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Sažetak 

Efekti proteazne aktivnosti aktinidina na integritet ćelija 

intestinalnog epitela 

Gastrointestinalna barijera izgrađena je od veoma kompleksne mreže 

ćelija, mukusa i drugih važnih komponenti imunog sistema. Epitelni sloj ćelija 

gastrointestinalnog trakta predstavlja važnu komponentu urođene imunosti koja 

na dinamičan način održava homeostazu. Međutim, narušavanje integriteta 

gastrointestinalne barijere može se nepovoljno odraziti na organizam. Takav 

poremećaj dovodi do razvoja alergije na hranu, koja predstavlja neprimeren 

odgovor ćelija imunog sistema na proteine hrane. Epitelne ćelije 

gastrointestinalnog trakta, kao posledica kontakta sa alergenom hrane, utiču na 

komponente imunog sistema (smeštene u sloju lamina propria) u pravcu razvoja 

Th2 ćelijskog odgovora i proizvodnje specifičnih IgE antitela. 

Alergije na hranu nastaju kao posledica narušavanja imunološkog 

odgovora označenog kao oralna toleranca na proteine hrane koji podrazumeva 

kako proizvodnju specifičnih regulatornih ćelija tako i sintezu određenih 

signalnih molekula. Alergijske reakcije izazivaju širok spektar kliničkih simptoma 

i mogu se manifestovati od vrlo blagih reakcija do fatalnih, kao što je anafilaktički 

šok. 

Alergeni hrane koji poseduju proteaznu aktivnost u gastrointestinalnom 

traktu mogu da dovedu do narušavanja integriteta intestinalne barijere i time 

izazovu neprimerenu reakciju imunog sistema. Osim što pokazuju otpornost na 

proteolizu i drastične uslove digestivnog trakta, proteaze iz hrane mogu da zadrže 

i imunogena svojstva. Alergija na kivi je veoma rasprostranjena i značajan je 

uzročnik alergija na voće. Glavni alergen ploda zelenog kivija, aktinidin (Act d 1), 

je cistein proteaza (EC 3.4.22.14) koja je ujedno najzastupljeniji i najvažniji 

alergen kivija, čineći preko 50 % ukupnih solubilnih proteina kivija.  

U ovoj disertaciji ispitivan je efekat aktinidina i posledice njegove 

proteazne aktivnosti na epitelne ćelije gastrointestinalnog trakta. Ispitivani su 
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efekti na in vitro i in vivo model sistemu. Pokazano je da proteazna aktivnost 

aktinidina narušava integritet gastrointestinalne barijere kod C57BL/6 soja 

miševa. Isto zapažanje potvrđeno je i na humanim intestinalnim epitelnim Caco-

2 ćelijama. Proteolitički aktivan aktinidin dovodi do raskidanja proteina čvrstih 

veza (okludina, ZO 1, klaudina 3 i E-kadherina) u ispitivanim Caco-2 ćelijama i 

2D organoidima dobijenim iz mišjih intestinalnih epitelnih ćelija. Sa druge 

strane, aktivan aktinidin utiče na ekspresiju iRNK za proteine čvrstih veza u in 

vitro studijama, dok u mišjem modelu dovodi do istih posledica, ali 

diferencijalno, u različitim delovima intestinalnog trakta (proksimalnom, 

distalnom i kolonu). 

U okviru ove disertacije, takođe, ispitivan je i aktivacioni potencijal Act d 1 

na intestinalne epitelne ćelije 2D organoida i Caco-2 ćelije za proizvodnju 

specifičnih proinflamatornih i proalergenih citokina. Rezultati su pokazali da 

proteolitički aktivan enzim dovodi do povećane ekspresije informacione 

ribonukleinske kiseline (iRNK) za proinflamatorne i proalergene citokine 

(interleukin 1-β (IL1-β), faktor nekroze tumora α (TNFα), timusni stromalni 

limfopoietin (TSLP), interleukin 33 (IL-33)), kao i do sinteze i sekrecije IL1-β, 

TNFα, TSLP i IL-33 in vitro. Važno je napomenuti da je, u ovoj disertaciji, po prvi 

put ustanovljena veza između dejstva aktinidina i aktivacije NF-κB signalnog puta 

in vitro.  
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Abstract  

Effects of actinidin protease activity on intestinal epithelial 

cells’ integrity 

The gastrointestinal (GI) barrier consists of a complex network of cells, 

mucus and other important components of the immune system. The epithelial 

cell layer of the gastrointestinal tract (GIT) is an important component of innate 

immunity, which dynamically maintains homeostasis. Therefore, disruption of 

the integrity of the gastrointestinal barrier can adversely affect the body. Food 

allergy, an inappropriate response of immune cells to food proteins, is an example 

of homeostasis disruption. After contact with a food allergen, gastrointestinal 

epithelial cells stimulate immune cells of lamina propria to induce Th2 cell 

response and produce specific immunoglobulin E (IgE). 

