rpm (3K18 Sigma Laboratory Centrifuges, Osterode na Harcu, Nemačka). Zatim su spin 

kolone  isprane dva puta Puferom za ispiranje (500 µL, 14000rpm 1 min, 3K18 Sigma Laboratory 

Centrifuges, Osterode na Harcu, Nemačka) kako bi se uklonio nespecifično zaostali materijal. Posle 

ispiranja spin kolone su prebačene u nove tube i direktno na membranu je stavljeno 22 µL ATE 

pufera. Inkubacija sa ATE puferom je trajala 1 min, nakon čega su kolone centrifugirane 1 min na 

14000 rpm (3K18 Sigma Laboratory Centrifuges, Osterode na Harcu, Nemačka).  

Uzorci su poslati na metagenomsku analizu 16S analizu u Novogene GmbH (Minhen, 

Nemačka). Analiza je obuhvatala sledeće korake:  

1. Provera kvaliteta uzoraka 

2. Priprema amplikona - Geni 16S rRNK/18S rRNK/ITS regiona (16SV4/16SV3/16SV3-

V4/16SV4-V5,18SV4/18SV9, ITS1/ITS2, ArcV4) su umnoženi korišćenjem specifičnih 

prajmera obeleženih barkodovima. Sastav reakcionih PCR smeša je prikazan u Tabeli 7.   

Tabela 7. Reakciona smeša za PCR 

Komponente Reakciona smeša (do 20 µL) 

Phusion High-Fidelity PCR Master Mix 15 µL 

Forward primer  0.2 µM 

Reverse primer  0.2 µM 

Template DNA 10 ng 

 

PCR reakcija je urađena prema sledećem termalnom profilu: 

- 98ºC 1 min, 1 ciklus 

- 98ºC 10 s / 50ºC 30 s / 72ºC 30 s / 72ºC 5 min, 40 ciklusa  

 

3. Određivanje količine i kvaliteta PCR produkata 

4. Priprema biblioteke za sekvenciranje - Napravljene su biblioteke za sekvenciranje i proverene 

i kvantifikovane na Qubit i RT-PCR. Prebrojene biblioteke su pulovane i sekvencirane na 

Ilumina (llumina, San Dijego, SAD) platformama. 

5. Bioinformatička analiza dobijenih rezultata sekvenciranja  

 

3.5. Statistička obrada rezultata 

 

Procena statističke značajnosti uočenih razlika među dobijenim rezultatima određena je 

Welch-ovim t-testom za nezavisne grupe i one-way ANOVA testom praćenim Bonferroni testom 

višestrukog poređenja (GraphPad Prism 8, San Dijego, SAD). Dodatno, korišćen je Pirsonov 

bivarijantni test korelacije da bi se odredio Pirsonov koeficijent korelacije (engl. Pearson’s 

correlation coefficient; Pcc) i značajnost korelacije. Granična vrednost verovatnoće (p) od 0,05 je 

uzeta kao statistička značajnost u svim testovima. 
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4. REZULTATI I DISKUSIJA 

 

 U skladu sa postavljenim ciljevima doktorske teze, eksperimentalni deo je bio podeljen u tri 

faze:   

1. Analiza imunomodulatornog efekta rBanLec u GIT C57BL/6 miša u fiziološkim uslovima 

(Poglavlje 4.1.) 

2. Evaluacija efekta jednokratnog profilaktičkog tretmana rBanLec u modelu izazvanog kolitisa 

TNBS u C57BL/6 mišu (Poglavlje 4.2.) 

3. Analiza efekata oralne primene rBanLec kao imunomodulatora tokom TNBS-izazvanog 

kolitisa u C57BL/6 mišu (Poglavlje 4.3.) 

 

4.1. Imunomodulatorni efekat rBanLec u GIT C57BL/6 miša u fiziološkim uslovima 

  

 Imunomodulatorni uticaj rBanLec je analiziran (i) in vitro u kulturi Caco-2 ćelija, često 

korišćenom model sistemu za izučavanje funkcija crevnog epitela, i (ii) in vivo u C57BL/6 miševima 

(iia) nakon višednevne oralne primene i (iib) nakon jednokratne primene. 

 

4.1.1. In vitro analiza uticaja rBanLec na Caco-2 ćelije  

 

 S obzirom da prvi kontakt potencijalnih imunomodulatora i GIT podrazumeva interakciju sa 

ćelijama crevnog epitela, inicijalna testiranja su bila usmerena na evaluaciju uticaja rBanLec na ćelije 

epitela creva. Ova istraživanja su urađena in vitro, u kulturi Caco-2 ćelija koje predstavljaju jedan od 

najčešćih model sistema za ispitivanje uticaja biološki aktivnih supstanci na GIT [202]. Konkretno, 

analizirana je citotoksičnost rBanLec, njegov uticaj na ekspresiju NF-κB transkripcionog faktora koji 

kontroliše aktivnost medijatora inflamacije, i uticaj na proizvodnju IL-10 koji je neophodan za 

kontrolu inflamatorne reakcije [203,204]. 

Citotoksični uticaj rBanLec na Caco-2 ćelije procenjen je merenjem aktivnosti LDH u 

supernatantima kultura rBanLec stimulisanih Caco-2 ćelija. Naime, LDH je citoplazmatski enzim 

koji se oslobađa u supernatant ćelijske kulture kada je ćelijska membrana oštećena. Zbog relativno 

lakog izvođenja i niske cene, za procenu citotoksičnog efekta supstanci tj. vijabilnosti ćelija nakon 

tretmana određenom supstancom, u praksi se često koriste testovi zasnovani na redukciji tetrazolijum 

soli do obojenih formazanskih jedinjenja. Međutim, ovi testovi prvenstveno ukazuju na intenzitet 

metaboličke aktivnosti ćelije koji može, ali ne mora nužno, korelirati sa vijabilnošću ćelija [205]. Za 

razliku od ovih testova, oslobađanje LDH u ekstracelularni prostor direktno ukazuje na narušeni 

integritet ćelije. 

Poređenje aktivnosti LDH u supernatantima nestimulisanih (Clow) i rBanLec-stimulisanih 

Caco-2 ćelija sa aktivnošću LDH nakon potpune lize ćelija (Chigh) ukazuje na dobru vijabilnost kako 

stimulisanih tako i nestimulisanih ćelija (p < 0,001 za sve uzorke) u svim mernim tačkama. Takođe, 

poređenje Clow/Chigh odnosa ukazuje da u periodu 24 – 48h dolazi do spontanog odumiranja 

određenog broja ćelija, nezavisno od rBanLec stimulacije (Slika 6.).  

Dvočasovna stimulacija rBanLec u koncentracijama 0,1 µg/mL (C0.1rBL), 1 µg/mL (C1rBL) 

i 10 µg/mL (C10rBL) nije značajno uticala na oslobađanje LDH iz Caco-2 ćelija (Clow vs. C0.1rBL, 

C1rBL i C10rBL p > 0,05). Nakon 24h, aktivnost LDH u supernatantu C10rBL bila je u nivou, dok 

je u supernatantima C1rBL (C1rBL vs. Clow i C10rBL p < 0,01) i C0.1rBL bila niža u poređenju sa 

kontrolnim nestimulisanim ćelijama, Clow. Nakon 48h stimulacije, u supernatantu C10rBL izmerena 
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je značajno veća (p < 0,001), a u supernatantima C1rBL (p < 0,001) i C0.1rBL (p < 0,001) izmerena 

je značajno manja aktivnost LDH u poređenju sa nestimulisanim Caco-2 ćelijama (Slika 6.). 

 

Slika 6. Aktivnost LDH u supernatantima Caco-2 ćelija stimulisanih rBanLec u periodu od 2h, 24h i 48h. Koncentracija rBanLec 

bila je 0,1 µg/mL (C0.1rBL), 1 µg/mL (C1rBL) i 10 µg/mL (C10rBL). Na grafiku je predstavljena srednja vrednost izmerenih na 

A450/650 ± SE (n  =  5). Prikazana je i maksimalna aktivnost LDH koja se može postići u analiziranom broju ćelija (Chigh), kao i 

aktivnost LDH oslobođene iz nestimulisanih ćelija (Clow). Srednja vrednost pozitivne kontrole testa (komercijalni reagens koji ulazi 

u sastav kita) je prikazana punom crvenom linijom, a vrednost standardne greške je označena isprekidanom linijom. Statistička 

značajnost je procenjena one-way ANOVA testom, praćenim Bonferroni testom za višestruko poređenje, gde je Clow korišćena kao 

referentna (p < 0,05*, p < 0,01**, p < 0,001***). Statistički značajna razlika između stimulisanih ćelija rBanLec i Clow uzoraka je 

predstavljena strelicama. 

 U kulturi Caco-2 ćelija stimulisanih rBanLec izmerene su promene u relativnoj ekspresiji NF-

κB. U Caco-2 ćelijama koje su stimulisane koncentracijama 1 i 10 µg/mL rBanLec u trajanju od 24h 

uočeno je blago smanjenje relativne ekspresije NF-κB gena u poređenju sa relativnom ekspresijom 

izmerenom u nestimulisanim ćelijama. U C0.1rBL i C1rBL kulturama ni nakon 48h nije uočena 

statistički značajna promena ekspresije NF-κB u poređenju sa nestimulisanim Caco-2  ćelijama. 

Međutim, u C10rBL kulturi nakon 48h stimulacije ekspresija NF-κB je bila statistički značajno veća 

u poređenju sa nestimulisanim Caco-2 ćelijama (p = 0,017), kao i u poređenju ekspresijom u C10rBL 

kulturi 24h ranije  (p = 0,002; Slika 7.).  

 

Slika 7. Relativna genska ekspresija NF-kB u kulturi Caco-2 ćelija stimulisanih rBanLec u periodu od 24 i 48h. Koncentracija 

rBanLec bila je 0,1 µg/mL (C0.1rBL), 1 µg/mL (C1rBL) i 10 µg/mL (C10rBL). Na grafiku je predstavljena srednja vrednost relativne 

genske ekspresije NF-κB gena normalizovane u odnosu na GAPDH gen ± SE (n = 3). Srednja vrednost relativne genske ekspresije 

NF-κB nestimulisanih ćelija je prikazana punom zelenom linijom (NK), a vrednost standardne greške je označena isprekidanom 

linijom. Statistički značajna razlika je procenjena one-way ANOVA testom, praćenim Bonferroni testom za višestruko poređenje, gde 

su nestimulisane ćelije korišćene kao referentne (p < 0,05*, p < 0,01**, p < 0,001*** za obeležja na stubićima). Statistički značajna 

razlika među rBanLec stimulisanim uzorcima je predstavljena strelicama. 
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 Pored promena u ekspresiji NF-κB, pokazano je da rBanLec pokreće proizvodnju IL-10 u 

Caco-2 ćelijama. U supernatantima Caco-2 ćelija stimulisanih sa 10 µg/mL rBanLec nakon 24 i 48h 

je izmereno značajno povećanje (p < 0,001) koncentracije IL-10 u poređenju sa supernatantima ćelija 

stimulisanih sa 0,1 i 1 µg/mL rBanLec i nestimulisanih ćelija. Koncentracija IL-10 u supernatantima 

Caco-2 ćelija koje su stimulisane koncentracijama 0,1 i 1 µg/mL rBanLec nije se značajno razlikovala 

od koncentracije IL-10 izmerene u supernatantu nestimulisanih ćelija (Slika 8.).  

 

Slika 8. Koncentracija IL-10 u supernatantima Caco-2 ćelija stimulisanih rBanLec u trajanju od 24h i 48h. Koncentracija 

rBanLec bila je 0,1 µg/mL (C0.1rBL), 1 µg/mL (C1rBL) i 10 µg/mL (C10rBL). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost 

koncentracije IL-10 ± SE (n = 5). Srednja vrednost koncentracije IL-10 u supernatantu nestimulisanih ćelija je prikazana punom 

zelenom linijom, a vrednost standardne greške je označena isprekidanom linijom. Statistički značajna razlika je procenjena one-way 

ANOVA testom, praćenim Bonferroni testom za višestruko poređenje, gde su nestimulisane ćelije korišćene kao referentne (p < 0,05*, 

p < 0,01**, p < 0,001*** za obeležja na stubićima). Statistički značajna razlika među rBanLec stimulisanim uzorcima je predstavljena 

strelicama. 

 

4.1.2. Imunomodulatorni uticaj višednevne oralne primene rBanLec kod C57BL/6 miša 
 

 Imajući u vidu široku primenu banane u ljudskoj ishrani i prisustvo brojnih fiziološki aktivnih 

jedinjenja u njenom plodu, kao početni korak smo želeli da ispitamo lokalne efekte dugoročne  

primene rBanLec. Kako bismo procenili potencijalnu lokalnu ulogu njegovog dugoročnog delovanja 

u fiziološkim uslovima, eksperimentalni model je obuhvatio ženke miševa soja C57BL/6, stare 

približno tri nedelje kojima je svakodnevno u periodu od 30 dana oralno davano 100 µl rastvora 0,1 

µg/mL rBanLec (rBL grupa, n = 5).  Kao referentni korišćeni su miševi C57BL/6 iste starosti, pola i 

okota (NK grupa, n = 5).  

 

4.1.2.1. Uticaj kontinuirane višednevne oralne primene rBanLec na opšte stanje eksperimentalnih 

životinja 

 

Tokom tridesetodnevnog tretmana uočen je konstantan porast telesne težine kod miševa rBL 

grupe, ali je on bio blaži u poređenju sa miševima NK grupe. Makroskopski i miševi rBL i miševi 

NK grupe su bili dobrog zdravstvenog stanja, pokretni i sa redovnom konzistentnom stolicom. Nije 

primećena nikakva makroskopska razlika među miševima rBL i NK grupa (Slika 9.). 
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Slika 9. Promene u telesnoj težini tokom kontinuirane višednevne oralne primene rBanLec u zdravim C57BL/6 miševima. 

Koncentracija rBanLec bila je 0,1 µg/mL (rBL). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost telesne težine (%) ± SE (n = 5). Miševi 

iste starosti koji nisu tretirani rBanLec su obeleženi kao NK grupa.  

Histološkom analizom tkivnih preseka debelih creva uzetih nakon tridesetodnevnog tretmana 

utvrđeno je da u grupi tretiranoj rBanLec nije došlo do značajnog oštećenja strukture tkiva. U tkivnom 

preseku debelog creva rBanLec-tretiranih miševa uočeni su infiltrati polimorfonuklearnih ćelija u 

mukozi i submukozi. Takođe, uočena je pojačana metabolička aktivnost ćelija bazalnog sloja kripti 

sa tendencijom regeneracije u oblastima infiltracije. Očekivano, u histološkim presecima tkiva grupe 

NK nisu uočeni znaci zapaljenja ili oštećenja tkiva. Na NK presecima se uočavaju kripte u nastajanju 

i blagi infiltrati polimorfonuklearnih ćelija kao i kripte sa napupelim peharastim metaboličko-

aktivnim ćelijama (Slika 10.). 

 

Slika 10. Presek debelog creva C57BL/6 miša nakon tridesetodnevnog oralnog tretmana rBanLec . Tkivni preseci (debljina 5 

µm) debelih creva su bojeni H&E (pogledati poglavlje 3.4.1.) i pregledani sa uvećanjem od 20X Olympus BH2-RFL svetlosnim 

mikroskopom (Olympus Optica Ltd., Tokio, Japan) koji je povezan sa digitalnom kamerom visoke rezolucije (Color View III, Olympus 

Soft Imaging Solutions, Munster, Nemačka). Tkivni preseci su pravljeni od uzoraka debelog creva (n = 5 uzoraka / grupa) uzetih od 

C57BL/6 miševa neposredno nakon završetkag oralnog tretmana (0,01 µg/dan, 30 dana) rBanLec (rBL) i od C57BL/6 miševa iste 

starosti koji nisu tretirani rBanLec (NK). Prikazani su reprezentativni preseci. 

 

4.1.2.2. Uticaj višednevnog oralnog tretmana rBanLec na procentualnu zastupljenost Treg ćelija u 

mLČ i slezini C57BL/6 miša 
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 S obzirom na značaj Treg ćelija za održavanje imunske homeostaze, analiziran je uticaj 

višednevnog oralnog tretmana rBanLec na populaciju Treg kako na lokalnom (mLČ) tako i na 

sistemskom (SL) nivou [206]. Neposredno nakon završetka tridesetodnevnog oralnog tretmana 

rBanLec, protočnom citofluorimetrijom analizirana je zastupljenost Treg, definisane kao 

CD4+CD25+FoxP3+, u populaciji CD4+ limfocita u mLČ i SL miševa rBL i NK grupe (Slika 11. A). 

Rezultati analize su pokazali da tridesetodnevni oralni tretman rBanLec ne dovodi do značajnih 

promena u okviru Treg pula kako na lokalnom tako i na sistemskom nivou. Ni u mLČ ni u SL rBL i 

NK miševa nije uočena značajna razlika u procentualnoj zastupljenosti Treg u pulu CD4+ limfocita.  

 Analizom gustine eksprimiranog FoxP3, u mLČ i u SL je uočen trend porasta ekspresije 

FoxP3 u Treg rBL miševa, ali on nije bio statistički značajan u poređenju sa NK (Slika 11. B.).  

 

Slika 11.  Procentualna zastupljenost CD25+FoxP3+ ćelija u okviru CD4+ limfocita u mLČ i SL C57BL/6 miševa nakon 

tridesetodnevne oralne primene rBanLec u fiziološkim uslovima.  Svakodnevno je oralno aplicirano 100 µL rastvora rBanLec 

koncentracije je 0,1 µg/mL (rBL). (A) Prikazani su reprezentativni plotovi kao i srednja vrednost procentualne zastupljenosti 

CD4+CD25+FoxP3+ ćelija u limfocitnom okviru (%) ± SE (n = 5). (B) Na grafiku je predstavljena srednja vrednost ekspresije FoxP3 

transkripcionog faktora unutar CD4+CD25+ ćelija (MFI). Miševi iste starosti koji nisu tretirani rBanLec (NK) su bili referentni.  

 

4.1.2.3. Uticaj višednevnog oralnog tretmana rBanLec na oksidativni status u debelom crevu 

C57BL/6 miša 

 

U cilju definisanja lokalnog oksidativnog statusa u debelom crevu C57BL/6 miševa rBL i NK 

grupa, urađena je analiza aktivnosti enzima koji generalno ispoljava prooksidativno dejstvo 

doprinoseći stvaranju ROS i RNS (MPO) i enzima koji ispoljavaju anti-oksidativnu ulogu (SOD, 

CAT i GST). 

Dnevna primena rBanLec u koncentraciji 0,1 µg/mL tokom 30 dana (rBL grupa), dovela je 

do značajnog smanjenja lokalne aktivnosti MPO u debelom crevu u poređenju sa miševima NK grupe 

(p < 0,001) (Slika 12.). 
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Slika 12. Aktivnost MPO u debelom crevu miševa nakon tridesetodnevne oralne primene rBanLec u fiziološkim uslovima. 

Svakodnevno je oralno aplicirano 100 µL rastvora rBanLec koncentracije je 0,1 µg/mL (rBL). Lokalna aktivnost MPO je predstavljena 

kao srednja vrednost aktivnosti (U) po mg tkiva ± SE (n = 5). Statistička značajnost procenjena je korišćenjem t-nezavisnog testa po 

Welch-ovoj korekciji (p < 0,05*, p < 0,01**, p < 0,001***). Miševi iste starosti koji nisu tretirani rBanLec (NK) su bili referentni. 

Tridesetodnevni oralni tretman rBanLec, sa druge strane, nije značajno uticao na aktivnost 

SOD, CAT i GST u debelom crevu C57BL/6 miševa (Slika 13.).  

 

Slika 13. Aktivnost antioksidativnih enzima u debelom crevu miševa nakon tridesetodnevne oralne primene rBanLec 

fiziološkim uslovima. Svakodnevno je oralno aplicirano 100 µL rastvora rBanLec koncentracije je 0,1 µg/mL (rBL). Na grafiku su 

prikazane lokalne aktivnosti SOD (A), CAT (B) i GST (C) koje su predstavljene kao srednja aktivnost enzima (U) po miligramu 

proteina ± SE (n = 5). Miševi iste starosti koji nisu tretirani rBanLec (NK) su bili referentni.  

 

4.1.2.4. Uticaj višednevnog oralnog tretmana rBanLec na citokinski milje u debelom crevu C57BL/6 

miša 

 

 U cilju karakterizacije lokalnog citokinskog miljea nakon tridesetodnevnog oralnog tretmana 

rBanLec, u debelom crevu C57BL/6 miševa analizirana je proizvodnja citokina koji ispoljavaju 

dominantno imunoregulatornu ulogu (IL-10, TGFβ) i utiču na efektorske karakteristike imunskih 

ćelija (IL-4, TNF, IL-12, IFNγ i IL-17).  

 Višednevna oralna primena rBanLec ne dovodi do značajnih promena u proizvodnji 

analiziranih citokina u debelom crevu C57BL/6 miševa. U poređenju sa bazalnim nivoima izmerenim 

u NK grupi, prosečne lokalne koncentracije TGFβ, citokina koji promovišu Th1 tip imunskog 

odgovora (IL-12, IFNγ) i TNF nisu bile statistički značajno povišene u debelom crevu miševa rBL 

grupe (Slika 14. B, E, F i D).  Između rBL i NK grupe nisu uočene razlike u lokalnoj proizvodnji IL-

10, IL-4 i IL-17 (Slika 14. A, C i G).  
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Slika 14. Koncentracija IL-10, TGFβ, IL-4, TNF, IL-12, IFNγ i IL-17 u debelom crevu miševa nakon tridesetodnevne oralne 

primene rBanLec. Svakodnevno je oralno aplicirano 100 µL rastvora rBanLec koncentracije je 0,1 µg/mL (rBL). Na grafiku su 

predstavljene koncentracije (A) IL-10, (B) TGFβ, (C) IL-4 citokina, (D) TNF, (E) IL-12, (F) IFNγ i (G) IL-17 citokina. Rezultati su 

predstavljeni kao srednja vrednost koncentracije citokina izražene u pg/ng po miligramu proteina supernatanta ± SE (n = 5). Miševi 

iste starosti koji nisu tretirani rBanLec su obeleženi kao (NK) su bili referentni. 