Oral tolerance is a normal response of the immune system to food proteins, 

which includes the production of specific regulatory cells and signal molecules. 

Disruption of oral tolerance gives rise to food allergy with a wide array of clinical 

symptoms from mild to life-threatening anaphylaxis. 

Food allergens with protease activity can impair the integrity of the 

gastrointestinal barrier and thus cause an inappropriate response of the immune 

system. These allergens are resistant to proteolysis in the harsh environment of 

the digestive tract and can also be immunogenic. Allergy to kiwi is among the 

most common fruit allergies with worldwide prevalence. Actinidin (Act d 1), 

cysteine protease (EC 3.4.22.14) is the most abundant allergen of green kiwi-fruit. 

In this dissertation, the effect of Act d 1 proteolytic activity on 

gastrointestinal epithelial cells was investigated in vitro and in vivo. It is shown 

that the proteolytic activity of actinidin impairs the integrity of the 

gastrointestinal barrier in C57BL/6 mice. The same was confirmed in human 

intestinal epithelial Caco-2 cells. Actinidin hydrolyzes tight junction (TJ) proteins 

in situ (occludin, ZO 1, claudin 3 and E-cadherin) in Caco-2 cells and 2D 

organoids derived from murine intestinal epithelial cells. Additionally, active 

actinidin affects the expression of mRNA for tight junction proteins in vitro. In 

vivo study in mouse animal model confirmed the results from in vitro study. In 
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vivo study also showed that the effect of actinidin on the mRNA expression of 

tight junction proteins depends on the segment of the intestinal tract examined 

(proximal, distal or colon). 

Potential of Act d 1 to activate intestinal epithelial cells (2D organoids and 

Caco-2 cells) for the production of specific pro-inflammatory and pro-allergic 

cytokines was also examined in this dissertation. The results indicate that 

proteolytically active actinidin stimulates expression of pro-inflammatory and 

pro-allergic cytokines: interleukin 1-β (IL1-β), tumor necrosis factor α (TNFα), 

thymic stromal limphopoietin (TSLP), interleukin 33 (IL-33) in vitro. It is 

important to note that, for the first time in the literature, a link has been 

established between the action of actinidin and the activation of the NF-κB 

signaling pathway in vitro. 
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1. Uvod  

Alergija na hranu predstavlja hroničnu inflamatornu bolest koja izaziva 

različite kliničke simptome i utiče na kvalitet života pojedinaca (1). Od alergije na 

hranu pati veliki broj ljudi, a statistički podaci ukazuju na to da su prisutne kod 

oko 2-6 % dece i 1-2 % odraslih osoba (2,3) i da je broj obolelih osoba u 

konstantnom porastu (4). 

Razvoj alergije na hranu započinje fazom senzitizacije u kojoj alergen 

prolazi kroz mukoznu površinu gastrointestinalnog trakta kao imunološki 

reaktivan molekul. Nakon dalje obrade alergena i njegove prezentacije od strane 

ćelija imunog sistema, finalni događaj je lučenje specifičnih IgE antitela od strane 

plazma ćelija (5,6). Gastrointestinalna barijera učestvuje u održavanju i regulaciji 

homeostaze intestinuma i predstavlja prvu liniju odbrane od različitih antigena iz 

spoljašnje sredine. Epitelne ćelije gastrointestinalnog trakta imaju veoma važnu 

ulogu tokom faze senzitizacije na određeni alergen. Kao odgovor na prisustvo 

alergena, epitelne ćelije proizvode specifične citokine, hemokine i druge biološki 

aktivne molekule koji predstavljaju signal komponentama imunog sistema u 

mukoznom tkivu da pokrenu reakciju (7). Epitelne ćelije su međusobno povezane 

veoma kompleksnom mrežom proteina koji se nalaze u međućelijskom prostoru 

i učestvuju u regulaciji prolaska antigena kroz intestinalnu barijeru. Proteini 

međućelijskih veza imaju različite funkcije u održavanju intestinalne homeostaze: 

jedni učestvuju u formiranju pora između ćelija, drugi predstavljaju integralne 

komponente povezane sa citoskeletom, dok treći obezbeđuju mehaničku potporu 

ćeliji. 

Širok spektar kliničkih manifestacija je zabeležen kod alergija na hranu, ali 

mehanizam koji leži u osnovi ovih poremećaja nije u potpunosti rasvetljen. Brojne 

činjenice su poznate, a najznačajnija je da poremećaj u intestinalnoj epitelnoj 

barijeri dovodi do narušavanja oralne tolerance prema određenim antigenima 

hrane (3,8). Odgovor epitelnih ćelija na alergene hrane je proizvodnja specifičnih 

Th2 proalergenih citokina koji omogućavaju preuključivanje klasa 

imunoglobulina ka sintezi IgE antitela (9). 
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Kivi predstavlja bogat izvor hranljivih materija i pozitivno utiče na zdravlje 

ljudi (10). Međutim, osim povoljnih efekata po čoveka, kivi može dovesti i do 

alergijske reakcije štetne po zdravlje (11). Alergija na kivi je danas široko 

rasprostranjena, a simptomi se kreću od lakših - poput oralnog alergijskog 

sindroma i urtikarije, do anafilaktičkog šoka koji može biti smrtonosan. Do sada 

je u plodu kivija identifikovano 13 alergena. Aktinidin (Act d 1) pripada klasi 

cistein proteaza i čini oko 50 % ukupnih solubilnih proteina kivija (12). Smatra se 

glavnim alergenom kod monosenzitisanih pacijenata na kivi (13, 14). Aktinidin se 

u plodu kivija može naći u aktivnoj i neaktivnoj formi (15, 16). Takođe, ova cistein 

proteaza može da, bez narušavanja strukture i gubitka proteolitičke aktivnosti, 

opstane u simuliranim uslovima želudačne digestije i do 2 h (16).  

Mehanizam senzitizacije na aktinidin nije u potpunosti rasvetljen. Ova 

disertacija je imala za cilj da doprinese razumevanju dejstva aktinidina na 

modulaciju imunog odgovora u gastrointestinalnog trakta. U te svrhe korišćeni 

su različiti model sistemi (in vivo i in vitro) i, po našem saznanju, prvi put u 

naučnoj zajednici, upotrebljeni su mišji 2D organoidi dobijeni iz pluripotentne 

matične ćelije za testiranje aktivacionog potencijala alergena hrane.  

Rezultati ove disertacije doprinose boljem razumevanju mehanizma 

dejstva aktinidina na epitelne ćelije kao i efekata na molekulskom nivou koji 

nastaju kao posledica ovih interakcija. Aktivna forma aktinidina dovodi do 

narušavanja integriteta intestinalne epitelne barijere i time omogućava inicijalni 

korak koji doprinosi nastanku alergije na kivi. 
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2. Teorijski deo 

2.1. Gastrointestinalna barijera: uloga u fiziološkom i 

patološkom stanju 

Organizam čoveka ima nekoliko mukoznih epitelnih površina koje 

doprinose formiranju zaštitne barijere od spoljašnje sredine. Gastrointestinalni 

trakt (GIT) predstavlja jednu od najvećih mukoznih površina koja igra ključnu 

ulogu u regulaciji imunog sistema (17). Gastrointestinalni trakt čoveka sastoji se 

od nekoliko organa kompleksne ćelijske i funkcionalne strukture. Svoju 

najvažniju ulogu ostvaruje kroz veoma kompleksnu selektivno propustljivu 

barijeru, čime se, sa jedne strane, omogućava apsorpcija različitih hranljivih 

materija, dok se sa druge strane ograničava prolaz potencijalno štetnih molekula. 

Regulacija ovih procesa ostvaruje se kroz interakcije sa intestinalnom mukozom 

i time doprinosi održavanju integriteta intestinalne barijere  i imunološkoj 

homeostazi (18).  

2.1.1. Organizacija epitelne barijere i limfoidnog tkiva 

povezanog sa gastrointestinalnim traktom 

Tanko crevo je glavni organ koji učestvuje u razvoju oralne tolerance na 

unete antigene, kao i u započinjanju alergije na hranu. Ćelije, zajedno sa ostalim 

strukturama tankog creva, igraju važnu ulogu kako u propustljivosti samog creva, 

tako i u uspostavljanju imunološke homeostaze, omogućujući da komponente iz 

hrane dođu u kontakt sa mukoznim imunim ćelijama, orkestrirajući pritom 

specifičan odgovor (19). 

Crevna mikrobiota učestvuje u metaboličkim, nutritivnim i imunološkim 

procesima u telu. Intestinalne epitelne ćelije predstavljaju prvi senzor u kontaktu 

sa sadržajem hrane i crevnom mikrobiotom i taj signal prevode u anti-mikrobni i 

imunoregulatorni odgovor (slika 1) (20). 