  

4.1.2.5. Efekat oralnog tretmana rBanLec na sastav mikrobiote u debelom crevu C57BL/6 miševa 

 

 Pored direktnog imunomodulatornog uticaja, lektini, interagujući sa oligosaharidnim 

strukturama bakterija, mogu ispoljiti i indirektan imunomodulatorni uticaj. Brojni podaci ukazuju da 

sastav crevne mikrobiote u značajnoj meri utiče kako na karakteristike imunskog odgovora kako na 

lokalnom, u GIT, tako i na sistemskom nivou [207]. 

U cilju identifikacije i procene zastupljenosti pojedinačnih bakterijskih vrsta u crevnoj 

mikrobioti, urađeno je sekvenciranje gena koji kodira16S rRNK bakterija iz fecesa miševa NK grupe 

i rBL miševa posle 30 dana tretmana rBanLec. Venovim dijagramom je predstavljena razlika između 

rBL i NK grupa u broju identifikovanih vrsta bakterija (Slika 15.). Pokazano da postoji 600 

bakterijskih vrsta koje su identifikovane kod obe grupe. Pored njih, kod rBanLec tretiranih miševa 

identifikovano je još 524, a kod NK grupe još 605 bakterijskih vrsta. Ovaj podatak ukazuje da je 

tridesetodnevni tretman rBanLec doveo do smanjenja raznolikosti u crevnoj mikrobioti C57BL/6 

miševa. 
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Slika 15. Uticaj tridesetodnevnog oralnog tretmana rBanLec na broj i raznolikost bakterijskih vrsta koje ulaze u sastav 

mikrobiote C57BL/6 miševa. Venovim dijagramom je predstavljen broj zajedničkih i različitih vrsta bakterija detektovanih u fecesu 

C57BL/6 miševa nakon 30 dana oralnog tretmana (100 µL/dan) rastvorom 0,1 µg/mL rBanLec (rBL) i netretiranih miševa iste starosti 

i pola (NK). Identifikacija bakterijskih vrsta urađena je sekvencioniranjem gena koji kodira 16s rRNK bakterija iz fecesa. Rezultati su 

predstavljeni kao srednja vrednost broja bakterijskih vrsta koje su detektovane u fecesima miševa iste grupe (n = 5).  

 Takođe, uočene su fine razlike u relativnoj zastupljenosti određenih bakterijskih familija u 

fecesu rBanLec-tretiranih i NK miševa (Tabela 8.).  

Tabela 8. Relativna rasprostranjenost bakterijskih familija detektovanih u fecesu C57BL/6 miševa nakon tridesetodnevnog oralnog 

tretmana rastvorom 0,1 µg/mL rBanLec (rBL) i netretiranih miševa iste starosti i pola (NK) 

 

 Naziv familije rBL NK Detalji taksonomije 

1 
Lachnospiraceae 

 

0,287496 

 

0,347439 

 

k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Lachnospirales;f__Lac
hnospiraceae; 

 

2 Muribaculaceae 0,276933 0,313370 
k__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__

Muribaculaceae; 

3 Oscillospiraceae 0,090515 0,122297 
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Oscillospirales;f__Osc

illospiraceae; 

4 Helicobacteraceae 0,070942 0,026688 
k__Bacteria;p__Campylobacterota;c__Campylobacteria;o__Campyl

obacterales;f__Helicobacteraceae; 

5 Bacteroidaceae 0,044310 0,012412 
k__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__B

acteroidaceae; 

6 Prevotellaceae 0,037476 0,038964 
k__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__P

revotellaceae; 

7 Rikenellaceae 0,035739 0,021734 
k__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__R

ikenellaceae; 

8 Deferribacteraceae 0,030095 0,008087 
k__Bacteria;p__Deferribacterota;c__Deferribacteres;o__Deferribact

erales;f__Deferribacteraceae; 

9 Desulfovibrionaceae 0,028144 0,016319 
k__Bacteria;p__Desulfobacterota;c__Desulfovibrionia;o__Desulfovi

brionales;f__Desulfovibrionaceae; 

10 Tannerellaceae 0,012729 0,007219 
k__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__T

annerellaceae; 

11 Ruminococcaceae 0,009485 0,005082 
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Oscillospirales;f__Ru

minococcaceae; 
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12 Marinifilaceae 0,006666 0,020772 
k__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__

Marinifilaceae; 

13 Acholeplasmataceae 0,005516 0,001013 
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Acholeplasmatales;f__Ac

holeplasmataceae; 

14 Sutterellaceae 0,005200 0,006810 
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Burkh

olderiales;f__Sutterellaceae; 

15 unidentified_Gastranaerophilales 0,002585 0,002222 
k__Bacteria;p__Cyanobacteria;c__Vampirivibrionia;o__Gastranaero

philales;f__unidentified_Gastranaerophilales; 

16 Saccharimonadaceae 0,001915 0,000962 
k__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Saccharimonadia;o__Saccharim

onadales;f__Saccharimonadaceae; 

17 Butyricicoccaceae 0,001737 0,002213 
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Oscillospirales;f__But

yricicoccaceae; 

18 Anaerovoracaceae 0,001701 0,001830 
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Peptostreptococcales-

Tissierellales;f__Anaerovoracaceae; 

19 Peptococcaceae 0,001165 0,001345 
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Peptococcales;f__Pept

ococcaceae; 

20 Rs-E47_termite_group 0,000587 0,005772 
k__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__R

s-E47_termite_group; 

21 unidentified_Rhodospirillales 0,000541 0,000187 
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodosp

irillales;f__unidentified_Rhodospirillales; 

22 Lactobacillaceae 0,000388 0,000017 
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Lactob

acillaceae; 

23 Mycoplasmataceae 0,000312 0,000094 
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Mycoplasmatales;f__Myc

oplasmataceae; 

24 Erysipelotrichaceae 0,000245 0,000306 
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Erysipelotrichales;f__Ery

sipelotrichaceae; 

25 Monoglobaceae 0,000230 0,000494 
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Monoglobales;f__Mon

oglobaceae; 

26 Ruminococcaceae_ 0,000209 0,000102 
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__unidentified_Firmicutes;o__Oscillos

pirales;f__Ruminococcaceae; 

27 
[Clostridium]_methylpentosum_gro

up 
0,000209 0,000000 

k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Oscillospirales;f__[Clo

stridium]_methylpentosum_group; 

28 Eggerthellaceae 0,000189 0,000111 
k__Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Coriobacteriia;o__Coriobacteri

ales;f__Eggerthellaceae; 

29 UCG-010 0,000189 0,000409 
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Oscillospirales;f__UC

G-010; 

30 
[Eubacterium]_coprostanoligenes_g

roup 
0,000169 0,000468 

k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Oscillospirales;f__[Eu

bacterium]_coprostanoligenes_group; 

31 Clostridiaceae 0,000158 0,000051 
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Clostr

idiaceae; 

32 Akkermansiaceae 0,000056 0,000315 
k__Bacteria;p__Verrucomicrobiota;c__Verrucomicrobiae;o__Verru

comicrobiales;f__Akkermansiaceae; 

33 Christensenellaceae 0,000026 0,000341 
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Christensenellales;f__

Christensenellaceae; 

34 Erysipelatoclostridiaceae 0,000015 0,000026 
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Erysipelotrichales;f__Ery

sipelatoclostridiaceae; 

35 Propionibacteriaceae 0,000015 0,000000 
k__Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Actinobacteria;o__Propionibac

teriales;f__Propionibacteriaceae; 

36 Defluviitaleaceae 0,000010 0,000034 
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Lachnospirales;f__Def

luviitaleaceae; 
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37 Streptococcaceae 0,000010 0,000000 
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Strepto

coccaceae; 

38 Gemellaceae 0,000010 0,000000 
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Staphylococcales;f__Gem

ellaceae; 

39 Peptostreptococcaceae 0,000005 0,000043 
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Peptostreptococcales-

Tissierellales;f__Peptostreptococcaceae; 

40 Enterobacteriaceae 0,000000 0,000017 
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Entero

bacterales;f__Enterobacteriaceae; 

41 Veillonellaceae 0,000000 0,000000 
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Negativicutes;o__Veillonellales-

Selenomonadales;f__Veillonellaceae; 

42 Pasteurellaceae 0,000000 0,000000 
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Entero

bacterales;f__Pasteurellaceae; 

43 Bifidobacteriaceae 0,000000 0,000017 
k__Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Actinobacteria;o__Bifidobacter

iales;f__Bifidobacteriaceae; 

44 Coriobacteriaceae 0,000000 0,000000 
k__Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Coriobacteriia;o__Coriobacteri

ales;f__Coriobacteriaceae; 

45 unidentified_Oscillospirales 0,000000 0,000017 
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Oscillospirales;f__unid

entified_Oscillospirales; 

46 Vibrionaceae 0,000000 0,000017 
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Entero

bacterales;f__Vibrionaceae; 

47 Microbulbiferaceae 0,000000 0,000000 
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Pseudo

monadales;f__Microbulbiferaceae; 

48 Xanthomonadaceae 0,000000 0,000000 
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Xanth

omonadales;f__Xanthomonadaceae; 

49 Others 0,046077 0,034384 Others 

 

 Najveće razlike u zastupljenosti uočene su za familije Lachnospiraceae, Deferribacteraceae, 

Desulfovibrionaceae, Tannerellaceae, Marinifilaceae, Rs-E47_termite_group, Oscillospiraceae i 

Bacteroidaceae. U poređenju sa NK grupom, u fecesima miševa rBL grupe došlo je do povećanja 

relativne zastupljenosti bakterija iz familije Bacteroidaceae, Deferribacteraceae, 

Desulfovibrionaceae i Tannerellaceae i smanjenja zastupljenosti bakterija iz familija 

Lachnospiraceae i Oscillospiraceae (Slika 16. A i Tabela 9.).  

 Statistički značajna razlika u relativnoj zastupljenosti u fecesima miševa rBL i NK grupa je 

pokazana za 5 bakterijskih familija. Familije Bacteroidaceae (p  =  0,026), Desulfovibrionaceae (p = 

0,045) i Tannerellaceae (p = 0,046) su bile značajno zastupljenije u fecesima miševa rBL grupe, dok 

su Marinifilaceae (p = 0,008) i Rs-E47_termite_group (p < 0,001) bile značajno zastupljenije u 

fecesima miševa NK grupe (Slika 16. B).  

 

4.1.3. Efekat jednokratnog lokalnog tretmana rBanLec na imunski milje u debelom crevu 

C57BL/6 miša 

 

U cilju dubljeg razumevanja imunomodulatornog uticaja rBanLec u debelom crevu C57BL/6 

miša u fiziološkim uslovima, rBanLec je jednokratno rektalno apliciran kako bi se izbeglo njegovo 

„rasipanje“ duž GIT i tako omogućilo sticanje preciznijeg uvida u povezanost imunomodulatornog 

efekta i lokalne koncentracije imunomodulatora rBanLec. Ispitivanje lokalnog efekta rBanLec u 

debelom crevu C57BL/6 miša sprovedeno je u dve vremenske tačke, 24h i 48h nakon tretmana. 

rBanLec je dat u koncentracijama 0,1 µg/mL (0.1rBL24 i 0.1rBL48 grupe), 1 µg/mL (1rBL24 i 

1rBL48 grupe) i 10 µg/mL (10rBL24 i 10rBL48 grupe).  
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Slika 16. Uticaj tridesetodnevnog oralnog tretmana rBanLec na relativnu zastupljenost bakterijskih familija u sastav 

mikrobioti C57BL/6 miševa. Rezultati su predstavljeni kao srednja relativna zastupljenost bakterijskih familija koje su detektovane 

u fecesima miševa iste grupe (n = 5). (A) Relativna zastupljenost bakterijskih familija u fecesu C57BL/6 miševa nakon 30 dana oralnog 

tretmana (100 µL) rastvorom 0,1 µg/mL rBanLec (rBL) i netretiranih miševa iste starosti i pola (NK); (B) Relativna zastupljenost 

bakterijskih familija za koje je pokazana statistički značajna razlika u zastupljenosti u fecesu rBL i NK grupa (panel levo), sa 

naznačenim intervalom poverenja za varijacije među grupama i statističkom značajnošću procenjenom t-testom (panel desno; centar 

kruga predstavlja razliku u srednjoj vrednosti, dok boja kruga predstavlja grupu u kojoj je srednja vrednost relativne zastupljenosti 

bakterijske familije veća). 

 

4.1.3.1. Uticaj jednokratnog intrarektalnog tretmana rBanLec na aktivnost MPO i proizvodnju NO u 

debelom crevu C57BL/6 miša  

 

Visok nivo aktivnosti enzima MPO odlikuje prvenstveno neutrofile u kojima je MPO 

dominantno lociran u azurofilnim granulama. Stoga lokalna aktivnost MPO uglavnom pozitivno 

korelira sa brojem neutrofila u histološkim preparatima GIT i smatra se jednim od biomarkera 

neutrofilne infiltracije u tkivo [208]. Analiza aktivnosti MPO u debelom crevu C57BL/6 miševa 

ukazala je na njen prolazni rast 24h nakon tretmana rBanLec, pogotovo u 1rBL24 (p < 0,05 u odnosu 
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na NK) i 10rBL24 (p < 0,005 u odnosu na NK) grupama. Naime, u poređenju sa lokalnom aktivnošću 

izmerenom 24h nakon tretmana, lokalna aktivnost MPO je bila značajno niža 48h nakon tretmana 

(10rBL24 vs. 10rBL48 p < 0,05). Takođe, 24h nakon rBanLec tretmana uočena je izvesna dozna 

zavisnost lokalne aktivnosti MPO od koncentracije rBanLec u jednokratnom tretmanu (Pcc  =  0,823; 

p  =  0,381). Lokalna aktivnost MPO 48h nakon rBanLec tretmana, nezavisno od koncentracije 

rBanLec, nije bila statistički značajno veća od MPO aktivnosti izmerene u NK grupi (Slika 17. A). 

Procena lokalne aktivnosti iNOS, zasnovana na nivou proizvodnje NO, je pokazala da je 

koncentracija NO u debelom crevu miševa jednokratno tretiranih sa 1 i 10 µg/mL rBanLec, nezavisno 

od vremenske tačke u kojoj je merena (24h ili 48h), značajno veća od lokalne NO koncentracije 

netretiranih miševa. Sa druge strane, kod miševa tretiranih sa 0,1 µg/mL rBanLec lokalna proizvodnja 

NO u obe vremenske tačke je bila niža u poređenju sa NK grupom (Slika 17. B). Najveća lokalna 

koncentracija NO izmerena je u grupi 10rBL24 i bila je značajno viša u poređenju sa svim ostalim 

rBanLec-tretiranim grupama (p < 0,001 za sve grupe). Pored toga, u obe vremenske tačke uočena je 

dozna zavisnost između lokalne koncentracije NO i koncentracije rBanLec u jednokratnom tretmanu 

(za 24h pretretman rBanLec Pcc  =  0,997, p  =  0,044; za 48h pretretman rBanLec Pcc  =  0,900, p  

=  0,286). 

 
Slika 17. Aktivnost MPO i koncentracija NO u debelom crevu C57BL/6 miša 24h i 48h nakon intrarektalnog tretmana rBanLec. 

rBanLec je apliciran u sledećim koncentracijama: 0,1 µg/mL (0.1rBL24 i 0.1rBL48), 1 µg/mL (1rBL24 i 1rBL48) i 10 µg/mL (10rBL24 

i 10rBL48). Na grafiku (A) je predstavljena MPO aktivnost, rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost U aktivnosti MPO po 

miligramu tkiva debelog creva ± SE (n = 5), (B) je predstavljena koncentracija NO, rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost 

koncentracije NO izražene u µM po miligramu proteina ± SE (n = 5). Miševi iste starosti tretirani samo PBS (NK) su bili referentni. 
Statistička značajnost je procenjena one-way ANOVA testom, praćenim Bonferroni testom za višestruko poređenje, gde je NK grupa 

korišćena kao referentna (p < 0,05*, p < 0,01**, p < 0,001*** za obeležja na stubićima). Statistika među rBanLec tretiranim grupama 

je predstavljena strelicama. Srednja vrednost MPO aktivnosti i koncentracije NO u netretiranoj grupi je prikazana punom zelenom 

linijom, a vrednost standardne greške je označena isprekidanom linijom.  

 

4.1.3.2. Uticaj jednokratnog intrarektalnog tretmana rBanLec na citokinski milje u debelom crevu 

C57BL/6 miša  

 

Analiza citokinskog miljea u debelom crevu rBanLec tretiranih C57BL/6 miševa obuhvatala 

je merenje lokalnih koncentracija IL-10, TGFβ, IL-12, IFNγ, TNF, IL-6, IL-17 i GM-CSF (Slika 18. 

i 19.).   

Dobijeni rezultati su pokazali da je koncentracija regulatornog citokina IL-10 u debelom crevu 

svih rBanLec-tretiranih miševa značajno uvećana u poređenju sa grupom NK (p < 0,001 za sve 

rBanLec-tretirane grupe). Među rBanLec-tretiranim grupama nije uočena značajna razlika lokalnih 

koncentracija IL-10 24h nakon tretmana, dok je 48h nakon tretmana koncentracija IL-10 u debelom 

crevu 1rBL48 miševa bila značajno veća u poređenju sa koncentracijama izmerenim u debelom crevu 

miševa grupa 0.1rBL48 i 10rBL48 (p < 0,001 za obe grupe) (Slika 18. A).  
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 Koncentracija drugog analiziranog regulatornog citokina, TGFβ, je 24h nakon tretmana 

značajno bila povećana u debelom crevu svih rBanLec-tretiranih miševa u poređenju sa grupom NK 

(p < 0,001). U debelom crevu miševa grupe 10rBL24 izmereno je značajno uvećanje koncentracije 

TGFβ u poređenju sa 0.1rBL24 (p < 0,01) i 1rBL24(p < 0,001) grupama. U debelom crevu grupa koje 

su tretirane rBanLec 48h ranije nije izmerena nikakva promena u koncentraciji TGFβ citokina u 

poređenju sa NK grupom (Slika 18. B). 

 
Slika 18. Koncentracija IL-10 i TGFβ u debelom crevu C57BL/6 miša 24h i 48h nakon intrarektalnog tretmana rBanLec. 

rBanLec je apliciran u sledećim koncentracijama: 0,1 µg/mL (0.1rBL24 i 0.1rBL48), 1 µg/mL (1rBL24 i 1rBL48) i 10 µg/mL (10rBL24 

i 10rBL48). Na grafiku (A) je predstavljena koncentracija IL-10, na grafiku (B) je predstavljena koncentracija i TGFβ. Rezultati su 

predstavljeni kao srednja vrednost koncentracije IL-10 i TGFβ izražene u pg po miligramu proteina ± SE (n = 5). Statistička značajnost 

je procenjena one-way ANOVA testom, praćenim Bonferroni testom za višestruko poređenje, gde je NK grupa korišćena kao referentna 

(p < 0,05*, p < 0,01**, p < 0,001*** za obeležja na stubićima). Srednja vrednost koncentracija IL-10 i TGFβ u netretiranoj grupi je 

prikazana punom zelenom linijom, a vrednost standardne greške je označena isprekidanom linijom. Miševi iste starosti tretirani samo 

PBS su označeni kao NK grupa. Statistika među rBanLec tretiranim grupama je predstavljena strelicama. 

S obzirom da IL-12 spada u proinflamatorne citokine, između ostalog promovišući 

proizvodnju IFNγ i time podstičući imunski odgovor Th1 tipa, određivanje njegove lokalne 

koncentracije je od velikog značaja [209]. Dobijeni rezultati su pokazali da je, i 24h i 48h nakon 

tretmana, lokalna proizvodnja IL-12 u debelom crevu svih rBanLec-tretiranih grupa bila značajno 

uvećana u poređenju sa grupom NK (p < 0,01 za 0.1rBL24 grupu; p < 0,001 za sve ostale grupe). 

Nakon 24h od tretmana rBanLec, najmanja lokalna proizvodnja IL-12 je izmerena u debelom crevu 

miševa 0.1rBL24 grupe (p < 0,05 vs. 1rBL24; p < 0,001 vs. 10rBL24). Nakon 48h od rBanLec 

tretmana, iako dobijeni rezultati ukazuju na pozitivnu korelaciju između lokalne koncentracije IL-12 

i stimulatorne koncentracije rBanLec, nije uočena statistički značajna razlika u lokalnoj koncentraciji 

IL-12 među rBanLec-tretiranim grupama (Slika 19. A).  