Crevni epitel pokriven je tankim slojem mukusa čija glavna komponenta 

predstavlja glikoprotein - mucin. Sekretovan od strane goblet ćelija, mukus 
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predstavlja značajnu fizičku i biohemijsku barijeru, sprečavajući direktan kontakt 

ćelija sa luminalnim sadržajem (slika 1) (21). 

Slika 1. Komponente intestinalne barijere (modifikovano iz (22)).  

Crevni epitel obezbeđuje fizičku barijeru koja odvaja komensalne bakterije 

u crevnom lumenu od lamina propria-je i dubljih intestinalnih slojeva. Površina 

epitela je organizovana u kripte, vile i mikrovile koje se stalno obnavljaju od 

strane pluripotentne matične ćelije koja se nalazi u aksijalnom delu (slika 2). 

Crevni epitel je izgrađen od četiri ćelijske linije koje potiču od pluripotentne 

matične ćelije: enterocita, koji čine većinu epitelnih ćelija mukoze creva i 

učestvuju u apsorpciji, hormon-produkujućih enteroendokrinih ćelija, koje 

učestvuju u povezivanju centralnog nervnog sistema sa enteričkim 

neuroendokrinim sistemom (sekrecijom hormona koji regulišu digestivnu 

funkciju), mukus-sekretujućih (goblet) ćelija i Panet ćelija, specijalizovanih za 

praćenje bakterija kroz kripte i vile sekrecijom antimikrobnih produkata kao što 

su lizozim, α-defenzini i kriptdini (23, 24).  



Teorijski deo 

5 
Doktorska disertacija - Andrijana N. Nešić 

 

Slika 2. Prikaz ćelija crevnog epitela (modifikovano iz (25)). 

Stromalne ćelije, B ćelije (IgA - produkujuće plazma ćelije), T ćelije, 

makrofagi i dendritske ćelije lamina propria-je leže direktno ispod crevnog 

epitela (slika 1). Pored toga, specijalizovane T ćelije (intraepitelni limfociti) i 

neke dendritske ćelije lokalizovane su između enterocita. Ispod sloja lamina 

propria postoje dva sloja inervisane glatke muskulature koji stvaraju peristaltičke 

talase i time pokreću hranljive materije duž digestivnog trakta (26). 

Intestinalne epitelne ćelije (IEĆ) su strukturno i funkcionalno 

polarizovane: apikalnom stranom okrenute su ka crevnom lumenu a 

bazolateralnom površinom ka bazalnoj membrani i lamina propria-ji. 

Polarizovana struktura IEĆ se ogleda u ekspresiji određenih membranskih 

proteina na apikalnoj ili bazolateralnoj strani. Ovo, zajedno sa mukoznim slojem 

na apikalnoj površini, čini barijeru koja je, generalno, nepropusna za komensalne 

bakterije i druge mikrobe u lumenu creva. Epitelne ćelije iskazuju receptore koji 

prepoznaju obrasce i omogućavaju razvijanje specifičnog imunološkog odgovora. 

Postoji nekoliko tipova receptora koji se nalaze na epitelnim ćelijama koji 

učestvuju u prepoznavanju liganada: takozvani ’’Toll-like’’ receptori, receptori 

slični oligomerizacionim domenima koji vezuju nukleotide (NOD) i receptori 

slični inducibilnom genu 1 za retinolnu kiselinu (RIG-1) (26–28).  
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Goblet ćelije su specijalizovane epitelne ćelije koje luče mucinske 

glikoproteine. Ovi mucini spojeni su u viskozni želatinasti sloj koji se proteže do 

150 μm od površine crevne epitelne ćelije i formira dva strukturno različita sloja. 

Vizualizacija prostornih odnosa između mukoze, bakterija i epitela ukazuje na to 

da unutrašnji mukozni sloj čini zaštićenu zonu na apikalnoj strani epitelnih ćelija, 

dok spoljni sloj mukoze sadrži veliki broj bakterija. Dakle, unutrašnji sloj je 

otporan na ulazak bakterija i ograničava direktan kontakt bakterija sa epitelnim 

ćelijama (26). 