Dobijeni rezultati pokazuju da povećana lokalna proizvodnja IFNγ ne korelira nužno sa 

uočenim porastom proizvodnje IL-12 nakon jednokratnog rBanLec tretmana, što ukazuje da tretman 

rBanLec aktivira dodatne mehanizme koji utiču na proizvodnju IFNγ.  U debelom crevu 0.1rBL24 (p 

< 0,05) i 1rBL24 miševa proizvodnja IFNγ je bila niža nego u NK grupi, dok je u 10rBL24 grupi bila 

značajno veća u poređenju sa NK grupom (p < 0,05). Drugim rečima, koncentracija IFNγ izmerena 

u debelom crevu miševa grupe 10rBL24 bila je značajno veća nego u 0.1rBL24 (p < 0,001) i 1rBL24 

(p < 0,01) grupama. Nakon 48h od tretmana, u poređenju sa grupom NK, , lokalna koncentracija IFNγ 

je bila značajno povećana u svim rBanLec-tretiranim grupama (p < 0,001 za sve grupe). Najveća 

koncentracija IFNγ je izmerena u debelom crevu 0.1rBL48 miševa (p < 0,05 u poređenju sa 1rBL48 

grupom) (Slika 19. B).  

U slobodnom opisu, proizvodnja TNF u debelom crevu rBanLec-tretiranih miševa (Slika 19. 

C) bila je komplementarna proizvodnji IFNγ (Slika 19. B). Tako je 24h nakon rBanLec tretmana 

koncentracijama TNF u debelom crevu miševa 0.1rBL24 bila je značajno veća u poređenju sa 

10rBL24 grupom (p < 0,001). Takođe, u poređenju sa NK grupom, lokalna proizvodnja TNF je bila 

snižena u svim rBanLec-tretiranim grupama 48h nakon tretmana (p < 0,05 za 1rBL24) (Slika 19. C). 
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Stimulacija rBanLec je dovela i do porasta lokalne proizvodnje još jednog proinflamatornog 

citokina, IL-6. Ovaj porast je bio naročito izražen 24h nakon tretmana (p < 0,05 za 0.1rBL24; p < 

0,001 za 1rBL24 i 0.1rBL48). 48h nakon rBanLec tretmana, najveća lokalna koncentracija IL-6 

izmerena je u 0.1rBL48 grupi i bila je statistički značajno veća od lokalne koncentracije IL-6 u NK 

grupi (p < 0,001) (Slika 19. D). 

Doprinos Th17 usmerenog imunskog odgovora u razvoju patologije GIT je dokumentovan u 

brojnim radovima [210,211]. Stoga je određivanje lokalne koncentracije IL-17, marker citokina Th17 

odgovora, od velikog značaja. Jednokratan rektalni tretman rBanLec u koncentraciji 0,1 i 1 µg/mL, 

doveo je do značajnog smanjenja lokalne koncentracije IL-17, i 24h i 48h nakon tretmana (p < 0,001 

za 0.1rBL24, 1rBL24, 0.1rBL48 i 10rBL48 u poređenju sa NK grupom). U obe kontrolne tačke (24h 

i 48h), među rBanLec-tretiranim grupama najveće lokalne koncentracije IL-17 izmerene su u 

grupama tretiranim sa 10 µg/mL rBanLec (NK vs. 10rBL48 p < 0,001, 10rBL24 vs. 0.1rBL24, 

1rBL24 p < 0,001, 10rBL48 vs. 0.1rBL48, 1rBL48 p < 0,001). Takođe, u obe merne tačke primećena 

je pozitivna dozna zavisnost lokalne proizvodnje IL-17 od doze rBanLec korišćene za tretman (za 

pretretman 24h rBanLec Pcc  =  0,998; p  =  0,039; za pretretman 48h rBanLec Pcc  =  0,909; p  =  

0,271) (Slika 19. E). 

Lokalna proizvodnja GM-CSF je analizirana s obzirom da on značajno utiče na funkcionalne 

karakteristike APĆ [212]. Značajno povećanje lokalne proizvodnje GM-CSF uočeno je jedino u 

0.1rBL24 grupi (p < 0,001). Kod 1rBL24 i 10rBL24 grupa lokalna koncentracija GM-CSF se nije 

značajno razlikovala od koncentracije izmerene u NK grupi. Među rBanLec-tretiranim grupama, 24h 

nakon tretmana, najniža koncentracija je izmerena u 10rBL24 grupi (p < 0,001 za 0.1rBL24; p < 0,01 

za 1rBL24). 48h nakon tretmana nije uočena značajna razlika u lokalnoj koncentraciji GM-CSF u 

debelom crevu rBanLec-tretiranih miševa i miševa NK grupe (Slika 19. F).  
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Slika 19. Koncentracija IL-12, IFNγ, TNF, IL-6, IL-17 i GM-CSF u debelom C57BL/6 miša 24h i 48h nakon intrarektalnog 

tretmana rBanLec. rBanLec je apliciran u sledećim koncentracijama: 0,1 µg/mL (0.1rBL24 i 0.1rBL48), 1 µg/mL (1rBL24 i 1rBL48) 

i 10 µg/mL (10rBL24 i 10rBL48). Koncentracije IL-12 (A), IFNγ (B), TNF(C), IL-6 (D), IL-17 (E) i GM-CSF (F) su predstavljene 

kao srednja vrednost koncentracije citokina izražene u pg po miligramu proteina ± SE (n = 5). Srednja vrednost koncentracija citokina 

u netretiranoj grupi je prikazana punom zelenom linijom, a vrednost standardne greške je označena isprekidanom linijom. Statistička 

značajnost je procenjena one-way ANOVA testom, praćenim Bonferroni testom za višestruko poređenje, gde je NK grupa korišćena 

kao referentna (p < 0,05*, p < 0,01**, p < 0,001*** za obeležja na stubićima). Miševi iste starosti tretirani samo PBS (NK) su bili 

referentni. Statistika među rBanLec tretiranim grupama je predstavljena strelicama. 

 

4.1.3.3. Uticaj jednokratnog intrarektalnog tretmana na zastupljenost specifičnih populacija imunskih 

ćelija u mLČ C57BL/6 miševa u fiziološkim uslovima 

 

 Na osnovu analize ekspresije CD103 (αE integrin), CD11b i CD11c protočnom 

citofluorimetrijom praćene su promene u zastupljenosti subpopulacija APĆ u okviru drenirajućih 

mLČ C57BL/6 miševa jednokratno tretiranih rBanLec. Na osnovu ekspresije ovih markera, DĆ se 

dele na subpopulacije različitih funkcionalnih karakteristika koje specifično utiču na kvalitativne 

odlike imunskog odgovora koji pokreću (Slika 20.).  
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 Nakon 24h od tretmana rBanLec uočen je značajan porast zastupljenosti CD103+ pozitivnih 

ćelija (NK vs. 0.1rBL24 i 1rBL24 p < 0,001, NK vs. 10rBL24 p < 0,05) u mLČ i on je bio posledica 

porasta zastupljenosti CD103+CD11b- ćelija. Jednokratni rektalni tretman rBanLec u 

koncentracijama 0,1 i 1 µg/mL nakon 24h doveo je do prolaznog porasta zastupljenosti 

CD103+CD11b- ćelija u mLČ (p < 0,001 za 0.1rBL24 i 1rBL24 u poređenju sa NK grupom). Nakon 

24h od rBanLec tretmana nije uočena značajna promena u zastupljenosti CD103+CD11b+ ćelija u 

mLČ rBanLec-tretiranih miševa (Slika 20. A). 48h nakon intrarektalne aplikacije rBanLec, 

procentualna zastupljenost populacija APĆ definisanih na osnovu ekspresije CD103 i CD11b 

molekula bila je uporediva sa zastupljenošću u mLČ netretiranih miševa (Slika 20. A).  

 

Slika 20. Ekspresija CD11b na CD103+CD11b+ ćelijama u mLČ C57BL/6 u piku TNBS-izazvanog kolitisa nakon jednokratnog 

pretretmana rBanLec. 24h ili 48h pre izazivanja eksperimentalnog kolitisa, rBanLec je apliciran u sledećim koncentracijama: 0,1 

µg/mL (0.1rBL24 i 0.1rBL48), 1 µg/mL (1rBL24 i 1rBL48) i 10 µg/mL (10rBL24 i 10rBL48). (A) Na reprezentativnim dotplotovima 

predstavljene su srednje vrednosti procentualne zastupljenosti CD103+/-CD11b+/- ćelija  ± SE (n  =  5) u mLČ tretiranih miševa. (B) Na 

grafiku je predstavljena srednja vrednost gustine ekspresije CD11b molekula na površini CD103+CD11b+ ćelija u mLČ miševa (MFI) 

(n = 5). Srednja vrednost procentualne zastupljenosti ćelija u netretiranoj grupi je prikazana punom zelenom linijom, a vrednost 

standardne greške je označena isprekidanom linijom. Statistička značajnost je procenjena one-way ANOVA testom, praćenim 

Bonferroni testom za višestruko poređenje, gde je NK grupa korišćena kao referentna (p < 0,05*, p < 0,01**, p < 0,001*** za obeležja 

na stubićima). Miševi iste starosti tretirani samo PBS (NK) su bili referentni.   
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 Zastupljenost CD11b+ u mLČ tretiranih C57BL/6 miševa nije se značajno menjala tokom 48h 

od rBanLec tretmana, ali su se karakteristike ovog pula menjale. Dobijeni rezultati ukazuju da 

CD103+CD11b+ ćelije eksprimirju značajno veću (p < 0,001) količinu CD11b u poređenju sa 

netretiranim miševima (Slika 20. B). Pored toga, analiza ekspresije CD11c i CD103 u pulu CD11b+ 

ćelija mLČ ukazala je da primena rBanLec u debelom crevu rezultira izmenama u zastupljenosti 

subpopulacija CD11b+ ćelija u mLČ. Tom analizom je pokazano prolazno uvećanje procentualne 

zastupljenosti CD103+CD11c+CD11b+ ćelija u mLČ 24h nakon rBanLec tretmana, pri čemu je ono 

bilo statistički značajno kod miševa grupa 1rBL24 i 10rBL24 (p < 0,001). Porast zastupljenosti 

CD103+CD11c+CD11b+ ćelija bio je praćen smanjenjem zastupljenosti CD103+CD11c- u CD11b+ 

pulu. Trend smanjenja zastupljenosti CD103+CD11c-CD11b+ je bio još izraženiji 48h nakon 

jednokratne stimulacije. Pored toga, u grupama jednokratno tretiranim sa 0,1 µg/mL rBanLec, 

0.1rBL24 i 0.1rBL48, uočen je značajan porast zastupljenosti CD103-CD11c+ u okviru CD11b+ pula 

(p < 0,05) (Slika 21.). 

 

Slika 21. Procentualna zastupljenost CD103+CD11c+ ćelija u okviru CD11b+ ćelija mLČ C57BL/6 miševa nakon 24h i 48h od 

intrarektalnog tretmana rBanLec. rBanLec je apliciran u sledećim koncentracijama: 0,1 µg/mL (0.1rBL24 i 0.1rBL48), 1 µg/mL 

(1rBL24 i 1rBL48) i 10 µg/mL (10rBL24 i 10rBL48). Na reprezentativnim dotplotovima predstavljene su srednje vrednosti 

procentualne zastupljenosti CD103+/-CD11c+/- ćelija u okviru CD11b+ ćelija ± SE (n = 5) u mLČ tretiranih miševa. Statistička 

značajnost je procenjena one-way ANOVA testom, praćenim Bonferroni testom za višestruko poređenje, gde je NK grupa korišćena 

kao referentna (p < 0,05*, p < 0,01**, p < 0,001***). Miševi iste starosti tretirani samo PBS (NK) su bili referentni. 

 Nakon analize promena u pulu APĆ, analizirana je i promena zastupljenosti efektorskih ćelija 

u mLČ. U fokusu su bile CD4+ T ćelije budući da one, kao Th ćelije, kvalitativno određuju imunski 

odgovor koji se uspostavlja i, kao Treg, učestvuju u kontroli njegovog intenziteta. Nije uočena 

značajna razlika u procentualnoj zastupljenosti CD4+CD25+ ćelija u mLČ rBanLec-tretiranih miševa 

u poređenju sa NK grupom (Slika 22. A). Pored toga, analiza nivoa ekspresije CD25 molekula na 

CD4+CD25+ limfocitima, urađena u cilju preliminarne procene eventualne promene odnosa 

aktiviranih Th (CD25+) i Treg (CD25++), ukazala je da njihov odnos u mLČ 24h i 48h nakon rBanLec 

tretmana nije značajno izmenjen u odnosu na odnos u mLČ netretiranih C57BL/6 miševa (Slika 22. 

B). 
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Slika 22. Procentualna zastupljenost CD4+CD25+ ćelija u mLČ C57BL/6 miša 24h i 48h nakon intrarektalnog tretmana 

rBanLec. rBanLec je apliciran u sledećim koncentracijama: 0,1 µg/mL (0.1rBL24 i 0.1rBL48), 1 µg/mL (1rBL24 i 1rBL48) i 10 

µg/mL (10rBL24 i 10rBL48). (A) Na reprezentativnim dotplotovima predstavljene su srednje vrednosti procentualne zastupljenosti 

CD4+/-CD25+/- ćelija  ± SE (n  =  5) u mLČ tretiranih miševa. (B) Na grafiku je predstavljena srednja vrednost gustine ekspresije CD25 

molekula na površini CD4+CD25+ ćelija u mLČ miševa (MFI) (n = 5). Srednja vrednost gustine ekspresije CD25 molekula na površini 

CD4+CD25+ ćelija u netretiranoj grupi je prikazana punom zelenom linijom, a vrednost standardne greške je označena isprekidanom 

linijom. Miševi iste starosti tretirani samo PBS (NK) su bili referentni. 

 

4.1.4. Imunomodulatorni efekat rBanLec u GIT u fiziološkim uslovima - diskusija 
 

In vitro istraživanja u kulturi Caco-2 ćelija pokazala su da rBanLec u koncentraciji do 1 µg/mL 

ne ispoljava nikakav citotoksičan efekat na epitelnim ćelijama, ali i ukazala da bi stimulacija većim 

koncentracijama (10 µg/mL) rBanLec mogla negativno uticati na vijabilnost ćelija crevnog eptela. 

Takođe, pokazano je da rBanLec u Caco-2 ćelijama pokreće dinamičan odgovor čije karakteristike 

zavise od stimulatorne koncentracije. Pri stimulaciji rBanLec u koncentracijama 0,1 – 10 µg/mL, 

najintenzivniji odgovor je uočen u kulturi stimulisanoj sa 10 µg/mL. Značajan porast proizvodnje IL-

10 od strane Caco-2 ćelija stimulisanih sa 10 µg/mL uočen je već nakon 24h, dok je porast ekspresije 

NF-κB registrovan tek nakon 48h. Ovi podaci potvrđuju prethodna zapažanja koja se odnose na 



 

47 

 

sposobnost rBanLec da dozno-zavisno promoviše uspostavljanje izbalansiranog proinflamatornog 

odgovora [111].   

S obzirom da je BanLec jedan od fiziološki aktivnih molekula u plodu banane koji značajan 

deo populacije redovno konzumira, in vivo su ispitani efekti višednevne (30 dana) oralne primene 

rBanLec u zdravim C57BL/6 miševima. Iako višednevni oralni tretman nije imao značajan negativan 

uticaj na opšte stanje životinja, činjenica da su te životinje sporije povećavale TT ukazuje da bi 

primeni rBanLec trebalo pristupiti sa oprezom. U prilog ovoj sugestiji ide i pojava nešto većeg broja 

infiltrata polimorfonuklearnih ćelija u tkivnim presecima debelog creva životinja čija je ishrana 

tokom tridesetodnevnog perioda bila suplementirana rBanLec u odnosu na životinje koje su bile u 

standardnom režimu ishrane (NK). Iako nisu uočena značajna oštećenja tkiva, povećan broj ćelijskih 

infiltrata ukazuje na postojanje lokalne inflamatorne reakcije. Prethodna ispitivanja, rađena u 

BALB/c miševima, gde je rBanLec jednokratno primenjivan u koncentraciji 1 µg/mL, značajno većoj 

u odnosu na koncentraciju korišćenu za oralni tretman (0,1 µg/mL), nisu ukazala na pojačanu 

infiltraciju ćelija u subepitelni prostor usled rBanLec tretmana. Pored toga, navedena istraživanja su 

pokazala da se rBanLec u tkivu debelog creva zadržava 48-72h [111]. Imajući to u vidu, moglo bi se 

pretpostaviti da u određenoj vremenskoj tački efektivna koncentracija rBanLec u debelom crevu 

prevazilazi onu koju bi obezbedio jednokratni dnevni unos i da kumulativno, nakon višednevnog 

tretmana, to dovodi do lokalne pojave blage inflamacije.  

Kontinuirana tridesetodnevna oralna primena rBanLec nije značajno uticala na analizirane 

imunološke parametre. Aktivnost antioksidativnih enzima SOD, CAT i GST je ostala nepromenjena 

u debelom crevu miševa tretiranih rBanLec, što bi se delom moglo povezati sa uočenim značajnim 

smanjenjem lokalne aktivnosti MPO, enzima koji dominantno ima prooksidativnu ulogu. Analiza 

citokinskog miljea u debelom crevu je pokazala da oralni tretman rBanLec, u odsustvu patološkog 

stanja, ne dovodi do značajne promene lokalne koncentracije TGFβ, IL-10, IL-12, IFNγ, IL-17, IL-4 

i TNF. Prosečne lokalne koncentracije TGFβ, citokina koji promovišu Th1 tip imunskog odgovora 

(IL-12, IFNγ) i TNF su bile više u debelom crevu miševa oralno tretiranih rBanLec u poređenju sa 

NK grupom, ali uočene razlike nisu bile statistički značajne. Razlike u lokalnoj proizvodnji IL-10, 

IL-4 i IL-17 su bile još manje. Takođe, tretman rBanLec nije značajno uticao na procentualnu 

zastupljenost Treg ćelija u mLČ i u slezini. Analiza intenziteta ekspresije transkripcionog faktora 

FoxP3+ u CD4+CD25+ ćelijama ukazala je da tridesetodnevni oralni tretman rBanLec nije doveo ni 

do značajne promene u stepenu aktivnosti Treg ćelija kako na lokalnom tako i na sistemskom nivou 

[213].   

 Sa druge strane, višednevna oralna suplementacija rBanLec dovela je do promena 

karakteristika crevne mikrobiote C57BL/6 miševa. Uočeno je smanjenje broja vrsta bakterija koje 

ulaze u sastav mikrobiote i promena zastupljenost pojedinih bakterijskih familija. Zastupljenost 

familija Bacteroidaceae, Desulfovibinaceae i Tannerellaceae je značajno povećana u fecesu miševa 

koji su tretirani rBanLec. Dok se za bakterije koje pripadaju familiji Tannerellaceae zna samo da 

pripadaju oralnim patogenim bakterijama koje potpomažu proinflamatorni lokalni odgovor, o 

bakterijama koje pripadaju drugim familijama postoji više literaturnih podataka [214]. Rod bakterija 

Bacteroides, koji pripada familiji Bacteroidaceae, aktivno se istražuje kao potencijalni izvor 

probiotika nove generacije. Neke od vrsta koje pripadaju ovoj familiji imaju sposobnost inhibicije 

kolonizacije lumena debelog creva patogenim bakterijama i mogu da ublaže zapaljensku reakciju 

unutar intestinuma [215,216]. U nedavnoj studiji je pokazano da 21 vrsta bakterija iz familije 

Bacteroidaceae može uticati na oporavak mikroflore u debelom crevu posle primene antibiotika. 

Između ostalog, pokazano je da bakterijske vrste B. thetaiotaomicron i B. adolescentis sinergistički 

stimulišu oporavak i raznovrsnost mikrobiote [217]. B. uniformis inhibira povećanje koncentracije 

citokina čija je sekrecija indukovana lipopolisaharidom (LPS) i na taj način značajno smanjuje 

lokalnu zapaljensku reakciju [218]. Bakterije familije Bacteroidaceae koriste vlakna iz lumena creva 

za sintezu glikana. Komensalne bakterije B. fragilis produkuju specifičan glikan, polisaharid A, koji 

ima snažan antiinflamatorni efekat. Pokazano je da kolonizacija GIT „germ-free“ miševa sa B. fragilis 

ili tretman polisaharidom A smanjuju mogućnost indukcije IBD jer polisaharid A povećava lokalnu 
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proizvodnju IL-10 i pozitivno utiče na aktivnost Treg ćelija [219]. Dalje, uočena je pozitivna korelacija 

između nivoa SCFA u fecesu i rasprostranjenosti roda Bacteroides u debelom crevu [220]. Bakterije 

roda Bacteroides pokazuju visok stepen prilagodljivosti na spoljašnju okolinu i olakšavaju rast drugih 

vrsta koje produkuju SCFA metabolišući ugljene hidrate u lumenu creva [221]. SCFA doprinose 

kontroli inflamatorne reakcije tako što inhibiraju proizvodnje TNF, IL-2 i IL-1β koje su pozitivno 

regulisane NF-κB-zavisnim transkripcionim putem [222,223]. Bakterije koje pripadaju familiji 

Desulfovibriaceae aktiviraju imunski odgovor koji karakteriše povećanje proizvodnje NO i 

proizvodnja proinflamatornih citokina IL-1β, IL-6 i IL-8 [224]. Iako se povećanje relativne 

zastupljenosti bakterija iz familije Desulfovibriaceae povezuje sa mnogim bolestima, uključujući i 

IBD, mehanizam koji je u osnovi te veze je i dalje nepoznat [225]. Kolonizacija debelog creva miša 

bakterijama iz familije Desulfovibriaceae indukuje imunski odgovor koji, pored porasta procentualne 

zastupljenosti B, CD11b+ i CD8+ T ćelija, uključuje i porast zastupljenosti Th17 i Treg ćelija u mLČ 

[226]. Opisani efekti bakterija iz familija Bacteroidaceae i Desulfovibriaceae na imunski odgovor u 

GIT, uz činjenicu da višednevni oralni tretman rBanLec dovodi do povećanja njihove zastupljenosti 

u GIT C57BL/6 miša, idu u prilog pretpostavci da rBanLec, pored direktnog uticaja na ćelije 

imunskog sistema, ostvaruje i indirektan imunomodulatorni efekat utičući na sastav mikrobiote. Sa 

druge strane, činjenica da promene u sastavu mikrobiote usled višednevnog oralnog tretmana 

rBanLec nisu bile praćene značajnim promenama analiziranih imunoloških parametara, uključujući 

lokalne koncentracije citokina koji određuju efektorske karakteristike imunskog odgovora (IL-10, IL-

12, IFNγ, IL-17, IL-4 i TNF) i kontrolišu inflamatornu reakciju (IL-10, TGFβ), ukazuje na potrebu 

za daljim istraživanjem mehanizama koji su obezbedili očuvanje imunske homeostaze u debelom 

crevu C57BL/6 miša tokom višednevnog tretmana rBanLec. 

 Kao i kod BALB/c miševa [111], jednokratna intrarektalna primena rBanLec u fiziološkim 

uslovima je dovela do dinamičnih promena karakteristika lokalnog imunskog miljea u debelom crevu 

C57BL/6 miševa. Jednokratni tretman rBanLec uticao je na lokalno prisutne ćelije urođene imunosti, 

na što ukazuju promene u lokalnoj sekreciji TNF i IL-6, proizvodnji NO i aktivnosti MPO. Porast 

njihove lokalne koncentracije / aktivnosti u odnosu na fiziološko stanje (NK grupa) je generalno bio 

izraženiji tokom prvih 24h, s tim što je u slučaju NO proizvodnje i MPO aktivnosti uočen pozitivan 

dozno-zavisni trend promena, dok je intenzitet lokalne sekrecije TNF i IL-6 dominantno bio u 

inverznoj korelaciji sa apliciranom dozom rBanLec. Ovi medijatori, utičući na funkcionalne 

karakteristike APĆ i efektorskih imunskih ćelija, predstavljaju važnu kariku koja povezuje urođeni i 

adaptivni imunski odgovor [227-230]. Međutim, ključnu ulogu u oblikovanju imunskog odgovora u 

GALT imaju CD103+ DĆ. Ove ćelije predstavljaju migratornu populaciju koja, zahvaljujući 

ekspresiji CCR7 na svojoj površini, migrira iz limfoidnog tkiva pridruženog crevu (GALT) u mLČ. 

Imajući u vidu ovu mobilnost u pravcu GALT-mLČ, može se predpostaviti da CD103+ DĆ populacija 

u mLČ u velikoj meri reprezentuje funkcionalne karakteristike CD103+ DĆ populacije u GALT. 

CD103+ DĆ imaju ključnu ulogu u oblikovanju imunskog odgovora u GALT koja se zasniva na 

jedinstvenoj sposobnost da pri aktivaciji T ćelija u mLČ promovišu uspostavljanje fenotipa (CCR9 i 

α4β7 ekspresija) koji obezbeđuje njihov tropizam ka GIT [231]. U fiziološkim uslovima, CD103+ DĆ  

predstavljaju važan izvor TGFβ i IL-10, citokina neophodnih za diferencijaciju i aktivnost Treg. Na 

taj način one doprinose kontroli imunske homeostaze u GALT i uspostavljanju tolerance na oralno 

unete antigene [232-235]. Tretman rBanLec, nezavisno od doze, doveo je do značajnog povećanja 

CD103+ DĆ u mLČ 24h nakon rBanLec tretmana. Ipak nakon rBanLec tretmana nije uočen značajan 

porast zastupljenosti Treg ćelija u mLČ, verovatno zbog potrebe za periodom dužim od 48h za 

njihovu značajniju ekspanziju posle kontakta sa DĆ [236]. Imajući u vidu da su CD103+ DĆ značajan 

izvor TGFβ, može se pretpostaviti da je porast koncentracije TGFβ u debelom crevu 24h nakon 

rBanLec tretmana delom povezan sa njihovom aktivnošću. Pored toga, literaturni podaci ukazuju da 

CD103+CD11b- ćelije, čija zastupljenost u mLČ je porasla 24h nakon rBanLec tretmana (statistički 

značajno u 0.1rBL24 i 1rBL24 grupama), produkujući IFNγ i IL-17A promovišu uspostavljanje 

lokalnog Th1/Th17 imunskog odgovora [237,238]. Ta činjenica, uz značajan porast lokalne 

proizvodnje IL-12 24h nakon tretmana rBanLec, mogla bi objasniti intenzivan rast lokalne 

koncentracije IFNγ 48h nakon rBanLec tretmana. Takođe, porast lokalne koncentracije IL-17A 48h 
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nakon rBanLec tretmana u poređenju sa 24h ranije, mogao bi se bar delom povezati sa rastom 

zastupljenosti CD103+CD11b- ćelija. Sa druge strane, usmeravanju imunskog odgovora u Th17 

pravcu mogu doprineti i CD103+CD11b+ DĆ produkujući TGFβ i IL-23 [239,240]. Generalno, u 

poređenju sa NK, jednokratni rBanLec tretman nije doveo do značajne promene zastupljenosti 

CD11b+ ćelija u mLČ, ali je doveo do promena karakteristika ovog pula ćelija. CD11b+ ćelije u mLČ 

predstavljaju heterogeni pul koji obuhvata makrofage i DĆ. Analiza ekspresije CD11c, molekula koji 

se smatra osnovnim markerom mišjih DĆ, pokazala je da 24h nakon jednokratnog tretmana rBanLec, 

pogotovo sa 1 µg/mL i 10 µg/mL, dolazi do prolaznog porasta zastupljenosti CD103+CD11b+CD11c+ 

ćelija (CD103+CD11b+ DĆ) u CD11b+ pulu mLČ C57BL/6 miša. Takođe, na CD103+CD11b+ 

ćelijama u mLČ svih rBanLec pretretiranih miševa uočena je intenzivnija ekspresija CD11b koja bi 

se mogla povezati sa činjenicom da je rBanLec tretman, već tokom prva 24h, u debelom crevu dozno-

zavisno stimulisao proizvodnju GM-CSF i TGFβ, citokina potrebnih za diferencijaciju 

CD103+CD11b+ DĆ [241,242]. Pored toga što produkuju TGFβ, aktivnost CD103+CD11b+ DĆ je i 

zavisna od TGFβR1-posredovane signalizacije. CD103+CD11b+ DĆ promovišu diferencijaciju IgA 

produkujućih plazma ćelija [232,242], a nedostatak funkcionalnih CD103+CD11b+ DĆ povezuje se sa 

značajnim padom zastupljenosti inducibilnih Treg i Th17 ćelija u crevnoj mukozi [232,242]. Pored 

porasta CD103+CD11b+ DĆ u 1rBL24 i 10rBL24 grupama, analiza koekspresije CD103/CD11c u 

CD11b+ pulu ćelija mLČ ukazala je i na porast zastupljenosti CD103-CD11b+CD11c+ ćelija u mLČ 

0.1rBL24 i 0.1rBL48 grupa. Predpostavlja se da ove ćelije pripadaju populaciji rezidentnih APĆ u 

mLČ, i (jedna od) funkcija im je efikasna inicijacija imunskog odgovora protiv patogena koji na 

svojoj površini imaju flagelin. Pokazano je da CD103-CD11b+CD11c+ efikasno pokreću aktivaciju 

flagelin-specifičnih T ćelija i pri jako niskim koncentracijama antigena i da je efikasnost zavisna od 

TLR5 ekspresije na njihovoj površini [243].  

 Imajući u vidu rezultate dobijene u miševima dva soja, C57BL/6 mišu (poglavlju 4.1.3.) i 

BALB/c [111], koja se značajno razlikuju imunološkim karakteristikama, rBanLec bi se mogao 

označiti kao bioaktivni molekul koji značajno utiče na GALT. Jednokratni rBanLec tretman je 

indukovao dinamične promene u lokalnoj koncentraciji solubilnih medijatora (ROS i RNS, 

regulatorni i proinflamatornih citokini) koje utiču na funkcionalne karakteristike ćelija imunskog 

sistema. Sticanje uvida u kojoj meri te promene utiču na karakteristike patološkog odgovora koji se 

može razviti usled dejstva specifičnog spoljašnjeg ili endogenog faktora, je preduslov za eventualnu 

primenu rBanLec u kontroli IBD. 

 

4.2. Evaluacija efekta jednokratnog profilaktičkog tretmana rBanLec u modelu TNBS-

izazvanog kolitisa u C57BL/6 mišu  

 

 U drugoj fazi izrade ove teze, in vivo je isptivan efekat jednokratne profilaktičke primene 

rBanLec u modelu kolitisa izazvanog TNBS u C57BL/6 mišu. Cilj ovog seta eksperimenata je bio da 

se utvrdi kako funkcionalne karakteristike lokalnog imunskog miljea uspostavljenog nakon 

jednokratnog tretmana rBanLec utiču na težinu i tok TNBS izazvanog kolitisa. Imajući u vidu da 

rBanLec pokreće dinamične promene u limfoidnom tkivu pridruženom GIT i da se stoga razlikuju 

karakteristike lokalnog imunskog miljea uspostavljenog 24h i 48h nakon tretmana, analizirani su 

efekti jednokratnih rBanLec tretmana urađenih 24h (24rBL) ili 48h (48rBL) pre izazivanja 

eksperimentalnog kolitisa. Profilaktički tretman je podrazumevao intrarektalno aplikovanje rastvora 

rBanLec koncentracije 0,1 µg/mL (grupe 24rBL0.1 i 48rBL0.1), 1 µg/mL (grupe 24rBL1 i 48rBL1) 

ili 10 µg/mL (grupe 24rBL10 i 48rBL10). Kao kontrolne, formirane su dve grupe miševa 

odgovarajuće starosti i pola: a) pozitivna kontrola (PK) – grupa miševa kojima je izazvan kolitis bez 

prethodnog tretmana rBanLec i b) negativna kontrola (NK) – grupa miševa koja nije podvrgnuta 

tretmanu rBanLec i izazivanju eksperimentalnog kolitisa. 
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4.2.1. Efekat jednokratnog profilaktičkog tretmana rBanLec na opšte stanje C57BL/6 

miševa tokom TNBS-izazvanog kolitisa 

 

Gubitak TT je izabran kao glavni makroskopski parametar za procenu intenziteta bolesti. 

Analiza promena u TT je pokazala da jednokratni profilaktički tretman rBanLec nije uspeo da spreči 

razvoj bolesti ali je, zavisno od primenjene doze, doveo do ublažavanja inteziteta i ubrzanja 

funkcionalnog oporavka (Slika 23.). Promene TT nakon izazivanja bolesti su ukazale da najbolji 

profilaktički efekat ima jednokratna primena 0,1 µg/mL rBanLec. 

Među 24rBL grupama, najmanji gubitak TT u piku bolesti (2. dana nakon izazivanja bolesti) 

zapažen je kod miševa grupe 24rBL0.1. TT miševa 24rBL0.1 grupe u piku bolesti je bila značajno 

manja u poređenju sa NK grupom (p < 0,01), ali i značajno viša u odnosu na grupu PK (p < 0,01). 

Gubitak TT kod miševa grupa 24rBL1 i 24rBL10 u piku bolesti nije se značajno razlikovao od gubitka 

TT u PK grupi. (Slika 23. A). U fazi oporavka, 7. dana nakon izazivanja kolitisa, svi miševi 24rBL0.1 

grupe su se potpuno oporavili i imali TT koja je bila značajno viša od prosečne TT miševa PK, 

24rBL1 i 24rBL10 grupa (p < 0,001) i ne značajno niža u odnosu na NK grupu. U poređenju sa PK 

grupom,  7. dana od izazivanja kolitisa izmeren je blagi porast TT i kod miševa 24rBL1 grupe (p < 

0,05) (Slika 23. A). 

 Rezultati svakodnevnog merenja TT miševa tretiranih rBanLec 48h pre izazivanja kolitisa su 

takođe pokazali da najbolji profilaktički efekat ima primena rBanLec u koncentraciji 0,1 µg/mL. 

Među 48rBL grupama,  najmanji gubitak TT u piku bolesti uočen je kod grupe 48rBL0.1 (p < 0,001 

za 48rBL1 i 48rBL10). Međutim, iako značajno viša u odnosu na PK grupu (p < 0,001), prosečna TT 

miševa 48rBL0.1 grupe je i dalje bila značajno niža u odnosu na NK (p < 0,05). U poređenju sa PK 

grupom, pozitivan efekat na TT u piku bolesti uočen je i u 48rBL1 grupi (p < 0,01). U piku bolesti 

nisu uočene značajnije razlike u gubitku TT između 48rBL10 i PK grupa (Slika 23. B). Kod miševa 

48rBL0.1 i 48rBL1 grupa uočen je i brži oporavak. Sedmog dana nakon izazivanja kolitisa, prosečna 

TT miševa 48rBL0.1 i 48rBL1 (p < 0,05) je bila nešto niža u odnosu na NK grupu, ali značajno viša 

u poređenju sa 48rBL10 (p < 0,001 za obe grupe) i PK (p < 0,001 za obe grupe) gupama (Slika 23. 

B). 

 
Slika 23. Promene telesne težine nakon izazivanja eksperimentalnog kolitisa kod C57BL/6 miševa jednokratno tretiranih 

rastvorom rBanLec (A) 24h  i (B) 48h pre izazivanja bolesti. Eksperimentalni kolitis je izazvan intrarektalnom aplikacijom TNBS 

rastvorenog u 50 % etanolu (dan 0). rBanLec je apliciran u sledećim koncentracijama: 0,1 µg/mL (24rBL0.1 i 48rBL0.1), 1 µg/mL 

(24rBL1 i 48rBL1) i 10 µg/mL (24rBL10 i 48rBL10). Telesna težina je predstavljena kao srednja vrednost ± SE (n = 14). Miševi iste 

starosti tretirani (dan 0) rastvorom 50% etanola (NK grupa) i miševi koji pre izazivanja eksperimentalnog kolitisa nisu tretirani rBanLec 

(PK grupa) su korišćeni kao kontrole. Srednja vrednost telesne težine PK je prikazana punom crvenom linijom, dok je srednja vrednost 

telesne težine miševa NK grupe označena isprekidanom linijom. Statistička značajnost je procenjena one-way ANOVA testom, 

praćenim Bonferroni testom za višestruko poređenje, gde je PK grupa korišćena kao referentna (p < 0,05*, p < 0,01**, p < 0,001***).  

 Izazivanje kolitisa TNBS dovodi do jake lokalne zapaljenske reakcije koja dovodi do 

smanjenja dužine debelog creva. Očekivano, skraćenje debelog creva u piku bolesti je bilo 
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najizraženije kod miševa PK grupe (p < 0,01 u poređenju sa NK). Među rBanLec-pretretiranim 

miševima, bez obzira na vreme pretretmana, najmanje skraćenje debelog creva u piku bolesti 

izmereno je u grupi miševa koji su tretirani sa 0,1 µg/mL rBanLec i nije bilo statistički značajno u 

poređenju sa NK. Kod tretmana 24h pre izazivanja bolesti, skraćenje dužine debelog creva miševa 

24rBL0.1 grupe u piku bolesti je bilo značajno manje u poređenju sa 24rBL1, 24rBL10 i PK grupama 

(p < 0,05 za rBL1 grupu; p < 0,001 za 24rBL10 i PK grupu) (Slika 24. A i B). Kod tretmana 48h pre 

izazivanja bolesti, u grupama 48rBL0.1 i 48rBL1 je uočeno značajno manje skraćenje creva u 

poređenju sa PK grupom (p < 0,001 za 48rBL0.1; p < 0,01 za 48rBL1). Skraćenje debelog creva je 

bilo najizraženije u 48rBL10 grupi (p < 0,01 za NK i 48rBL0.1 grupe) (Slika 24. A i B). 

 

 

Slika 24. Dužina debelog creva u piku bolesti C57BL/6 miševa kojima je izazvan kolitis TNBS 24h i 48h nakon jednokratnog 

tretmana rBanLec. rBanLec je intrarektalno apliciran u sledećim koncentracijama: 0,1 µg/mL (24rBL0.1 i 48rBL0.1), 1 µg/mL 

(24rBL1 i 48rBL1) i 10 µg/mL (24rBL10 i 48rBL10). Na slici (A) su predstavljene reprezentativne slike uzorkovanih debelih creva, 

na slici (B) je predstavljene dužine debelog creva kao srednja vrednost ± SE, (n = 14). Miševi iste starosti tretirani (dan 0) rastvorom 

50% etanola (NK grupa) i miševi koji pre izazivanja eksperimentalnog kolitisa nisu tretirani rBanLec (PK grupa) su korišćeni kao 

kontrole. Statistička značajnost je procenjena one-way ANOVA testom, praćenim Bonferroni testom za višestruko poređenje, gde je 

PK grupa korišćena kao referentna (p < 0,05*, p < 0,01**, p < 0,001***).  

 Histološkom analizom preseka debelog creva grupe PK i 24rBL10 grupe, primećeno je 

prisustvo strukturnih promena koje uključuju visok stepen inflamacije praćen gubitkom peharastih 

ćelija, narušenu arhitekturu kripti i edem submukoze usled inflitracije inflamatornih ćelija. Pored 

malih ulceracija u nekim delovima mukoze, u debelom crevu u miševa 24rBL0.1 i 24rBL1 grupa 

primećena je deformacija kripti sa delimičnim gubitkom peharastih ćelija i infiltracijom PMNC. Ako 

se porede uzorci debelog creva 24rBL0.1 grupe i 24rBL1 grupa, hipertrofija mišićnog sloja i infiltrati 

ćelija u submukoznom sloju bili su izraženiji u uzorcima grupe 24rBL1. Na presecima debelog creva 

miševa grupe 24rBL10, slično kao i u debelom crevu miševa grupe PK, uočeni su obilni infiltrati 

PMNC u submukoznom sloju, izrazito narušavanje kripti i teške hemoragije u mukoznom sloju tkiva 

(Slika 25.). CHI izračunat na osnovu gubitka peharastih ćelija, zbijenosti i hiperplazije kripti, i broja 

i veličine submukoznih infiltrata [196], pokazuje da je narušenost struktura tkiva debelog creva 

najmanja u uzorcima miševa 24rBL0.1 grupe (CHI  =  7,0 ± 1,7), osrednja u grupi 24rBL1 (CHI  =  

11,9 ± 3,9), i najveća u grupi 24rBL10 (CHI  =  19,1 ± 2,3). Opseg patoloških promena u grupi 

24rBL10 je bio u nivou promena uočenih u grupi PK (CHI  =  20,3 ± 0,7)(Tabela 9.). 
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Slika 25. Poprečni presek debelog creva u piku bolesti C57BL/6 miševa kojima je izazvan kolitis TNBS 24h nakon jednokratnog 

tretmana rBanLec. Tkivni preseci (debljina 5 µm) debelih creva C57BL/6 miševa su bojeni H&E (pogledati poglavlje 3.4.1.) i 

pregledani sa uvećanjem od 10X Olympus BH2-RFL svetlosnim mikroskopom (Olympus Optica Ltd., Tokio, Japan) koji je povezan 

sa digitalnom kamerom visoke rezolucije (Color View III, Olympus Soft Imaging Solutions, Munster, Nemačka). Miševi iste starosti 

tretirani (dan 0) rastvorom 50% etanola (NK grupa) i miševi koji nakon izazivanja eksperimentalnog kolitisa nisu tretirani rBanLec 

(PK grupa) su korišćeni kao kontrole. Uzorci debelih creva uzeti u piku bolesti (dan 2). Na slici je obeležen gubitak peharastih ćelija 

(△), oštećena arhitektura kripti (○), infiltracija polimorfonuklearnih ćelija u umanjene kripte (♢), i u submukozne slojeve (▭), 

hemoragija (⇨). Predstavljene su reprezentativne slike. 