U održavanju intestinalne homeostaze učestvuju i Panetove ćelije koje 

proizvode antimikrobne peptide (α-defenzine, lektine, lizozim C i RegIIIα (ili 

RegIIIγ kod miševa)). Pored Panetovih ćelija, antimikrobne proteine proizvode 

gotovo sve epitelne ćelije creva, uključujući enterocite i goblet ćelije (26). Ovi 

antimikrobni proizvodi su neophodni za prostornu segregaciju luminalnih 

komensalnih mikroorganizama i patogena iz intestinalnog epitela. α-defenzini 

deluju protiv Gram + i Gram – bakterija, dok se RegIIIγ lektin specifično vezuje 

za peptoglikane na površini Gram + bakterija (29). 

Takođe, plazma ćelije sekretuju imunoglobulin A (IgA) koji sprečava 

kolonizaciju patogenih mikroorganizama (24, 29). IgA dimer u svojoj 

sekretovanoj formi (sIgA) je najzastupljeniji izotip imunoglobulina u mukozi. 

Sekretuju ga specijalizovane plazma ćelije koje se nalaze u lamina propria-ji i 

tako sekretovan vezuje se za specifične Fc receptore na bazolateralnoj strani 

intestinalnih epitelnih ćelija, koji su odgovorni za transcelularni prolaz do 

intestinalnog lumena (slika 3) (24).  

Lamina propria je sloj mukoznog tkiva koji se nalazi direktno ispod 

epitelnih ćelija gastrointestinalnog trakta (26). Tu se nalaze ćelije imunog sistema 

i tkivno-specifične organizovane limfoidne strukture kao što su Pejerove ploče 

(nalaze se ispod specijalizovanih M ćelija), kriptoploče i izolovani limfoidni 

folikuli. Intestinalni imuni sistem se sastoji i od intraepitelnih efektorskih 

limfocita koji se nalaze u epitelnoj sluznici, a nazivaju se mezenterični limfni 

čvorovi (MLČ). Efikasna reakcija imunog sistema ne zavisi samo od stečene 
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imunosti, već predstavlja dirigovan proces u kome sinhronizovano učestvuju 

komponente i urođene i stečene imunosti (30). 

Limfoidno tkivo povezano sa gastrointestinalnim traktom (GALT) (engl. 

gut-associated lymhoid tissue, GALT) se može podeliti na efektorska mesta, koja 

se sastoje od limfocita razbacanih širom epitela i lamina propria-je, i induktivnih 

mesta koja su organizovana u vidu Pejerovih ploča i mezenteričnih limfnih 

čvorova. Pejerove ploče su makroskopski limfni agregati koji se nalaze u 

submukozi duž tankog creva (slika 3) (31, 32). 

Slika 3. Limfoidno tkivo povezano sa gastrointestinalnim traktom 

(modifikovano iz (33)). 

Pejerove ploče sadrže B-ćelijske folikule i T-ćelijsku oblast. Limfna oblast 

je odvojena od crevnog lumena jednim slojem epitelnih ćelija, nazvanim folikul-

pridruženi epitel (engl. Folikul Assosiated Epithel, FAE) i difuznim područjem 

odmah ispod epitela, poznatim kao subepitelna kupola. Takođe, tu dolazi do 

infiltriranja velikog broja B ćelija, T ćelija, makrofaga i dendritskih ćelija (DĆ). 

Folikulu pridruženi epitel pokriva kupole Pejerovih ploča. Transport preko 

epitela se odvija kroz specijalizovane M ćelije i DĆ koje izdužuju svoje nastavke 
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između čvrsto povezanih epitelnih ćelija. DĆ su prisutne i u subepitelialnoj kupoli 

i u interfolikularnoj T-ćelijskoj oblasti (34).  

Dendritske ćelije (DĆ) prepoznaju bakterije na različitim lokacijama. 

Nalaze se ispod Pejerovih ploča i prepoznaju bakterije koje prodiru u epitel. DĆ u 

sloju lamina propria aktivno prepoznaju mali broj bakterija koje su prisutne na 

apikalnoj površini epitelnih ćelija proširivanjem dendrita između epitelnih ćelija 

(26). Mezenterični limfni čvorovi (MLČ) su najveći limfni čvorovi u telu (slika 

3). Zbog jedinstvenih anatomskih karakteristika, MLČ mogu biti raskrsnica 

puteva između periferije i mukozne recirkulacije (34).  