Tabela 9. Histološki Indeks Kolitisa procenjen na osnovu patoloških promena u piku bolesti u debelom crevu C57BL/6 miševa 

tretiranih rBanLec 24h pre izazivanja kolitisa TNBS 

 

 Gubitak Peharastih 

ćelija 

Gustina Kripti * Hiperplazija Kripti * Infiltrati u Submukozi 

** 

CHI 

24rBL0.1 1,9 ± 0,4 0,9 ± 0,4 0 1,1 ± 0,4 7,0 ± 1,7 

24rBL1 2,3 ± 0,5 1,4 ± 1,5 0,1 ± 0,4 2,1 ± 0,4 11,9 ± 3,0 

24rBL10 2,9 ± 0,4 3 0,9 ± 0,4 2,9 ± 0,4 19,4 ± 2,3 

PK 3 3 1,1 ± 0,4 3 20,2 ± 0,7 

NK 0 0,9 ± 0,4 0 1,1 ± 0,4 7,0 ± 1,7 

* pomonožiti sa 2, ** pomnožiti sa 3; CHI- Histološki Indeks Kolitisa 

 

Histološkom analizom preseka debelog creva u grupi 48rBL0.1 nisu uočene velike promene 

u arhitekturi tkiva: jasno se uočavaju formirane kripte sa peharastim ćelijama, kao i kripte u nastajanju 

od bazalnog ka apikalnom sloju. U grupi 48rBL1 je uočena obilna hemoragična efuzija u lamina 

propria sloju i znaci inflamacije (infiltracija PMNC između kripti). U preseku debelog creva miševa 

48rBL10 grupe znaci inflamacije bili su još izraženiji: polimorfonuklearni inflitrati su bili prisutni u 

mukozi i transbazalno u submukozi, kripte su bile atenuirane sa deplecijom peharastih ćelija i 

ulceracijama. Inflamatorne promene u presecima debelog creva PK grupe su bile najopsežnije: 

hemoragični izliv je prisutan kako transbazalno (u lamina propria sloju mukoze) i transmuralno u 

mišićnom sloju, u submukozi su bili prisutni masivni infiltrati polimorfonuklearnh ćelija. U NK grupi 

je arhitektura tkiva bila intaktna (Slika 26.). Izračunati CHI pokazuju da je narušenost struktura tkiva 

debelog creva bila najmanja u uzorcima debelog creva 48rBL0.1 grupe (CHI  =  6,0 ± 1,39), osrednja 

u grupi 48rBL1 (CHI  =  11,8 ± 2,3), i najveća u grupi 48rBL10 (CHI  =  16,3 ± 1,9). Opseg patoloških 

promena u grupi 48rBL10 je bio uporediv sa promenama uočenim u grupi PK (CHI  =  19,8 ± 1,1) 

(Tabela 10.). 
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Slika 26. Poprečni presek debelog creva u piku bolesti C57BL/6 miševa kojima je izazvan kolitis TNBS 48h nakon jednokratnog 

tretmana rBanLec. Tkivni preseci (debljina 5 µm) debelih creva C57BL/6 miševa su bojeni H&E (pogledati poglavlje 3.4.1.) i 

pregledani sa uvećanjem od 10X Olympus BH2-RFL svetlosnim mikroskopom (Olympus Optica Ltd., Tokio, Japan) koji je povezan 

sa digitalnom kamerom visoke rezolucije (Color View III, Olympus Soft Imaging Solutions, Munster, Nemačka). Miševi iste starosti 

tretirani (dan 0) rastvorom 50% etanola (NK grupa) i miševi koji nakon izazivanja eksperimentalnog kolitisa nisu tretirani rBanLec 

(PK grupa) su korišćeni kao kontrole. Uzorci debelih creva uzeti u piku bolesti (dan 2). Na slici je obeležen gubitak peharastih ćelija 

(△), oštećena arhitektura kripti (○), infiltracija polimorfonuklearnih ćelija u umanjene kripte (♢), i u submukozne slojeve (▭), 

hemoragija (⇨). Predstavljene su reprezentativne slike. 

Tabela 10. Histološki Indeks Kolitisa procenjen na osnovu patoloških promena u piku bolesti u debelom crevu C57BL/6 miševa 

tretiranih rBanLec 48h pre izazivanja kolitisa TNBS  

 

 Gubitak Peharastih 

Ćelija 

Gustina Kripti * Hiperplazija Kripti * Infiltrati u 

Submukozi ** 

CHI 

48rBL0.1 1,2 ± 0.2 1,15 ± 0,16 0 1,1 ± 0,2 6,0 ± 1,39 

48rBL1 1,35 ± 0,15 2,4 ± 0,3 0 2,2 ± 0,4 11,8 ± 2,3 

48rBL10 2 3,2 ± 0,2 1  2,3 ± 0,4 16,3 ± 1,9 

PK 2,7 ± 0,2 3,1 ± 0,3 1,15 ± 0,2 3,35 ± 0,3 19,8 ± 1,1 

NK 0 0 0 0 0 

* pomonožiti sa 2, ** pomnožiti sa 3; CHI- Histološki Indeks Kolitisa 

 

4.2.2. Efekat jednokratnog profilaktičkog tretmana rBanLec na oksidativni status u 

debelom crevu C57BL/6 miša tokom TNBS-izazvanog kolitisa 

 

U skladu sa relevantnim podacima iz literature, izazivanje kolitisa TNBS samo po sebi dovelo 

je do značajnog pojačanja lokalne aktivnosti MPO u piku bolesti [244] (Slika 27.). I u svim rBanLec 

pretretiranim grupama, lokalna aktivnost MPO u piku bolesti bila je značajno veća u poređenju sa 

NK. 

Analiza lokalne MPO aktivnosti kod 24rBL miševa je pokazala da profilaktički tretman nije 

značajno uticao na lokalnu aktivnost MPO u piku bolesti miševa 24rBL1 i 24rBL10 grupa. Međutim, 

pretretman koncentracijom 0,1 µg/mL rBanLec (grupa 24rBL0.1) je bio udružen sa značajnim 

uvećanjem MPO aktivnosti u debelom crevu u piku bolesti u poređenju sa grupom PK kao i u 

poređenju sa grupama 24rBL1 i 24rBL10 (za sve grupe je p < 0,001) (Slika 27. A). Tretman rBanLec 

48h pre izazivanja kolitisa je doveo do značajnog povećanja lokalne aktivnosti MPO u piku bolesti 

miševa 48rBL1 (p < 0,001 u poređenju sa PK. Aktivnosti MPO u debelom crevu 48rBL0.1 miševa 

bila je u nivou  aktivnosti izmerene u PK grupi, dok je u 48rBL10 grupi bila niža nego u PK (p < 

0,01) grupa (Slika 27. B).  
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Slika 27. Aktivnost MPO u debelom crevu u piku bolesti C57BL/6 miševa kojima je izazvan kolitis TNBS: A) 24h nakon 

jednokratnog tretmana rBanLec i B) 48h nakon jednokratnog tretmana rBanLec. Eksperimentalni kolitis je izazvan 

intrarektalnom aplikacijom TNBS rastvorenog u 50 % etanolu (dan 0) a MPO aktivnost je analizirana u piku bolesti (dan 2). rBanLec 

je intrarektalno apliciran u sledećim koncentracijama: 0,1 µg/mL (24rBL0.1 i 48rBL0.1), 1 µg/mL (24rBL1 i 48rBL1) i 10 µg/mL 

(24rBL10 i 48rBL10). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost U aktivnosti MPO po miligramu tkiva debelog creva ± SE (n = 

7). Miševi iste starosti tretirani (dan 0) rastvorom 50% etanola (NK grupa) i miševi koji pre izazivanja eksperimentalnog kolitisa nisu 

tretirani rBanLec (PK grupa) su korišćeni kao kontrole. Statistička značajnost je procenjena one-way ANOVA testom, praćenim 

Bonferroni testom za višestruko poređenje, gde je PK grupa korišćena kao referentna (p < 0,05*, p < 0,01**, p < 0,001***).  

Kao i u piku bolesti, i u fazi oporavka lokalna MPO aktivnost se značajno razlikovala  među 

kontrolnim grupama, PK i NK (p < 0,001). Kod svih miševa tretiranih rBanLec 24h pre izazivanja 

bolesti, u fazi rezolucije bolesti (dan 7) bilo je primetno smanjenje lokalne aktivnosti MPO u odnosu 

na pik bolesti. Aktivnost MPO u 24rBL0.1 grupi je bila smanjena u poređenju sa aktivnošću u piku 

bolesti, ali i dalje značajno veća u poređenju sa ostalim grupama tretiranim rBanLec (p < 0,01 za 

24rBL1 i p < 0,001 za 24rBL10) (Slika 28. A). Kod 48rBL grupa dozno-zavisni obrazac promena 

lokalne MPO aktivnosti u fazi oporavka je bio sličan obrascu u piku bolesti. I u fazi oporavka, 

aktivnost MPO u debelom crevu miševa 48rBL0.1, 48rBL1 i 48rBL10 grupa bila je značajno veća u 

poređenju sa NK grupom (p < 0,001 za sve grupe). Među 48rBL miševima, najveća aktivnost MPO 

je izmerena u debelom crevu miševa 48rBL1 grupe (p < 0,05 za 48rBL10, p < 0,001 za grupe PK i 

NK). (Slika 28. B).  

 

Slika 28. Aktivnost MPO u debelom crevu u fazi oporavka C57BL/6 miševa kojima je izazvan kolitis TNBS: A) 24h nakon 

jednokratnog tretmana rBanLec i B) 48h nakon jednokratnog tretmana rBanLec. Eksperimentalni kolitis je izazvan 

intrarektalnom aplikacijom TNBS rastvorenog u 50 % etanolu (dan 0) a MPO aktivnost je analizirana u fazi oporavka (dan 7). rBanLec 

je intrarektalno apliciran u sledećim koncentracijama: 0,1 µg/mL (24rBL0.1 i 48rBL0.1), 1 µg/mL (24rBL1 i 48rBL1) i 10 µg/mL 

(24rBL10 i 48rBL10). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost U aktivnosti MPO po miligramu tkiva debelog creva ± SE (n = 

7). Miševi iste starosti tretirani (dan 0) rastvorom 50% etanola (NK grupa) i miševi koji nakon izazivanja eksperimentalnog kolitisa 

nisu tretirani rBanLec (PK grupa) su korišćeni kao kontrole. Statistička značajnost je procenjena one-way ANOVA testom, praćenim 

Bonferroni testom za višestruko poređenje, gde je PK grupa korišćena kao referentna (p < 0,05*, p < 0,01**, p < 0,001***).  
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Poređenje NO proizvodnje u debelom crevu miševa PK i NK grupa je pokazalo da u TNBS-

izazvanom eksperimentalnom kolitisu kod C57BL/6 miša dolazi i do značajnog porasta lokalne NO 

proukcije u piku bolesti (Slika 29.). Takođe, lokalna proizvodnja NO u piku bolesti u grupama 

24rBL1 i 24rBL10 je bila značajno povećana u odnosu na PK grupu (p < 0,01). Međutim, 

koncentracija NO u debelom crevu miševa grupe 24rBL0.1 je bila značajno niža u poređenju sa 

24rBL1, 24rBL10 i PK grupama (p < 0,001 za sve grupe), na nivou uporedivom sa NK grupom (Slika 

29. A). Među grupama pretretiranim 48h pre izazivanja bolesti, najniža lokalna koncentracija NO je 

izmerena u grupi 48rBL0.1 (p < 0,05 u poređenju sa 48rBL10). Lokalna proizvodnja NO u piku 

bolesti miševa 48rBL1 i 48rBL10 grupa je bila u nivou proizvodnje uočene u PK grupi, značajno 

veća u poređenju sa NK grupom (za 48rBL1 p < 0,05, za 48rBL10 je p < 0,01)(Slika 29. B). 

 

Slika 29. Koncentracija NO u debelom crevu u piku bolesti C57BL/6 miševa kojima je izazvan kolitis TNBS: A) 24h nakon 

jednokratnog tretmana rBanLec i B) 48h nakon jednokratnog tretmana rBanLec. Eksperimentalni kolitis je izazvan 

intrarektalnom aplikacijom TNBS rastvorenog u 50 % etanolu (dan 0) a koncentracija NO je analizirana u piku bolesti (dan 2). rBanLec 

je intrarektalno apliciran u sledećim koncentracijama: 0,1 µg/mL (24rBL0.1 i 48rBL0.1), 1 µg/mL (24rBL1 i 48rBL1) i 10 µg/mL 

(24rBL10 i 48rBL10). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost količine NO po miligramu proteina (µM/mg proteina) ± SE (n = 

7). Miševi iste starosti tretirani (dan 0) rastvorom 50% etanola (NK grupa) i miševi koji pre izazivanja eksperimentalnog kolitisa nisu 

tretirani rBanLec (PK grupa) su korišćeni kao kontrole. Statistička značajnost je procenjena one-way ANOVA testom, praćenim 

Bonferroni testom za višestruko poređenje, gde je PK grupa korišćena kao referentna (p < 0,05*, p < 0,01**, p < 0,001***).  

 U fazi oporavka, lokalna proizvodnja NO u debelom crevu miševa PK grupe je i dalje bila 

značajno veća u odnosu na NK grupu (p < 0,001). Međutim, u svim grupama koje su tretirane rBanLec 

pre izazivanja kolitisa primećena je niža lokalna proizvodnja NO u poređenju sa PK grupom (p < 

0,001 za 24rBL0.1, 24rBL10, 48rBL0.1, 48rBL1, 48rBL10) (Slika 30.). 

 

Slika 30. Koncentracija NO u debelom crevu u fazi oporavka C57BL/6 miševa kojima je izazvan kolitis TNBS: A) 24h nakon 

jednokratnog tretmana rBanLec i B) 48h nakon jednokratnog tretmana rBanLec. Eksperimentalni kolitis je izazvan 

intrarektalnom aplikacijom TNBS rastvorenog u 50 % etanolu (dan 0) a koncentracija NO je analizirana u fazi oporavka (dan 7). 

rBanLec je intrarektalno apliciran u sledećim koncentracijama: 0,1 µg/mL (24rBL0.1 i 48rBL0.1), 1 µg/mL (24rBL1 i 48rBL1) i 10 
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µg/mL (24rBL10 i 48rBL10). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost količine NO po miligramu proteina (µM/mg proteina) ± 

SE (n = 7). Miševi iste starosti tretirani (dan 0) rastvorom 50% etanola (NK grupa) i miševi koji pre izazivanja eksperimentalnog 

kolitisa nisu tretirani rBanLec (PK grupa) su korišćeni kao kontrole. Statistička značajnost je procenjena one-way ANOVA testom, 

praćenim Bonferroni testom za višestruko poređenje, gde je PK grupa korišćena kao referentna (p < 0,05*, p < 0,01**, p < 0,001***).  

 Aktivnost antioksidativnih enzima SOD, CAT i GST je bila značajno smanjena u debelom 

crevu miševa PK grupe u piku bolesti u poređenju sa NK grupom. Međutim, u poređenju sa grupom 

PK, tretman rBanLec pre izazivanja eksperimentalnog kolitisa je generalno povećao njihovu 

aktivnost u tkivu debelog creva (Slika 31. i 32.). 

U poređenju sa grupom PK, lokalne aktivnosti SOD (p < 0,001) i CAT (p < 0,001 za 

24rBL0.1; p < 0,05 za 24rBL1; p < 0,01 za 24rBL10 grupu) su bile značajno povećane u piku bolesti 

u svim 24rBL, dostižući nivo izmeren u NK grupi. Među njima, najveće aktivnosti SOD i CAT su 

bile izmerene u 24rBL0.1 grupi, ali nisu bile značajno veće u poređenju se sa aktivnostima izmerenim 

u grupama 24rBL1 i 24rBL10 (Slika 31. A, B). U poređenju sa PK grupom u piku bolesti, izmerena 

aktivnost GST enzima kod miševa pretretirani rBanLec 24h sata pre izazivanja bolesti nije se 

značajno razlikovala (Slika 31. C). U poređenju sa miševima NK grupe, GST aktivnost u piku bolesti 

u 24rBL1 i 24rBL10 grupama bila je značajno niža (p < 0,001 za 24rBL1 i 24rBL10 grupu), dok je 

smanjenje GST aktivnosti u 24rBL0.1 grupi bilo manje izraženo (Slika 31. C).  

 
Slika 31. Aktivnost antioksidativnih enzima u debelom crevu u piku bolesti C57BL/6 miševa kojima je izazvan kolitis TNBS 

24h nakon jednokratnog tretmana rBanLec. Eksperimentalni kolitis je izazvan intrarektalnom aplikacijom TNBS rastvorenog u 50 

% etanolu (dan 0), a lokalna aktivnost SOD (A), CAT (B) i GST (C) je analizirana u piku bolesti (dan 2). rBanLec je intrarektalno 

apliciran u sledećim koncentracijama: 0,1 µg/mL (24rBL0.1), 1 µg/mL (24rBL1) i 10 µg/mL (24rBL10). Rezultati su predstavljeni kao 

srednja vrednost aktivnosti (U) po miligramu proteina ± SE (n = 7). Miševi iste starosti tretirani (dan 0) rastvorom 50% etanola (NK 

grupa) i miševi koji pre izazivanja eksperimentalnog kolitisa nisu tretirani rBanLec (PK grupa) su korišćeni kao kontrole. Statistička 

značajnost je procenjena one-way ANOVA testom, praćenim Bonferroni testom za višestruko poređenje, gde je PK grupa korišćena 

kao referentna (p < 0,05*, p < 0,01**, p < 0,001***). 

 Aktivnosti SOD i CAT izmerene u piku bolesti kod miševa 48rBL grupa su bile više u 

poređenju sa PK grupom (CAT: p < 0,05 za 48rBL0.1), ali niže od aktivnosti izmerenih kod miševa 

NK grupe (SOD: p < 0,05 za 48rBL1). Najveće aktivnosti SOD i CAT u piku bolesti su izmerene u 

debelom crevu miševa 48rBL0.1 grupe, ali nisu bile statistički značajno više u odnosu na 48rBL1 i 

48rBL10 grupe (Slika 32. A, B). Za razliku od miševa pretretiranih 24h pre izazivanja bolesti, kod 

miševa pretretiranih 48h pre izazivanja kolitisa najniža GST aktivnost je izmerena u 48rBL0.1 grupi 

(p < 0,05 za 48rBL10; p < 0,01 za NK) (Slika 32. C).  

 
Slika 32. Aktivnost antioksidativnih enzima u debelom crevu u piku bolesti C57BL/6 miševa kojima je izazvan kolitis TNBS 

48h nakon jednokratnog tretmana rBanLec. Eksperimentalni kolitis je izazvan intrarektalnom aplikacijom TNBS rastvorenog u 50 

% etanolu (dan 0), a lokalna aktivnost SOD (A), CAT (B) i GST (C) je analizirana u piku bolesti (dan 2). rBanLec je intrarektalno 

apliciran u sledećim koncentracijama: 0,1 µg/mL (48rBL0.1), 1 µg/mL (48rBL1) i 10 µg/mL (48rBL10). Rezultati su predstavljeni kao 
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kao srednja vrednost aktivnosti (U) po miligramu proteina ± SE (n = 7). Miševi iste starosti tretirani (dan 0) rastvorom 50% etanola 

(NK grupa) i miševi koji pre izazivanja eksperimentalnog kolitisa nisu tretirani rBanLec (PK grupa) su korišćeni kao kontrole. 

Statistička značajnost je procenjena one-way ANOVA testom, praćenim Bonferroni testom za višestruko poređenje, gde je PK grupa 

korišćena kao referentna (p < 0,05*, p < 0,01**, p < 0,001***). 

 

4.2.3. Efekat jednokratnog profilaktičkog tretmana rBanLec na citokinski milje u debelom 

crevu C57BL/6 miša tokom TNBS-izazvanog kolitisa 

 

Analiza citokinskog miljea u piku TNBS-izazvanog kolitisa i fazi oporavk obuhvatala je 

merenje lokalnih koncentracija citokina koji imaju ulogu u kontroli inflamacije (IL-10, TGFβ) i 

proinflamatornih citokina (IL-12, TNF). 

U piku bolesti, u debelom crevu miševa PK grupe, u poređenju sa NK grupom, izostalo je 

značajno povećanje proizvodnje IL-10, koje bi moglo da umanji zapaljensku reakciju (Slika 33. A). 

Međutim, značajno povećanje koncentracije regulatornih citokina je uočeno kod nekih grupa 

pretretiranih rBanLec. Najveća koncentracija IL-10 izmerena je u grupi 24rBL0.1 (p < 0,01 vs. NK, 

p < 0,001 vs.PK) i bila je značajno veća u poređenju sa 24rBL1 (p < 0,001) i 24rBL10 (p < 0,01). U 

poređenju sa lokalnom koncentracijom IL-10 kod PK grupe, u piku bolesti kod 24rBL1 i 24rBL10 

grupa nije uočen značajan porast lokalne proizvodnje IL-10 (Slika 33. A). U poređenju sa PK 

grupom, ni kod jedne od grupa koje su 48h pre izazivanja kolitisa tretirane rBanLec nije došlo do 

značajnog porasta lokalne koncentraciji IL-10 u piku bolesti (Slika 33. A). 

 U poređenju sa NK, lokalna podukcija TGFβ u piku bolesti bila je značajno povišena u PK 

grupi. Za razliku od IL-10, u poređenju sa kontrolnim grupama, u piku bolesti je lokalna proizvodnja 

TGFβ bila značajno povećana  u debelom crevu miševa 24rBL1 (p < 0,001 vs. PK i NK), i 24rBL10 

(p < 0,01 vs. PK i NK) grupa. Među grupama pretretiranim rBanLec 24h pre izazivanja kolitisa 

najveća lokalna koncentracija TGFβ u piku bolesti je izmerena u grupi 24rBL0.1 (p < 0,05 vs. 

24rBL1, p < 0,01 vs. 24rBL10) (Slika 33. B). Pretretman rBanLec je doveo do značajnog povećanja 

koncentracije TGFβ u debelom crevu u piku bolesti  kod svih 48rBL grupa u poređenju sa NK grupom 

(p < 0,001 za sve 48rBL grupe). Takođe, lokalna proizvodnja TGFβ u piku bolesti u svim 48rBL 

grupama je bila veća nego u PK grupi, pri čemu je navedeni porast bio statistički značajan u 48rBL0.1 

(p < 0,001) i 48rBL1 (p < 0,01) grupama. Tretman rBanLec u koncentraciji 0,1 µg/mL je doveo do 

najvećeg povećanja proizvodnje TGFβ u poređenju sa ostalim 48rBL grupama (p < 0,05 za 48rBL1; 

p < 0,01 za 48rBL10) (Slika 33. B).  

Generalno, patologija bolesti TNBS-izazvanog kolitisa se dovodi u vezu sa 

nekompenzovanim povećanjem lokalne sekrecije (proizvodnje) proinflamatornih citokina. U tom 

kontekstu je analizirana lokalna proizvodnja IL-12 i TNF u piku bolesti. U poređenju sa NK grupom, 

u grupi PK je, očekivano, došlo do lokalnog povećanja proizvodnje inflamatornih citokina u piku 

bolesti (p < 0,05 za IL-12, p < 0,05 za TNF) (Slika 33. C, D). Među grupama pretretiranim 24h pre 

izazivanja kolitisa, najviši nivo inflamatornih citokina u piku bolesti je izmeren u debelom crevu 

miševa 24rBL10 (p < 0,001vs. 24rBL1) i bio je uporediv sa nivoom inflamatornih citokina koji su 

izmereni u debelom crevu miševa grupe PK. Takođe, najniža koncentracija inflamatornih citokina 

izmerena je u debelom crevu miševa grupe 24rBL0.1 (Slika 33. C, D).  

Lokalna proizvodnja IL-12 je bila značajno povećana u grupi 24rBL10 (p < 0,001) i blago 

povećana u grupi 24rBL1 u poređenju sa grupom 24rBL0.1 (Slika 33. C). Sa druge strane, izmerena 

lokalna koncentracija IL-12 u piku bolesti je bila značajno manja kod grupa 48rBL1 i 48rBL10 u 

poređenju sa PK grupom (p < 0,001). Takođe, nivo IL-12 u debelom crevu miševa grupe 48rBL0.1 

je bio značajno povećan u poređenju sa grupama 48rBL1 (p < 0,001) i 48rBL10 (p < 0,01; Slika 33. 

C). 

 Kod miševa tretiranih 24h pre izazivanja kolitisa primećen je dozno-zavisan efekat rBanLec 

na lokalnu proizvodnju TNF u piku bolesti. Lokalna koncentracija TNF je bila značajno uvećana u 

debelom crevu miševa 24rBL1 (p < 0,01), 24rBL10 (p < 0,001) i  PK (p < 0,001) grupa u odnosu na 

koncentraciju TNF koja je izmerena u debelom crevu miševa grupe 24rBL0.1 (Slika 33. D). Sa druge 
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strane, među grupama tretiranim rBanLec 48h pre izazivanja bolesti, najviša lokalna koncentracija 

TNF u piku bolesti je izmerena u debelom crevu miševa grupe 48rBL0.1. Ona je bila u nivou lokalne 

koncentracije TNF u PK grupi, značajno veća u poređenju sa koncentrcijama izmerenim u 48rBL1 (p 

< 0,001) i 48rBL10 (p < 0,001) grupama, kao i  NK grupi (p < 0,01). Koncentracija TNF u debelom 

crevu miševa grupa 48rBL1 (p < 0,001)  i 48rBL10 (p < 0,001) u piku bolesti je bila značajno manja 

u poređenju sa PK grupom, približna koncentraciji izmerenoj u NK grupi (Slika 33. D). 

 

Slika 33. Proizvodnja IL-10, TGFβ, IL-12 i TNF u debelom crevu u piku bolesti C57BL/6 miševa kojima je izazvan kolitis 

TNBS 24h i 48h nakon jednokratnog tretmana rBanLec. Eksperimentalni kolitis je izazvan intrarektalnom aplikacijom TNBS 

rastvorenog u 50 % etanolu (dan 0), a lokalna aktivnost IL-10 (A), TGFβ (B), IL-12 (C) i TNF (D) je analizirana u piku bolesti (dan 

2). rBanLec je intrarektalno apliciran u sledećim koncentracijama: 0,1 µg/mL (24rBL0.1 i 48rBL0.1), 1 µg/mL (24rBL1 i 48rBL1) i 

10 µg/mL (24rBL10 i 48rBL10). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost koncentracije citokina izražene u pg(ng) po miligramu 

proteina supernatanta ± SE (n = 7). Miševi iste starosti tretirani (dan 0) rastvorom 50% etanola (NK grupa) i miševi koji pre izazivanja 

eksperimentalnog kolitisa nisu tretirani rBanLec (PK grupa) su korišćeni kao kontrole. Statistička značajnost je procenjena one-way 

ANOVA testom, praćenim Bonferroni testom za višestruko poređenje, gde je PK grupa korišćena kao referentna (p < 0,05*, p < 0,01**, 

p < 0,001***). 

 Analizom lokalnih koncentracija TNF i IL-10, pokazano je da, u poređenju sa PK grupom, 

pretretman 0,1 µg/mL rBanLec 24h pre izazivanja kolitisa značajno smanjuje TNF/IL-10 odnos u 

piku bolesti u poređenju sa PK grupom (p < 0,001). TNF/IL-10 odnos je bio značajno manji i u 
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grupama 48rBL1 i 48rBL10 u poređenju sa PK grupom (p < 0,01 za 48rBL1; p < 0,05 za 48rBL10) 

(Slika 34. A). Međutim, ni kod 24rBL ni kod 48rBL grupa nije uočena značajna korelacija između 

TNF/IL-10 i intenziteta patologije procenjenog na osnovu smanjenja TT u piku bolesti (Pcc  =  -

0,879, p  =  0,120 za 24rBL; Pcc  =  0,805, p  =  0,194 za 48rBL) (Slika 34. B,C). 

 

Slika 34. Odnos proizvodnje TNF i IL-10 u debelom crevu i njegova korelacija sa težinom kliničke slike u piku 

eksperimentalnog kolitisa kome je prethodio jednokratni tretman rBanLec. Eksperimentalni kolitis je izazvan u C57BL/6 mišu 

intrarektalnom aplikacijom TNBS rastvorenog u 50 % etanolu (dan 0). Izazivanje eksperimentalnog kolitisa je rađena 24h (24rBL) ili 

48h (48rBL) nakon jednokratne intrarektalne aplikacije (100 µL) rBanLec u koncentracijama: 0,1 µg/mL (24rBL0.1 i 48rBL0.1), 1 

µg/mL (24rBL1 i 48rBL1) i 10 µg/mL (24rBL10 i 48rBL10). Miševi iste starosti tretirani (dan 0)  rastvorom 50% etanola (NK grupa, 

obeleženi zelenom linijom) i miševi kojima je izazvan kolitis bez rBanLec tretmana (PK grupa, obeleženi crvenom linijom) su korišćeni 

kao kontrole. Na osnovu koncentracija TNF i IL-10 određenih u debelom crevu u piku bolesti (dan 2; slika 33.) izračunati su TNF/IL-

10 odnosi i predstavljeni kao srednji TNF/IL-10 ± SE po grupi (A).  TNF/IL-10 su korelirani sa težinom kliničke slike procenjenom 

na osnovu gubitka telesne težine u piku bolesti (dan 2; slika 23.), odvojeno za 24rBL (B) i 48rBL (C) grupe. Statistička značajnost 

razlika TNF/IL-10 je procenjena one-way ANOVA testom, praćenim Bonferroni testom za višestruko poređenje, gde je PK grupa 

korišćena kao referentna (p < 0,05*, p < 0,01**, p < 0,001***). Korelacija između TNF/IL-10 i težine kliničke slike je određena 

Pirsonovom bivarijantnom korelacionom analizom; Pcc- Pearson’s correlation coefficient, p < 0,05. 

 

4.2.4. Procena profilaktičkog efekta jednokratne primene rBanLec u modelu TNBS-

izazvanog kolitisa u C57BL/6 mišu - diskusija 

 

 Predstavljeni rezultati pokazuju da preaktivacija imunskog sistema debelog creva rBanLec 

može ublažiti težinu eksperimentalnog kolitisa kod C57BL/6 miševa i ubrzati oporavak. Smanjenje 

kliničkih simptoma prati pojačana antioksidativna odbrana u tkivu i usmeravanje lokalnog 

mikrookruženja ka rezoluciji inflamacije i regeneraciji crevne mukoze. 

 Jednokratni profilaktički tretman rBanLec u koncentracijama od 0,1 µg/mL do 10 µg/mL, 24 

ili 48h pre izazivanja eksperimentalnog kolitisa, nije sprečio nastanak bolesti, ali je, posebno 

tretmanom najnižom koncentracijom, smanjio težinu bolesti. Analiza je otkrila da u piku bolesti 

postoji obrnuta korelacija između profilaktički primenjenih doza rBanLec i njihove efikasnosti u 

ublažavanju kliničke slike TNBS-izazvanog kolitisa. U grupama tretiranim rBanLec, najblaži oblik 

patologije je opisan kod 24rBL0.1 i 48rBL0.1 grupa. Nasuprot tome, najteži klinički ishod, sličan 

onom koji je uočen u PK grupi (eksperimentalni kolitis izazvan bez prethodnog rBanLec tretmana), 

je opisan u 24rBL10 i 48rBL10 grupama. Procena težine kliničke slike zasnivala se prvenstveno na 

gubitaku TT, ali su u obzir uzeti i smanjenje dužine debelog creva u piku bolesti (2. dan nakon 

izazivanja kolitisa) i histološke promene u debelom crevu. Histološkom analizom debelog creva 

pokazano je da težina kliničke slike prvenstveno pozitivno korelira sa intenzitetom infiltracije 

imunskih ćelija u submukozu. 

Jedan od inicijalnih koraka u razvoju inflamacije je infiltracija neutrofila u tkivo. Porast 

lokalne MPO aktivnosti se često smatra markerom infiltracije neutrofila [245]. Povećanje lokalne 

MPO aktivnosti pokazano je kod pacijenata obolelih od UC i CD [246] tokom aktivne faze bolesti, 

kao i u različitim životinjskim modelima zapaljenskih bolesti creva [247-250]. U skladu sa ovim 

nalazima, u debelom crevu svih miševa kojima je izazvan eksperimentalni kolitis u piku bolesti je 
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uočeno značajno povećanje aktivnosti MPO. Među grupama pretretiranim 24h pre izazivanja bolesti 

najveća lokalna aktivnost je uočena u 24rBL0.1, dok je među grupama pretretiranim 48h pre 

izazivanja bolesti najveća lokalna aktivnost je uočena u 48rBL1. Pored toga, lokalna MPO aktivnost 

u 24rBL0.1 i 48rBL1 u piku bolesti bila je značajno veća od aktivnosti izmerene u PK grupi. Ovaj 

nalaz je neočekivan, imajući u vidu (i) da se MPO primarno smatra prooksidativnim enzimom koji, 

učestvujući u stvaranju ROS/RNS, doprinosi propagaciji inflamacije, kao i činjenicu (ii) da je u 

grupama 24rBL0.1 i 48rBL1 uočeno značajno smanjenje težine kliničke slike u poređenju sa PK. 

Međutim, nekoliko studija urađenih na životinjskim modelima je pokazalo da MPO deficijencija  

može rezultovati i preteranom zapaljenskom reakcijom [251]. Pozitivan, antiinflamatorni, efekat MPO 

potvrđen je u modelima eksperimentalnog lupusa nefritisa i autoimunskog encefalomijelitisa, gde 

MPO-posredovana supresija patogenih T-ćelija prevazilazi njene potencijalno štetne efekte [252,253]. 

Slično tome, zaštitna uloga MPO uočena je i u plućnoj inflamaciji izazvanoj lipopolisaharidom (LPS), 

zimozanom ili umrtvljenom Candida albicans [254-256]. U modelu sepse, miševi sa genetskom 

inaktivacijom MPO (MPO-KO) razvili su intenzivniji inflamatorni odgovor nego „wild type“, što 

dodatno naglašava antiinflamatorni potencijal ovog enzima [257]. U navedenim studijama je anti-

inflamatorna aktivnost MPO bila u korelaciji sa različitim faktorima uključujući i povećanu sekreciju 

proinflamatornih citokina (IL-6, IFNγ, TNFα, IL-1β) i hemokina (monocitni hemoatraktant protein-

1), kao i povećanu proizvodnju inflamatornog proteina 2 makrofaga. Pokazano je da MPO, 

produkujući ROS, može negativno uticati i na aktivnost DĆ (smanjenje preuzimanja i prezentacije 

antigena, inhibicija migracije u mLČ usled smanenja ekspresije CCR7), čime sprečava patološku 

inflamaciju u tkivu [227]. Takođe, MPO je enzim koji može da ima i dismutaznu aktivnost, u 

zavisnosti od karakteristika mikro okruženja u kojem se nalazi. Naime MPO enzimska aktivnost je 

kompleksna jer podrazumeva niz redoks reakcija usled kojih MPO prolazi kroz različita prelazna 

stanja generišući spektar intermedijarnih proizvoda različite stabilnosti, značajno određene 

karakteristikama mikrookruženja [258]. U prilog dismutaznoj aktivnosti MPO ide nalaz da kod 

neutrofila koji ne poseduju aktivni MPO enzim dolazi do nagomilavanja superoksidnih anjona, 

budući da je njihova spontana dismutacija značajno sporija od dismutacije posredovane MPO [259]. 

Pored toga, ne smemo zaboraviti da neutrofili, pored uloge u razvoju inflamacije, igraju važnu ulogu 

i u njenoj rezoluciji [138,139]. Rezolucija inflamacije podrazumeva apoptozu neutrofila i njihovu 

eferocitozu od strane makrofaga, što posledično dovodi do polarizacije makrofaga ka M2 fenotipu 

(antiinflamatorni makrofazi) [260,261]. 

Prezentovani rezultati ukazuju da je pozitivan efekat rBanLec pretretmana na težinu kliničke 

slike TNBS-izazvanog kolitisa povezan i sa porastom lokalne aktivnosti antioksidativnih 

odbrambenih mehanizama. To čini lokalno tkivo otpornijim na potencijalna oštećenja usled intezivne 

proizvodnje ROS. Ublaženje kliničke slike u piku bolesti je bilo u pozitivnoj korelaciji sa aktivnošću 

antioksidativnih enzima, konkretno SOD i CAT, koji su kontrolisali oksidativni stres. Ukupna 

aktivnost antioksidativnih enzima u debelom crevu rBanLec-pretretiranih miševa značajno 

prevazilazi aktivnost zabeleženu u debelom crevu miševa PK grupe, sa najvećom aktivnošću u grupi 

24rBL0.1 i 48rBL0.1. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa onima koji pokazuju da je smanjena SOD 

aktivnost povezana sa povećanom zapaljenskom reakcijom kod IBD pacijenata [262]. Pored toga što 

su odgovorni za efikasno uklanjanje reaktivnih vrsta kiseonika, antioksidativni enzimi takođe imaju 

negativan uticaj na proizvodnju ROS. Studije na modelu TNBS-izazvanog kolitisa pokazuju da 

pojačana aktivnost enzima SOD značajno suprimira proizvodnju proinflamatornih citokina TNF i IL-

1β [263], koji pojačavaju proizvodnju ROS tako što podstiču internalizaciju Nox1 oksidaze putem 

endocitoze [264,265].  

Ranije je pokazano da rBanLec dozno-zavisno promoviše istovremenu sintezu i 

proinflamatornih i antiinflamatornih citokina [111]. U piku bolesti, u debelom crevu miševa koji su 

profilaktički tretirani rBanLec došlo je do rasta lokalne proizvodnje IL-10 i TGFβ, pri čemu je dozno-

zavisni rast TGFβ bio izraženiji. IL-10 se opisuje kao antiinflamatorni citokin sa antioksidativnim 

svojstvima [266]. Pored toga što inhibira proizvodnju IFNγ i TNF, IL-10 ima i ulogu negativnog 

regulatora oksidativnog sistema baziranog na Nox1 u epitelu debelog creva i inhibira proizvodnju 

ROS koja je u pozitivnoj sprezi sa IFNγ/TNFsintezom [267,268]. TGFβ se najčešće opisuje kao 
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regulatorni citokin, ali njegova funkcija je izuzetno složena i često dovodi do naizgled kontradiktornih 

bioloških efekata [269,270]. Uzimajući u obzir pozitivnu korelaciju između lokalne koncentracije 

TGFβ i stepena ublažavanja bolesti, možemo zaključiti da njegova sposobnost da podstakne 

regeneraciju i obnovu crevnog epitela prevazilazi ROS-zavisni pro-fibrozni efekat [269,270]. U prilog 

ovoj hipotezi, studije na životinjama kao i analize uzoraka IBD pacijenata su pokazale da smanjena 

signalizacija putem TGFβ usporava regeneraciju epitela creva u odgovoru na lokalnu inflamaciju 

[271,272]. Sinteza antiinflamatornih citokina IL-10 i TGFβ je bila dominantna u grupama 24rBL0.1 i 

48rBL0.1, dok je u grupama 24rBL10 i 48rBL10 preovlađivala proizvodnja IL-12, citokina koji 

promoviše sekreciju IFNγ i Th1 tip imunskog odgovora, i TNF [265,273]. U skladu sa tim je i uočena 

pozitivna korelacija između profilaktičke doze rBanLec i lokalne NO proizvodnje u piku bolesti. Ako 

se uzme u obzir da indukcija NO proizvodnje podrazumeva stimulaciju preko receptora urođene 

imunosti u prisustvu IFNγ, nije iznenađujuća da je u piku bolesti najniža NO proizvodnja uočena u 

24rBL0.1 i 48rBL0.1 grupama, a najviša u 24rBL10 i 48rBL10 [274]. Za razliku od ishoda 

profilaktičkog tretmana rBanLec kod BALB/c miševa [275], gde težina kliničke slike u piku TNBS-

izazvanog kolitisa inverzno korelira sa odnosom lokalnih koncentracija TNF i IL-10 (TNF/IL-10), 

kod C57BL/6 miševa težina kliničke slike u piku bolesti ne korelira sa TNF/IL-10 u debelom crevu. 

U literaturi se često ističe značaj biljne ishrane u kontroli IBD [276,277]. Brojna istraživanja 

potvrđuju povoljan efekat biljne ishrane, ali ne smeju se zanemariti ni njeni potencijalni neželjeni 

efekti, između ostalog povezani i sa lektinima. Iako biljni lektini mogu doprineti uspostavljanju anti-

inflamatornog miljea, u zavisnosti od doze i specifičnosti, oni takođe mogu intenzivirati inflamatorni 

odgovor [75,278]. Činjenica da niske doze rBanLec ublažavaju kliničku sliku, dok visoke doze 

pojačavaju inflamatorni odgovor, jasno ukazuje na to da je precizno doziranje lektina ključno za 

uspeh tretmana. Takođe, prezentovani rezultati ukazuju da tretman rBanLec može „pripremiti“ GALT 

da efikasno aktivira antioksidativne i regulatorne mehanizme. Delotvoran efekat pretretmana niskim 

dozama rBanLec potiče od prethodne pripreme lokalnog imunskog odgovora, što dovodi do efikasne 

aktivacije antioksidativnih odbrambenih mehanizama. To čini lokalno tkivo otpornijim na 

potencijalna oštećenja usled intezivne proizvodnje ROS. 

 

4.3.  Oralna primena rBanLec kao imunomodulatora tokom TNBS-izazvanog kolitisa u 

C57BL/6 mišu 

 

Treći set eksperimenata urađenih u okviru izrade ove doktorske teze je bio fokusiran na 

evaluaciju imunomodulatornog efekta rBanLec tokom TNBS-izazvanog kolitisa u C57BL/6 mišu. 

Tokom sedam dana, od dana izazivanja bolesti (dan 0), životinjama je oralno davan rastvor rBanLec 

koncentracije od 0,1 μg/mL (grupa TrBL0.1), 1 μg/mL (grupa TrBL1) i 10 μg/mL (grupa TrBL10). 

rBanLec je oralno primenjivan kako bi se izbeglo dodatno oštećenje već upaljenog tkiva rektalnim 

tretmanom i svakodnevno anesteziranje miševa koje bi opterećivalo životinje i potencijalno uticalo 

na ishod eksperimenta. 

 

4.3.1. Opšte stanje C57BL/6 miševa oralno tretiranih rBanLec tokom TNBS-izazvanog 

kolitisa 

 

Dobijeni rezultati pokazuju da tretman rBanLec, započet neposredno nakon izazivanja 

eksperimentalnog kolitisa, nije sprečio razvoj bolesti ali je značajno ublažio kliničku sliku u piku 

bolesti i ubrzao oporavak tretiranih životinja. U poređenju sa grupom PK, analiza smanjenja TT u 

piku bolesti je potvrdila povoljan efekat rBanLec tretmana kod svih rBanLec-tretiranih grupa (p < 

0,001 za TrBL0.1; p < 0,05 za TrBL1 i TrBL10). Takođe, pokazano je da se bolji efekat postiže nižom 

dozom rBanLec. Konkretno, miševi grupe TrBL0.1 su izgubili najmanji procenat TT u piku bolesti i 

on je bio značajno manji u poređenju sa miševima koji su tretirani višim dozama rBanLec (p < 0,001 

za grupe TrBL1 i TrBL10). Oralni tretman većom dozom rBanLec je takođe doveo do određenog 

poboljšanja kliničke slike (grupe TrBL1 i TrBL10), koje se najbolje vidi sedmog dana kada je stanje 
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svih grupa tretiranih rBanLec, u poređenju sa PK, bilo značajno bolje. U poređenju sa PK grupom 

sedmog dana, najznačajnija razlika uočena je kod miševa TrBL0.1 i TrBL1 grupa (p < 0,001), mada 

se i kod miševa TrBL10 grupe mogao uočiti značajan napredak u TT (p < 0,005) (Slika 35.). 

 

Slika 35. Uticaj oralne primene rBanLec tokom TNBS-izazvanog kolitisa u C57BL∕6 mišu na promenu telesne težine. 

Eksperimentalni kolitis je izazvan intrarektalnom aplikacijom TNBS rastvorenog u 50 % etanolu (dan 0). Počevši od dana izazivanja, 

miševima je tokom 7 dana oralno primenjen (100 µl∕dan) rBanLec u sledećim koncentracijama: 0,1 µg/mL (TrBL0.1), 1 µg/mL 

(TrBL1) i 10 µg/mL (TrBL10). Telesna težina je predstavljena kao srednja vrednost ± SE (n = 15). Miševi iste starosti tretirani (dan 0) 

rastvorom 50% etanola (NK grupa) i miševi koji nakon izazivanja kolitisa nisu oralno tretirani rBanLec (PK grupa) su korišćeni kao 

kontrole.  Srednja vrednost telesne težine PK je prikazana punom crvenom linijom, dok je srednja vrednost telesne težine miševa NK 

grupe označena isprekidanom linijom. Statistička značajnost je procenjena one-way ANOVA testom, praćenim Bonferroni testom za 

višestruko poređenje, gde je PK grupa korišćena kao referentna (p <0,05*, p <0,01**, p <0,001***).  