Smatra se da je formiranje ovih limfnih tkiva regulisano LTi ćelijama (engl. 

lymphoid-tissue inducer (LTi) cells). LTi ćelije interaguju sa lokalnim 

mezenhimom proizvodeći limfotoksin-β i faktor nekroze tumora (engl. tumour 

necrosis factor -TNF) koji aktiviraju ćelije strome da proizvode hemokine i 

adhezione molekule u formirajućem limfnom čvoru. Kao rezultat toga, cirkulišuće 

LTi ćelije, njihovi prekursori i zreli limfociti se privlače u limfne čvorove u razvoju 

i na taj način uspostavljaju samoodrživi primordium. LTi ćelije karakteriše 

ekspresija transkripcionog faktora RORt (engl. retinoic acid receptor-related 

orphan receptor-γt), interleukin-7 receptor α (IL- 7Rα, takođe poznat kao 

CD127) i limfotoksin-α1β2. Iako se LTi ćelije ne mogu diferencirati u T ili B ćelije 

u in vivo uslovima, eksperimenti ukazuju da one mogu da se diferenciraju u ćelije 

nalik prirodnim ubicama (engl. natural killer (NK)-like cells). Klasteri LTi ćelija 

se nalaze u kriptama tankog creva, gde ostvaruju bliski kontakt sa dendritskim 

ćelijama. Zajedno, ovi ćelijski klasteri u tankom crevu generišu dinamičan 

mobilni agregat koji može da privuče druge ćelije imununog sistema i da se 

transformiše u izolovan limfni folikul (engl. isolated lymphoid follicle, ILF) koji 

sadrži IgA produkujuće B ćelije tokom inflamacije. Ćelije slične LTi ćelijama se 

takođe nalaze u sekundarnim limfnim organima, kao što je slezina, gde učestvuju 

u održavanju tkivne anatomije tokom virusne infekcije (35). 

2.1.2. Strukturne komponente čvrstih veza  

Intestinalne epitelne ćelije su između sebe povezane putem kompleksnih 

veza koji se nalaze na lateralnim membranama. Glavne komponente 



Teorijski deo 

9 
Doktorska disertacija - Andrijana N. Nešić 

interepitelnih veza su: čvrste veze, adherentne veze i desmozomi (36). Sastav 

čvrstih veza je prilično kompleksan, čak i u poređenju sa sastavom adherentnih 

veza i desmozoma. Na apikalnom intracelularnom prostoru epitelnih ćelija, 

proteini čvrstih veza obrazuju paracelularnu barijeru i pore koje regulišu 

paracelularni prolaz jona i molekula (22). Na bazolateralnoj strani ćelija, 

paracelularni transport je ograničen adherentnim vezama, desmozomima i “gap” 

vezama (slika 4). Epitelne čvrste veze čine kompleksi koji formiraju selektivno 

propustljivu barijeru između susednih ćelija i obrazuju granicu između apikalnih 

i bazolateralnih domena (37). Učestvuju u održavanju intestinalne barijere 

regulišući propustljivost jona, nutritijenata i vode (38). Čvrste veze čini više od 

40 proteina, od kojih su mnogi članovi različitih genskih familija (39).  

Adherentne veze (zonula adherens) su proteinski kompleksi koji se nalaze 

na lateralnoj membrani i omogućavaju mehaničko povezivanje susednih ćelija 

(slika 4).  

                                             

Slika 4. Međućelijske veze koje učestvuju u očuvanju intestinalne barijere 

(modifikovano iz (40)).  

Kadherini su proteini koji sačinjavaju ovu međućelijsku vezu i sastoje se 

od 5 podfamilija koje se klasifikuju kao tip I ili klasična familija kadherina, tip II, 

desmozomalni kadherini, protokadherini i molekuli slični kadherinima. Glavni 

protein ovih veza je E-kadherin koji spada u tip I transmembranskih 
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glikoproteina i smatra se prototipom kadherina, verovatno jer je prvi otkriven i 

dobro okarakterisan (41). E-kadherin se sastoji od jednog vanćelijskog domena 

koji formira homotipske, kalcijum-zavisne veze između epitelnih ćelija i jednog 

citoplazmatskog repa. Citoplazmatski rep je strukturno stabilizovan u membrani 

samo kada je povezan sa kateninima (p120, β i α) i time je omogućena interakcija 

sa mrežom mikrotubula i aktinom (42, 43). 

Na bazolateralnoj strani E-kadherinom - posredovanog međućelijskog 

kontakta, desmozomi omogućavaju mehaničku potporu tkivu kroz uspostavljene 

veze. Desmozomi sadrže netipične kadherine i formiraju adhezivne veze sa 

ćelijskim filamentima, kao što su tzv. ’’armadilo’’ proteini (plakoglobin i 

plakofilin) (44). 

Čvrste veze su apikalni adhezivni kompleksi koji se nalaze na granici 

između apikalnog i lateralnog membranskog regiona (slika 4). Predstavljaju 

dinamične, multiproteinske komplekse čija je funkcija održavanje selektivno 

propustljive barijere kroz koju prolaze joni i tečnost, ali ne i luminalni antigeni, 

mikroorganizmi i njihovi toksini. U okviru čvrstih veza postoje 4 integralna 

transmembranska proteina: okludin, klaudini, adhezioni molekuli (JAM) i 

tricelulin koji su okarakterisani. Unutarćelijski domeni ovih proteina su povezani 

sa citoplazmatskim proteinima, kao što su zonula occludens (ZO) proteini. ZO 

proteini interaguju sa citoskeletom (aktinom), što predstavlja veoma važnu 

strukturu za održavanje integriteta epitelne barijere (38).  

Okludin (~65 kDa) je protein koji čini integralni deo membrane i prvi put 

je identifikovan 1993. godine (45). Eksprimira se u epitelnim i endotelnim 

ćelijama, astrocitima, neuronima i dendritskim ćelijama. Ima četiri 

transmembranska domena, 2 vanćelijske petlje i jednu unutarćelijsku petlju: 

kratak N-terminalni i duži C-terminalni domen koji se nalaze u citoplazmi. 

Homofilne interakcije vanćelijskih petlji okludina između susednih ćelija 

formiraju barijeru za prolaz makromolekula, ali ne i za prolaz jona. Dugačak C-

terminalni domen interaguje sa nekoliko unutarćelijskih proteina čvrstih veza, 

kao što su ZO proteini. Funkcija okludina nije još uvek u potpunosti razjašnjena, 
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ali je na životinjskim i ćelijskim modelima pokazano da ima ključnu ulogu u 

održavanju strukture i propustljivosti epitelne barijere (46). 

Klaudini (20-27 kDa) su membranski proteini (20-27 kDa) koji imaju 4 

hidrofobna transmembranska domena, dve vanćelijske petlje, jednu 

unutarćelijsku  i N- i C-terminalne citoplazmatske domene (45). Klaudini sa 

okludinom, tricelulinom i MarvelD3 proteinima formiraju važnu komponentu 

čvrste veze (47). Vanćelijske petlje klaudina formiraju homofilne interakcije 

između susednih ćelija i time omogućavaju nastajanje selektivnih pora za 

paracelularni transport. C-terminalni domeni interaguju sa ZO proteinima i 

preko tih veza interaguju sa citoskeletom. Familija klaudina ima 24 člana kod 

čoveka i svaka izoforma ima jedinstveni obrazac ekspresije u tkivima i ćelijama 

(slika 5).  

 

Slika 5. Ekspresija klaudina u intestinalnom i hepatobilijarnom traktu čoveka 

(47). 

Poznato je da su klaudin-1, -3, -4, -5, -8, -9, -11 i -14 potrebni za održavanje 

integriteta barijere i učestvuju u njenom formiranju, dok klaudin-2, -7, -12 i -15 

su klaudini koji učestvuju u formiranju pora. Funkcionalne osobine svakog 
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klaudina zavise od broja i pozicije naelektrisanih aminokiselina u prvoj 

vanćelijskoj petlji molekula (48). 

Adhezioni molekuli (JAM) su membranski proteini koji pripadaju 

superfamiliji imunoglobulina i karakteriše ih postojanje 2 vanćelijska 

imunoglobulinska domena, jedan transmembranski domen i jedan unutarćelijski 

C-terminalni domen. Podeljeni su u dve superfamilije, u zavisnosti od sličnosti 

sekvenci u svojim citoplazmatskim domenima. Unutarćelijski domeni JAM 

proteina interaguju sa ZO proteinima, dok vanćelijski N-terminalni domeni 

vezuju različite ligande putem homofilnih ili heterofilnih interakcija (49). 

Zonula occludens su prvi proteini čvrstih veza koji su identifikovani i do danas 

su poznata tri: ZO1 (~220 kDa), ZO2 (~160 kDa) i ZO3 (~130 kDa). Prema analizi 

aminokiselinske sekvence, ZO proteini su svrstani kao članovi familije homologa 

guanilat kinaze povezanih sa membranom (MAGUK) (49). To su multidomenski 

proteini koji imaju ulogu u obrazovanju i regulisanju same strukture čvrstih veza 

(slika 6). Biohemijska funkcija i osobine ZO 1 su najbolje opisane i izučene od 

svih ZO proteina. ZO1 je lokalizovan u međućelijskim kontaktima i smatra se da 

ima osnovnu ulogu u obrazovanju i aranžmanu čvrstih veza na samom kontaktu 

između dve ćelije (46). 