Pored gubitka TT, smatranim glavnim makroskopskim parametrom za procenu intenziteta 

bolesti, kao pokazatelja zapaljenja tkiva analizirano je i skraćivanje debelog creva. Na Slici 36. A se 

vidi da je do skraćenje dužine debelog creva u piku bolesti došlo u svim grupama u kojima je izazvan 

eksperimentalni kolitis. Najmanje skraćenje debelog creva uočeno je u TrBL0.1 grupi, bilo je 

značajno manje u poređenju sa PK (p < 0,01), TrBL0.1 (p < 0,01)  i TrBL10 (p < 0,01) grupama 

(Slika 36. C). Kod ostale dve grupe tretirane rBanLec, TrBL1 i TrBL10, nije uočena značajna razlike 

u dužini debelog creva u poređenju sa debelim crevom PK grupe tj. uočeno je značajno skraćenje 

dužine debelog creva u poređenju sa NK grupom (p < 0,01 za TrBL1; p < 0,001 za TrBL10).  

Poređenjem debelih creva uzorkovanih u fazi oporavka (7. dan nakon izazivanja kolitisa) 

takođe je uočeno da je dužina debelog creva miševa grupe TrBL0.1 značajno veća u poređenju sa 

ostalim grupama tretiranim rBanLec kao i debelim crevom miševa iz grupe PK (p < 0,001 za sve 

grupe). Debela creva miševa grupe TrBL0.1 u fazi oporavka bila su najpribližnija po dužini debelim 

crevima miševa grupe NK. Značajna razlika u dužini debelih creva uočena je između grupe NK i 

grupa TrBL1, TrBL10 i PK u fazi oporavka (p < 0,001 za TrBL1 i TrBL10; p < 0,01 za PK grupu) 

(Slika 36. B, D). 
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Slika 36. Dužina debelog creva C57BL/6 miševa koji su oralno tretirani rBanLec tokom TNBS-izazvanog kolitisa. 

Eksperimentalni kolitis je izazvan intrarektalnom aplikacijom TNBS rastvorenog u 50 % etanolu (dan 0). rBanLec je apliciran u 

sledećim koncentracijama: 0,1 µg/mL (TrBL0.1), 1 µg/mL (TrBL1) i 10 µg/mL (TrBL10). Na slici (A) su predstavljene reprezentativne 

slike uzorkovanih debelih creva u piku bolesti (dan 2), na slici (B) su predstavljene reprezentativne slike uzorkovanih debelih creva u 

fazi oporavka (dan 7), na slici (C) su predstavljene dužine debelog creva u piku bolesti kao srednja vrednost ± SE, (n = 5) i na slici (D) 

su predstavljene dužine debelog creva u fazi oporavka kao srednja vrednost ± SE, (n = 10). Miševi iste starosti tretirani (dan 0) 

rastvorom 50% etanola (NK grupa) i miševi koji nakon izazivanja kolitisa nisu oralno tretirani rBanLec (PK grupa) su korišćeni kao 

kontrole. Statistička značajnost je procenjena one-way ANOVA testom, praćenim Bonferroni testom za višestruko poređenje, gde je 

PK grupa korišćena kao referentna (p < 0,05*, p < 0,01**, p < 0,001***).  

Histološki pregled tkiva debelog creva C57BL/6 miševa u piku bolesti je ukazao da kod 

miševa PK grupe i miševa oralno tretiranih rBanLec nakon izazivanja kolitisa dolazi do promena u 

arhitekturi debelog creva i infiltraciji imunskih ćelija različitih intenziteta (Slika 37. A).                                                         

Veličina ćelijskih infiltrata i obim deformacije kripti bio je u pozitivnj korelaciji sa težinom bolesti  

procenjenoj prema gubitku TT (Slika 35.). Analiza preseka uzoraka grupe PK u piku bolesti je otkrila 

dubinska oštećenja arhitekture tkiva debelog creva koja su povezana sa intezivnom destrukcijom 

peharastih ćelija. Takođe, u svim slojevima tkiva debelog creva, a ponajviše u sloju lamina proprie, 

uočeni su infiltrati imunskih ćelija. Dodatno, u tkivu debelog creva PK grupe primećene su 

deformisane kripte koje su bile impregnirane sadržajem oslobođenim usled intenzivne hemoragije. 

Sa druge strane, preseci debelih creva grupa tretiranih rBanLec razlikovali su se po  stepenu 

degeneracije kripti i gubitku peharastih ćelija. Najmanje navedenih promena je primećeno u 

presecima debelog creva grupe tretirane koncentracijom 0,1 µg/mL rBanLec (grupa TrBL0.1) (Slika 

37. A). Na presecima debelog creva koji pripadaju grupama TrBL1 i TrBL10 uočena je hipetrofija 

lamina muscularis externe, kao odgovor na zapaljensku reakciju. Infiltracija imunskih ćelija je 

primećena na presecima svih debelih creva tretiranim rBanLec, s tim da je najizraženija infiltracija 

primećena u grupi koja je tretirana koncentracijom 10 µg/mL (grupa TrBL10). Na tkivnim presecima 

debelog creva TrBL10 grupe primećene su i velike zone hemoragije. Uzimajući u obzir histološke 

parametre koje su Koelink i saradnici [196] definisali kao najbolji pokazatelj ozbiljnosti bolesti 

(gubitak peharastih ćelija, gustina kripti, hiperplazija kripti i submukozni infiltrati), može se zaključiti 

da je najblaža patologija razvijena u grupi TrBL0.1 (CHI  =  9,2 ± 1,8 ). Suprotno, ozbiljnost 

patologije (Tabela 11.) koja se razvila u grupi TrBL10 (CHI  =  18,6 ± 2,7) je bila uporediva sa 
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patologijom u grupi PK (CHI  =  18,7 ± 1,3). U fazi oporavka, uočena je regeneracija tkiva koja se, 

među rBanLec-tretiranim grupama gradacijski descendentno od TrBL0.1 ka TrBL10, manifestovala 

restitucijom arhitekture Lieberkinijevih kripti, odsustvom infiltrata, pupljenjem i migracijom mladih 

(još uvek ne sasvim metabolički aktivnih) peharastih ćelija od bazalnog ka apikalnom sloju (Slika 

37. B).  

 

Slika 37. Poprečni presek debelog creva u piku TNBS-izazvanog kolitisa i u fazi oporavka kod C57BL/6 miševa koji su tretirani 

različitim koncentracijama rBanLec tokom bolesti u trajanju od 7 dana. Tkivni preseci (debljina 5 µm)  debelih creva C57BL/6 

miševa su bojeni H&E (pogledati poglavlje 3.4.1.) i pregledani sa uvećanjem od 10X Olympus BH2-RFL svetlosnim mikroskopom 

(Olympus Optica Ltd., Tokio, Japan) koji je povezan sa digitalnom kamerom visoke rezolucije (Color View III, Olympus Soft Imaging 

Solutions, Munster, Nemačka). Miševi istog uzrasta tretirani vodenim rastvorom 50% etanola su obeleženi kao NK grupa, dok su 

miševi tretirani samo TNBS u vodenom rastvoru 50% etanola obeleženi kao PK grupa. Uzorci debelih creva uzeti u piku bolesti (dan 

2) (A) Uzorci debelih creva uzeti u fazi oporavka (dan 7) (B). Na slici je obeležen gubitak peharastih ćelija (△), oštećena arhitektura 

kripti (○), infiltracija polimorfonuklearnih ćelija u umanjene kripte (♢), i u submukozne slojeve (▭), hemoragija (⇨). Predstavljene 

su reprezentativne slike. 

Tabela 11. – Histološki Indeks Kolitisa procenjen na osnovu patoloških promena u piku bolesti u debelom crevu C57BL/6 miševa u 

oralno tretiranih rBanLec tokom TNBS-izazvanog kolitisa. 

 

 Gubitak Peharastih 

Ćelija 

Gustina Kripti * Hiperplazija Kripti * Infiltrati u Submukozi 

** 

CHI 

TrBL0.1 1,1 ± 0,3  1,1 ± 0,3 0 1,9 ± 0,3 9,2 ± 1,8 

TrBL1 2,2 ± 0,6 1,9 ± 1,2 0 2,1 ± 0,5 12,3 ± 2,8 

TrBL10 3 ± 0,6 2 1 3,2 ± 0,3 18,6  ± 2,7 

PK 3,1 ± 0,4 2,2 ± 0,2 1,1 ± 0,3 3 18,7 ± 1,3 

NK 0 0 0 0 0 

* pomonožiti sa 2, ** pomnožiti sa 3; CHI- Histološki Indeks Kolitisa 

 

4.3.2. Aktivnost MPO i NO proizvodnja u debelom crevu C57BL/6 miša oralno tretiranog 

rBanLec tokom TNBS-izazvanog kolitisa 

 

Analize uzoraka debelih creva miševa PK grupe su pokazale značajan porast lokalne MPO 

aktivnosti i NO proizvodnje u piku bolesti, dok se u fazi oporavka vrednosti ovih parametara 

približavale vrednostima izmerenim u uzorcima NK grupe (Slike 38. i 39.).   
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Oralni tretman sa 0,1 µg∕mL rBanLec (grupa TrBL0.1) je značajno smanjio lokalnu MPO 

aktivnost u poređenju sa grupom PK (p < 0,01). Takođe, lokalna MPO aktivnost u TrBL0.1 grupi je 

bila statistički značajno manja u poređenju sa ostalim rBanLec-tretiranim grupama (p < 0,01 za 

TrBL1 i TrBL10; Slika 38. A) gde je lokalna MPO aktivnost bila u nivou PK grupe. Međutim, u fazi 

oporavka, kod grupa koje su tretirane rBanLec aktivnost MPO je bila povišena u poređenju sa PK (p 

< 0,005 za TrBL0.1 i p < 0,05 za TrBL10; Slika 38. B) 

 

Slika 38. Aktivnost MPO u debelom crevu C57BL/6 miševa koji su oralno tretirani rBanLec tokom TNBS-izazvanog kolitisa. 

Eksperimentalni kolitis je izazvan intrarektalnom aplikacijom TNBS rastvorenog u 50 % etanolu (dan 0) a MPO aktivnost je analizirana 

u (A) piku bolesti (dan 2) i u (B) fazi oporavka (dan 7). rBanLec je intrarektalno apliciran u sledećim koncentracijama: 0,1 µg/mL 

(TrBL0.1), 1 µg/mL (TrBL1) i 10 µg/mL (TrBL10). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost U aktivnosti MPO po miligramu 

tkiva debelog creva ± SE (n = 5, n = 10). Miševi iste starosti tretirani (dan 0) rastvorom 50% etanola (NK grupa) i miševi koji nakon 

izazivanja kolitisa nisu oralno tretirani rBanLec (PK grupa) su korišćeni kao kontrole. Statistička značajnost je procenjena one-way 

ANOVA testom, praćenim Bonferroni testom za višestruko poređenje, gde je PK grupa korišćena kao referentna (p < 0,05*, p < 0,01**, 

p < 0,001***).  

 Kod svih rBanLec-tretiranih miševa nije uočena značajna promena u lokalnoj NO proizvodnji 

nakon izazivanja eksperimentalnog kolitisa. Za razliku od PK grupe, u svim rBanLec-tretiranim 

grupama u piku bolesti izmerena je značajno manja (p < 0,001 za sve grupe), u nivou NK grupe, 

lokalna proizvodnja NO (Slika 39. A). U fazi oporavka (dan 7), u PK grupi je došlo do značajnog 

smanjenja lokalne proizvodnje NO u odnosu na pik bolesti, ali je ona i dalje bila viša nego u rBanLec-

tretiranim grupama (p < 0,05 u odnosu na TrBL0.1 i TrBL10 grupe; Slika 39. B). 

 

 
Slika 39. Koncentracija NO u debelom crevu C57BL/6 miševa koji su oralno tretirani rBanLec tokom TNBS-izazvanog kolitisa. 

Eksperimentalni kolitis je izazvan intrarektalnom aplikacijom TNBS rastvorenog u 50 % etanolu (dan 0) a MPO aktivnost je analizirana 

u (A) piku bolesti (dan 2) i u (B) fazi oporavka (dan 7). rBanLec je intrarektalno apliciran u sledećim koncentracijama: 0,1 µg/mL 

(TrBL0.1), 1 µg/mL (TrBL1) i 10 µg/mL (TrBL10). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost količine NO po gramu tkiva (µM/g 

tkiva) ± SE, (n = 5, n = 10). Miševi iste starosti tretirani (dan 0) rastvorom 50% etanola (NK grupa) i miševi koji nakon izazivanja 

kolitisa nisu oralno tretirani rBanLec (PK grupa) su korišćeni kao kontrole. Statistička značajnost je procenjena one-way ANOVA 

testom, praćenim Bonferroni testom za višestruko poređenje, gde je PK grupa korišćena kao referentna (p < 0,05*, p < 0,01**, p < 

0,001***).  
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4.3.3. Citokinski milje u debelom crevu C57BL/6 miša oralno tretiranog rBanLec tokom 

TNBS-izazvanog kolitisa 

 

Analiza uticaja oralnog rBanLec tretmana nakon izazivanja eksperimentalnog kolitisa na 

citokinski milje u debelom crevu C57BL∕6 miša obuhvatala je merenje lokalnih koncentracija IL-10, 

TGFβ i TNF (Slika 40.). Kao i u prethodno prikazanim eksperimentima koji su se odnosili na 

jednokratan profilaktički tretman rBanLec (Slika 33.), u debelom crevu PK grupe u piku bolesti je 

uočeno statistički značajno povećanje lokalne proizvodnje TNF (p < 0,001), ali je izostao značajan 

porast lokalne proizvodnje regulatornih citokina IL-10 i TGFβ.  

U odnosu na PK grupu, u rBanLec-tretiranim grupama u piku bolesti je uočen blagi porast 

lokalne proizvodnje IL-10 (p < 0,05 za TrBL1) i porast lokalne proizvodnje TGFβ (p < 0,05 za TrBL1; 

p < 0,01 za TrBL10 grupu). Lokalne koncentracije TGFβ u piku bolesti bile su značajno iznad 

bazalnog nivoa izmerenog u NK grupi NK (p < 0,01 zaTrBL0.1; p < 0,001 za TrBL1 i TrBL10 grupe). 

U fazi rezolucije bolesti, nije uočena značajna razlika lokalnih koncentracija IL-10 među rBanLec-

tretiranim grupama i one su bile veće nego u PK grupi (p < 0,05 za sve grupe). Lokalna proizvodnja 

TGFβ je opadala tokom rezolucije bolesti u svim rBanLec-tretiranim grupama i nedelju dana nakon 

izazivanja bolesti je dospela na nivo izmeren u NK grupi.   

U svim rBanLec-tretiranim grupama lokalna proizvodnja TNF u piku bolesti je bila manja 

nego u debelom crevu miševa PK grupe, pri čemu je najmanja koncentracija TNF izmerena u debelom 

crevu miševa tretiranih sa 0,1 µg/mL rBanLec (p < 0,001 u poređenju sa PK). Nije detektovana 

značajna razlika u koncentraciji TNF u debelom crevu miševa među tretiranih grupa rBanLec. Tokom 

rezolucije bolesti, lokalna koncentracija TNF je opadala u svim grupama, nezavisno od rBanLec 

tretmana. Sedmog dana nakon izazvanog kolitisa u eksperimentalnim uslovima nije uočena značajna 

razlika lokalnih koncentracija TNF među rBanLec-tretiranim grupama i one su, kao i koncentracije 

IL-10, bile veće nego u PK grupi (p < 0,05 za sve grupe). 
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Slika 40. Proizvodnja IL-10, TGFβ i TNF u debelom crevu C57BL/6 miševa koji su oralno tretirani rBanLec tokom TNBS-

izazvanog kolitisa. Eksperimentalni kolitis je izazvan intrarektalnom aplikacijom TNBS rastvorenog u 50 % etanolu (dan 0) a lokalna 

aktivnost IL-10, TGFβ i TNF je analizirana u piku bolesti (dan 2) i fazi oporavka (dan 7). rBanLec je intrarektalno apliciran u sledećim 

koncentracijama: 0,1 µg/mL (TrBL0.1), 1 µg/mL (TrBL1) i 10 µg/mL (TrBL10). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost 

koncentracije citokina izražene u pg po miligramu proteina supernatanta ± SE (n = 5, n = 10). Miševi iste starosti tretirani (dan 0) 

rastvorom 50% etanola (NK grupa) i miševi koji nakon izazivanja kolitisa nisu oralno tretirani rBanLec (PK grupa) su korišćeni kao 

kontrole. Statistička značajnost je procenjena one-way ANOVA testom, praćenim Bonferroni testom za višestruko poređenje, gde je 

PK grupa korišćena kao referentna (p < 0,05*, p < 0,01**, p < 0,001***). 

 Analizom odnosa lokalnih koncentracija TNF i IL/10, TNF/IL-10, u piku bolesti pokazano je 

da tretman koncentracijom 0,1 µg/mL rBanLec 24h značajno smanjuje TNF/IL-10 u poređenju sa PK 

grupom (p < 0,01). Takođe, TNF/IL-10 je bio značajno manji i u grupama TrBL1 i TrBL10 u 

poređenju sa PK grupom (p < 0,05 za TrBL1; p < 0,01 za TrBL10) (Slika 41. A). Pored toga, 

pokazano je da u slučaju oralne primene rBanLec tokom TNBS-izazvanog kolitisa intenzitet 

patologije procenjen na osnovu smanjenja TT u piku bolesti značajno korelira sa TNF/IL-10 u 

debelom crevu u piku bolesti (Pcc  =  -0,909, p < 0,05), (Slika 41. B). 
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Slika 41. Odnos proizvodnje TNF i IL-10 u debelom crevu i njegova korelacija sa težinom kliničke slike u piku 

eksperimentalnog kolitisa tokom koga je oralno primenjivan rBanLec. Eksperimentalni kolitis je izazvan u C57BL/6 mišu 

intrarektalnom aplikacijom TNBS rastvorenog u 50 % etanolu (dan 0). Počevši od dana izazivanja, miševima je oralno apliciran (100 

µL) rBanLec u koncentracijama: 0,1 µg/mL (TrBL0.1), 1 µg/mL (TrBL1) i 10 µg/mL (TrBL10). Miševi iste starosti tretirani (dan 0) 

samo rastvorom 50% etanola (NK; obeleženi zelenom linijom) i miševi kojima nakon izazivanja kolitisa nije oralno apliciran rBanLec 

(PK; obeleženi crvenom linijom) su korišćeni kao kontrole. Na osnovu koncentracija TNF i IL-10 određenih u debelom crevu u piku 

bolesti (dan 2; slika 40.) izračunati su TNF/IL-10 odnosi i predstavljeni kao srednji TNF/IL-10 ± SE po grupi (A).  TNF/IL-10 su 

korelirani sa težinom kliničke slike procenjenom na osnovu gubitka telesne težine u piku bolesti (dan 2; slika 35.), što je predstavljeno 

na panelu B. Statistička značajnost razlika TNF/IL-10 je procenjena one-way ANOVA testom, praćenim Bonferroni testom za 

višestruko poređenje, gde je PK grupa korišćena kao referentna (p < 0,05*, p < 0,01**, p < 0,001***). Korelacija između TNF/IL-10 

i težine kliničke slike je određena Pirsonovom bivarijantnom korelacionom analizom; Pcc- Pearson’s correlation coefficient, p < 0,05. 

 

4.3.4. T ćelije u mLČ C57BL/6 miša oralno tretiranog rBanLec tokom TNBS-izazvanog 

kolitisa 

 

Imajući u vidu da je prekomerni inflamatorni odgovor u brojnim istraživanjima povezan sa 

IBD [154,279], analiza T ćelijske populacije u mLČ C57BL/6 miševa oralno tretiranih rBanLec tokom 

TNBS-izazvanog kolitisa obuhvatala je analizu populacije Th ćelija, sa fokusom na Th1 (CD4+IFNγ+ 

limfociti) ćelije koje promovišu inflamaciju, i Treg (CD4+CD25+FoxP3+ limfociti; Slika 42. A) ćelija 

koje su ključne za njenu kontrolu. 

 Protočnom citofluorimetrijskom analizom je pokazano da u piku bolesti procentualna 

zastupljenost Treg ćelija u mLČ raste kod svih miševa kojima je izazvan kolitis, nezavisno od 

tretmana rBanLec (p < 0,05 za sve grupe u odnosu na NK). Pored toga, među rBanLec-tretiranim 

grupama, kao i pri njihovom poređenju sa PK, nisu uočene značajne razlike porcentualne 

zastupljenosti Treg ćelija u okviru CD4+ limfocita mLČ. U grupi koja je svakodnevno oralno tretirana 

rastvorom 0,1 µg∕mL rBanLec tokom sedam dana (TrBL0.1 grupa) povećana zastupljenost Treg je 

zadržana i tokom faze oporavka (p < 0,01 vs. PK), dok je u ostalim rBanLec-tretiranim grupama 

(TrBL1 i TrBL10) i PK grupi sedmog dana od izazivanja bolesti ona bila u nivou zastupljenosti 

uočene u NK grupi (Slika 42. B).  
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Slika 42. Procentualna zastupljenost CD25+FoxP3+ ćelija u okviru limfocitnih i CD4+ ćelja u mLČ C57BL/6 miševa koji su 

oralno tretirani rBanLec tokom TNBS-izazvanog kolitisa. Eksperimentalni kolitis je izazvan jednokratnom rektalnom primenom 

rastvora 50% etanola i TNBS (dan 0) a procentualna zastupljenost CD4+CD25+FoxP3+  je analizirana u piku bolesti (dan 2) i u fazi 

oporavka (dan 7). rBanLec je intrarektalno apliciran u sledećim koncentracijama: 0,1 µg/mL (TrBL0.1), 1 µg/mL (TrBL1) i 10 µg/mL 

(TrBL10). Prikazan je (A) su reprezentativni protočno-citofluorometrijski tačkasti profil ćelija u limfocitnom i CD4+ okviru izolovanih 

iz mLČ C57BL/6 miševa. (B) Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost procentualne zastupljenosti CD4+CD25+FoxP3+ ćelija ± 

SE, (n = 5, n = 10). Miševi iste starosti tretirani (dan 0) rastvorom 50% etanola (NK grupa) i miševi koji nakon izazivanja kolitisa nisu 

oralno tretirani rBanLec (PK grupa) su korišćeni kao kontrole. Statistička značajnost je procenjena one-way ANOVA testom, praćenim 

Bonferroni testom za višestruko poređenje, gde je PK grupa korišćena kao referentna (p < 0,05*, p < 0,01**, p < 0,001***). 

 Takođe, protočna citofluorimetrijska analiza urađena nakon intracelularnog bojenja IFNγ 

pokazala je da CD4+ ćelije mLČ u piku bolesti intenzivnije sintetišu IFNγ (Slika 43.), pogotovo kod 

C57BL∕6 miševa koji su nakon izazivanja kolitisa u eksperimentalnim uslovima oralno tretirani 

rastvorom 10 µg∕mL (TrBL10 vs. NK i PK p < 0,05). rBanLec je pozitivno dozno-zavisno uticao na 

proizvodnja IFNγ, tako da je najmanji sadržaj IFNγ izmeren u CD4+ limfocitima mLČ miševa grupe 

TrBL0.1 (p < 0,05 vs. TrBL1; p < 0,001 vs. TrBL10). 

 

Slika 43. Uticaj oralne primene rBanLec tokom TNBS-izazvanog kolitisa u C57BL/6 mišu na proizvodnju  IFNγ od strane 

CD4+ ćelija u izolovanim mLČ u piku bolesti. Eksperimentalni kolitis je izazvan intrarektalnom aplikacijom TNBS rastvorenog u 

50 % etanolu (dan 0) a količina proizvodnje molekula IFNγ od strane CD4+IFNγhigh ćelija u populaciji ćelija izolovanih iz mLČ 

tretiranih C57BL/6 miševa je analizirana u piku bolesti (dan 2). rBanLec je intrarektalno apliciran u sledećim koncentracijama: 0,1 

µg/mL (TrBL0.1), 1 µg/mL (TrBL1) i 10 µg/mL (TrBL10). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost gustine eksprimiranja IFNγ 
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molekula na površini CD4+ ćelije ± SE (n  =  5). Miševi iste starosti tretirani (dan 0) rastvorom 50% etanola (NK grupa) i miševi koji 

nakon izazivanja kolitisa nisu oralno tretirani rBanLec (PK grupa) su korišćeni kao kontrole. Statistička značajnost je procenjena one-

way ANOVA testom, praćenim Bonferroni testom za višestruko poređenje, gde je PK grupa korišćena kao referentna (p < 0,05*, p < 

0,01**, p < 0,001***). 

 

4.3.5. Oralna primena rBanLec kao imunomodulatora tokom TNBS-izazvanog kolitisa u 

C57BL/6 mišu - diskusija 

 

Imajuću u vidu da su IBD hronične bolesti u kojima se smenjuju faze relapsa i remisije bolesti, 

bilo je potrebno ispitati i efekte rBanLec primene tokom aktivne faze bolesti koji karakteriše 

uspostavljanje izrazito inflamatornog miljea. Činjenice da inflamatorno okruženje može dovesti do 

promene u obrascu glikozilacije proteina [280] i epigenetskih promena koje utiču na proizvodnju 

solubilnih medijatora [281] ukazuju da odgovor specifične populacije imunskih ćelija na rBanLec 

stimulaciju ne mora nužno biti identičan u fiziološkim uslovima i u uslovima inflamacije. 

Predstavljeni rezultati pokazuju da oralna primena rBanLec tokom TNBS-izazvanog kolitisa dozno-

zavisno moduliše lokalni imunski odgovor u debelom crevu tako što značajno smanjuje težinu bolesti 

i pomaže u oporavku C57BL∕6 miševa.  

 Iako sedmodnevni oralni tretman rBanLec u dozama 0,01-1 µg/dan nije sprečio razvoj 

eksperimentalnog kolitisa, uočeni su važni povoljni efekti njegove primene. U piku bolesti, pozitivan 

efekat rBanLec-tretmana je bio u inverznoj korelaciji sa primenjenom dozom. Međutim, i veće doze 

rBanLec su imale značajno pozitivno dejstvo, pogotovo uzevši u obzir i fazu oporavka. Oralni tretman 

rBanLec u najnižoj dozi (TrBL0.1 grupa; doza 0,01 µg∕dan tj. 0,5 mg/kg TT/dan) je bio najefikasniji 

u ublažavanju eksperimentalnog kolitisa kod C57BL/6 miševa. Njoj ekvivaletna humana doza je  ̴ 

0,04 mg/kg TT/dan [282]. U skladu sa tim, dnevna doza rBanLec za tretman osobe čoveka čija je TT 

70 kg bila bi 2,8 mg. Ta količina lektina banane se može naći u nešto više od polovine (oko 60%) 

banane srednje veličine (sardži ̴ 120 g pulpe [283]; prosečan sadržaj lektina banane ̴ 4 mg/100g pulpe 

[86]). 

Slični dozno-zavisni efekti oralne primene rBanLec tokom TNBS-izazvanog kolitisa opisani 

su i kod BALB/c miševa [284]. Razlike u dinamici i intenzitetu promena pojedinačnih imunoloških 

parametara tokom oralnog tretmana rBanLec ukazuju na fine razlike u doprinosu specifičnih 

regulatornih mehanizama u postizanju pozitivnog efekta na eksperimentalni kolitis u BALB∕c i 

C57BL∕6 miševima. Uočene razlike mogle bi se, bar delom, objasniti različitom genetskom osnovom 

BALB∕c i C57BL∕6 miša koja, između ostalog, dovodi do razlike u zastupljenosti subpopulacija T 

ćelija u GALT i drenirajućim LČ i razlike u kvalitativnim karakteristikama imunskog odgovora na 

antigene (BALB∕c pro-Th2, C57BL∕6 pro-Th1) [110,285], što rezultira i različitom osetljivosti na 

zapaljenske bolesti, uključujući i IBD [286]. Činjenica da je oralni rBanLec-tretman imao pozitivan 

efekat u modelu TNBS-izazvanog kolitisa u oba soja ukazuje na dobru robustnost ovog pristupa u 

kontroli IBD.   

Kao kod BALB∕c miševa, pozitivno dejstvo oralnog tretmana rBanLec u TNBS-izazvanom 

kolitisu u C57BL∕6 mišu, procenjeno prvenstveno na osnovu manjeg gubitka TT u odnosu na PK 

grupu, bilo je povezano sa boljom kontrolom inflamatorne reakcije u debelom crevu. 

Prikazani rezultati pokazuju da je bolja kontrola inflamacije u debelom crevu C57BL∕6 miša u piku 

bolesti obuhvatala lokalno povećanje proizvodnje regulatornih citokina IL-10 i TGFβ i smanjenje 

lokalnog proinflamatornog odgovora (proizvodnja TNF, proizvodnje NO i aktivnost MPO). Tretman 

nižim dozama rBanLec je efikasnije promovisao antiinflamatorno okruženje, na šta ukazuju i odnosi 

lokalnih koncentracija TNF i IL-10 u piku bolesti u PK i rBanLec-tretiranim grupama. Međutim, za 

razliku od BALB∕c miševa gde je smanjenje TNF∕IL-10 dominantno posledica rBanLec-stimulisanog 

povećanja lokalne proizvodnje IL-10 [284], smanjenje TNF∕IL-10 kod C57BL/6 miševa je posledica 

značajnog smanjenja lokalne proizvodnje TNF. Slično zapažanje u pogledu razlike u proizvodnji IL-
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10 kod BALB∕c i C57BL∕6 miševa su opisali i Mukhopadhyay i saradnici u modelu DSS-izazvanog 

kolitisa [286].  

 U prilog uzročno-posledičnoj vezi kontrole inflamacije i ublažavanja kliničke slike TNBS-

izazvanog kolitisa, idu i rezultati analize T ćelijskog pula mLČ u piku bolesti. Pokušaj imunskog 

sistema da reguliše zapaljensku reakciju u tkivu debelog creva se ogledala i u povećanoj 

zastupljenosti Treg u mLČ. U piku bolesti, u mLČ, uočeno je konzistentno povećanje zastupljenosti 

Treg ćelija kod svih miševa kojima je izazvan kolitis, što implicira da je sam imunski sistem ima 

tendenciju da limitira inflamaciju. Sa druge strane, među rBanLec grupama, najmanji intenzitet 

sinteze IFNγ od strane CD4+ ćelija je uočen u mLČ TrBL0.1 miševa, a najveći u mLČ TrBL10 miševa 

kod kojih je uočeno najslabije ublaženje kliničke slike. Pored toga, u TrBL0.1 grupi, gde je uočena 

najblaža klinička slika i najefikasniji oporavak, povećana zastupljenost Treg u mLČ se održala i 

tokom faze oporavka.  

Analiza lokalne MPO aktivnosti u fazi oporavka ukazuje da bi pozitivno dejstvo rBanLec u 

rezoluciji bolesti kod C57BL∕6 miša u velikoj meri moglo da bude povezano sa antiinflamatornom 

aktivnošu neutrofila [138]. Pored toga, moguće je da rBanLec doprinosi rezoluciji bolesti i kao agonist 

TLR2 receptora, podstičući obnavljanje oštećenog epitelnog sloja crevne sluznice [287] i utičući 

pozitivno na aktivnost Treg [288].  

 Rezultati opisani u ovom poglavlju pokazuju da rBanLec i hrana koja sadrži BanLec imaju 

veliki potencijal za primenu u kontroli IBD. Ipak, zapažanje da je uticaj rBanLec na ishod IBD visoko 

zavisan od doze ukazuje na neophodnost njegove pažljive primene.  
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5. ZAKLJUČCI 

 

 Predstavljeni rezultati pokazuju da primena rBanLec u TNBS-izazvanom kolitisu dozno-

zavisno moduliše lokalni imunski odgovor u debelom crevu tako što značajno smanjuje težinu bolesti 

i pomaže u oporavku C57BL∕6 miševa. Ovakvo zapažanje da je uticaj rBanLec na ishod IBD visoko 

zavisan od doze ukazuje na neophodnost njegove pažljive primene. 

5.1.Imunomodulatorni efekat rBanLec u GIT C57BL/6 miša u fiziološkim uslovima 

 

1. rBanLec u koncentraciji  do 1 µg/mL ne ispoljava citotoksičan efekat na epitelnim ćelijama, 

a u većim koncentracijama (10 µg/mL) može negativno uticati na njihovu vijabilnost. 

2. rBanLec u koncentraciji ≤ 1 µg/mL ne inicira proizvodnju IL-10 niti povećava ekspresiju NF-

κB u ćelijama crevnog epitela.  

3. Kontinuirana tridesetodnevna oralna suplementacija 0,01 µg/dan rBanLec rezultuje sporijim 

napretkom TT i blago pojačanom infiltracijom imunskih ćelija u limfoidno tkivo pridruženo 

GIT. 

4. Kontinuirana tridesetodnevna oralna suplementacija rBanLec u fiziološkim uslovima ne utiče 

značajno na aktivnost antioksidativnih enzima (SOD, CAT i GST) i citokinski milje (TGFβ, 

IL-10, IL-12, IFNγ, IL-17, IL-4 i TNF) u debelom crevu, kao i  na zastupljenost Treg ćelija u 

mLČ i slezini. Kao rezultat ovog tretmana, smanjuje se aktivnosti MPO u debelom crevu 

C576BL/6 miševa. 

5. Višednevna oralna suplementacija rBanLec je dovodi do promena karakteristika crevne 

mikrobiote C57BL/6 miševa, koja se ogleda u smanjenju njene raznovrsnosti i porastu 

zastupljenosti bakterijskih familija Bacteroidaceae, Desulfovibinaceae, Deferribacteraceae i 

Tannerellaceae. 

6. Jednokratni intrarektalni tretman rBanLec u fiziološkim uslovima dozno-zavisno utiče na 

lokalnu sekreciju TNF i IL-6, proizvodnju NO i aktivnosti MPO u debelom crevu C57BL/6 

miša. Porast njihove lokalne koncentracije / aktivnosti je generalno izraženiji tokom prvih 

24h. Porast lokalne proizvodnje NO i aktivnosti MPO pozitivan korelira sa apliciranom 

dozom rBanLec, dok je (intenzivniji) porast sekrecije TNF i IL-6 uočen pri stimulaciji nižim 

koncentracijama rBanLec. 

7. Jednokratni intrarektalni tretman rBanLec u fiziološkim uslovima dovodi do promene 

citokinskog miljea u debelom crevu C57BL/6 miša. Promena, pored porasta koncentracije 

TNF i IL-6 tokom 24h nakon tretmana, uključuje i porast koncentracije regulatornih (IL-10 

tokom najmanje 48h i TGFβ tokom 24h od tretmana), proinflamatornih citokina (IL-12 

pozitivno dozno-zavisno tokom najmanje 48h i IFNγ intenzivno 24-48h od tretmana) i GM-

CSF (pri stimulaciji nižim koncentracijama rBanLec, intenzivnije tokom prva 24h od 

tretmana). 

8. Jednokratni intrarektalni tretman rBanLec u fiziološkim uslovima, nezavisno od doze 

rBanLec, dovodi do povećanja zastupljenosti CD103+ DĆ u mLČ C57BL/6 miša 24h nakon 

tretmana, kao i do dozno-zavisnih razlika u njihovom sastavu. Tretman nižim 

koncentracijama rBanLec (≤ 1 µg/mL ) bolje promoviše ekspanziju CD103+CD11b- DĆ 

populacije, dok je za povećanje zastupljenosti CD103+CD11b+ DĆ potrebna stimulacija 

rBanLec u većoj koncentraciji (≥ 1 µg/mL). Takođe, jednokratni intrarektalni tretman 

rBanLec dovodi do pojačanja ekspresije CD11b na CD103+CD11b+ DĆ u mLČ koja perzistira 

bar 48h nakon tretmana. 

9. Jednokratni intrarektalni tretman rBanLec u niskoj koncentraciji (0,1 µg/mL) dovodi do 

porasta zastupljenosti CD103-CD11b+CD11c+ ćelija u mLČ C57BL/6 miša koji perzistira bar 

48h nakon tretmana. 
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5.2.Evaluacija efekta jednokratne profilaktičke primene rBanLec u modelu TNBS-izazvanog kolitisa 

u C57BL/6 mišu 

 

1. Preaktivacija imunskog sistema debelog creva C57BL/6 miša jednokratnom intrarektalnom 

aplikacijom rBanLec u koncentracijama 0,1-10 µg/mL (100 µL), 24h ili 48h pre izazivanja 

eksperimentalnog kolitisa, ne može da spreči razvoj bolesti ali može, dozno-zavisno, da ublaži 

kliničku sliku i ubrzava oporavak. Nezavisno od dužine vremenskog intervala između 

profilaktičkog tretmana i izazivanja bolesti, najpovoljniji efekat ostvaruje pretretman 0,01 µg 

rBanLec.   

2. Ublaženje kliničke slike u piku TNBS-izazvanog kolitisa povezano je sa porastom  aktivnosti 

antioksidativnih enzima SOD i CAT i padom proizvodnje NO u debelom crevu rBanLec-

pretretiranih C57BL/6 miševa. U fazi oporavka, proizvodnja NO u debelom crevu rBanLec-

pretretiranih miševa se značajno brže u odnosu na PK grupu vraća na bazalni nivo. 

3. Pretretman rBanLec utiče na MPO aktivnost u debelom crevu C57BL/6 miša u piku TNBS-

izazvanog kolitisa. Dozno-zavisni obrazac promena lokalne aktivnosti MPO, kao i 

karakteristike uzročno-posledičnog odnosa „porast MPO aktivnosti – ublažavanje kliničke 

slike u piku bolesti“ se razlikuju među grupama tretiranim rBanLec 24h i 48h pre izazivanja 

bolesti. Među grupama pretretiranim 24h pre izazivanja bolesti najveća lokalna aktivnost 

MPO je u 24rBL0.1 grupi koju odlikuje najblaža klinička slika, dok je među grupama 

pretretiranim 48h pre izazivanja bolesti najveća lokalna MPO aktivnost u 48rBL1 koju 

odlikuje najteža klinička slika među istovremeno rBanLec-pretretiranim grupama. Takođe, 

smer promena lokalne MPO aktivnosti tokom faze oporavka je različit među grupama 

pretretiranim 24h (pad) i 48h (blagi porast) pre izazivanja bolesti. 

4. Profilaktički tretiran rBanLec dovodi do intenzivnije proizvodnje regulatornih citokina IL-10 

i TGFβ u debelom crevu C57BL/6 miša u piku TNBS-izazvanog kolitisa. Profilaktička doza 

rBanLec inverzno korelira sa porastom lokalne koncentracije oba citokina u piku bolesti, 

nezavisno od vremena pretretmana. Porast lokalne proizvodnje TGFβ u piku bolesti je 

intenzivniji u poređenju sa porastom lokalne koncentracije IL-10. Takođe, rast lokalne 

proizvodnje regulatornih citokina je intenzivniji u grupama pretretiranim 24h pre izazivanja 

bolesti. 

5. Proizvodnja inflamatornih citokina IL-12 i TNF u debelom crevu rBanLec-pretretiranih 

C57BL/6 miševa u piku bolesti je generalno niža u poređenju sa PK grupom. Dozno-zavisni 

obrazac promena lokalnih koncentracija IL-12 i TNF u piku bolesti se razlikuje među grupama 

pretretiranim 24h (pozitivna korelacija, najviše u 24rBL10 grupi) i 48h (inverzna korelacija, 

najniža u 48rBL10 grupi) pre izazivanja bolesti. 

6. Za razliku od ishoda profilaktičkog tretmana rBanLec kod BALB/c miševa, gde težina 

kliničke slike u piku TNBS-izazvanog kolitisa inverzno korelira sa odnosom lokalnih 

koncentracija TNF i IL-10 (TNF/IL-10), kod C57BL/6 miševa težina kliničke slike u piku 

bolesti ne korelira sa TNF/IL-10 u debelom crevu. 

 

5.3. Oralna primena rBanLec kao imunomodulatora tokom TNBS-izazvanog kolitisa u C57BL/6 

mišu  
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1. Oralna primena rBanLec u koncentracijama 0,1-10 µg/mL (100 µL/dan) tokom TNBS-

izazvanog kolitisa u C57BL∕6 mišu ne sprečava razvoj bolesti, ali, dozno-zavisno modulišući 

lokalni imunski odgovor u debelom crevu, smanjuje težinu bolesti i ubrzava oporavаk. U 

navedenom opsegu koncentracija, oralni tretman 0,1 µg/mL (doza 0,01 µg/dan tj. 0,5 mg/kg 

TT/dan)  najefikasnije ublažava težinu TNBS-izazvanog kolitisa u C57BL/6 mišu. 

2. Pozitivno dejstvo oralnog tretmana rBanLec u TNBS-izazvanom kolitisu u C57BL∕6 mišu, 

procenjeno prvenstveno na osnovu manjeg gubitka TT u odnosu na PK grupu, je povezano sa 

boljom kontrolom inflamatorne reakcije u debelom crevu, što obuhvata lokalno povećanje 

proizvodnje regulatornih citokina (IL-10 i TGFβ) i smanjenje proizvodnje / aktivnosti 

proinflamatornih medijatora (TNF i NO). U skladu sa tim, stepen poboljšanja kliničke slike u 

piku bolesti korelira sa smanjenjem TNF/IL-10 odnosa (dominantno zbog smanjenja lokalne 

proizvodnje TNF) u debelom crevu.  

3. Oralna primene rBanLec tokom TNBS-izazvanog kolitisa u C57BL/6 mišu utiče na lokalnu 

aktivnost MPO. Kod rBanLec-tretiranih grupa u poređenju sa PK, MPO aktivnost u debelom 

crevu u piku bolesti  je niža. Tokom oporavka ona sporije opada u rBanLec-tretiranim 

grupama postavši u jednom momentu veća od aktivnosti u PK grupi. Intenzitet MPO 

aktivnosti u fazi oporavka ukazuje da bi pozitivno dejstvo rBanLec u rezoluciji bolesti kod 

C57BL∕6 moglo da bude povezano sa anti-inflamatornom aktivnošu neutrofila. 

4. Oralna primena rBanLec tokom TNBS-izazvanog kolitisa u C57BL/6 mišu, dozno zavisno, 

dovodi do promena u zastupljenosti Treg ćelija i intenzitetu proizvodnje IFNγ od strane CD4+ 

limfocita u mLČ. U skladu sa već iznetim zaključkom da stepen poboljšanja kliničke slike u 

piku bolest zavisi od efikasnosti kontrole inflamatorne reakcije u debelom crevu, najveći 

porast zastupljenosti Treg kao i najslabija proizvodnja IFNγ u CD4+ ćelijama, uočeni su u 

mLČ miševa TrBL0.1 grupe  koja je imala najblažu kliničku sliku. 
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