 

 

 



Teorijski deo 

13 
Doktorska disertacija - Andrijana N. Nešić 

 

Slika 6. Interakcije proteina čvrstih veza sa ZO proteinima (modifikovano iz 

(46).  

2.1.3. Prepoznavanje i preuzimanje antigena u intestinumu 

Mukoza epitelа je primаrno mesto zа ulazak аntigenа. Aferentni limfni 

sudovi nose аntigene iz mukoze do limfnih čvorova u kojimа se nalaze 

specijаlizovаne antigen-prikazujuće ćelije (APĆ) (engl. antigen-presenting cell- 

APC) koje ih prikazuju imunom sistemu. Mukozno limfoidno tkivo 

gаstrointestinаlnog trаkta sаdrži nаjveći broj limfocita i nаjpotpunije je 

okаrаkterisano. Iаko se sаstoji od sаmo jednog slojа ćelijа, intestinalni epitel 

morа dа kontroliše pristup potencijаlnih аntigenа i pаtogenа i, u isto vreme, ima 

ulogu u аpsorpciji hrаnljivih mаterijа. Ovu dvojnu ulogu obezbeđuju čvrste 

međućelijske veze koje ogrаničаvаju prolаz čаk i vrlo mаlih (2 kDа) molekula. 

Intestinalni epitel, takođe, poseduje i veliki broj specijalizovanih zaštitnih 

adaptacija koje se ne mogu naći na drugim mestima u organizmu, i to su: 

antimikrobni peptidi (defenzini), sekretorni imunoglobulin A i mucini. Apikalna 

površina enterocita, okrenuta ka crevnom lumenu, idealna je za završno varenje 

hranljivih materija zbog guste prevlake na apsorptivnim mikrovilima. Na 

vrhovima mikrovila, sloj membranski usidrenih glikoproteina čini glikokaliks 

filamentoznih četkastih ivica (engl. filamentous brush border glycocalyx - 

FBBG). Svarene hranljive materije mogu da prođu kroz glikokaliks, koji je 

relativno nepropustiljiv za makromolekule ili bakterije (20). 
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2.1.4. Prolaz antigena kroz epitelnu barijeru   

Solubilni proteini i mikrobi prolaze kroz epitelnu bаrijeru. Enterociti su 

primаrni ćelijski tip u epitelnom monosloju. Oni su izmešteni u nekim regionimа 

i zamenjeni specijаlizovаnim epitelnim ćelijama poznаtim kаo M ćelije. 

Glikokаliks koji kаrаkteriše vile enterocita odsutan je sа аpikаlne površine M 

ćelije. Naime, zаmenjen je sa tzv. microfold -ovima (otudа naziv "M ćelijа") koji 

su dostupniji luminаlnim аntigenima. M ćelije koriste trаnsepitelni vezikulаrni 

transport kako bi prenele mikrobe do APĆ u gastrointestinalnom limfoidnom 

tkivu. GALT sačinjavaju limfoidne strukture i agregati koji su povezani sa 

intestinalnom mukozom (krajnici, Pejerove ploče, limfni folikuli, slepo crevo i 

mezenterični limfni čvorovi). Oni su bogati konvencionalnim i 

nekonvencionalnim limfocitima, specijalizovanim dendritskim ćelijama i 

makrofagimama. GALT je podeljen nа diskretna induktivna i efektorska mesta. 

Pre mnogo godina pokazano je da M ćelije obezbeđuju glavni, ako ne i jedini, 

način na koji antigeni mogu da dođu u kontakt sa imunim ćelijama u intestinumu. 

M ćelije verovatno ne prezentuju antigene, pošto ne eksprimiraju MHC molekule 

klase II i umesto toga, one prenose netaknute antigene do APĆ, bilo u epitelu ili 

u regionu kupole. Odatle, APĆ prelaze u T-ćelijsku oblast ili B-ćelijski folikul, gde 

mogu da komuniciraju sa naivnim limfocitima (34). Pejerove ploče su agregacije 

limfnog folikulа, prvenstveno u distаlnom ileumu tаnkog crevа. Za M ćelije, 

lokalizovane u strukturi nalik kupoli u folikulo-asosovanom epitelu, dugo se 

mislilo dа su "kаpijа za mukozni imuni sistem". Ispostаvilo se, međutim, dа M 

ćelije nisu jedini tip ćelijа sposoban za trаnsport аntigenа preko epitelne bаrijere. 

Dendritske ćelije (DĆ) su profesionalne antigen-prikazujuće ćelije, koje izdužuju 

svoje nastavke nalik dendritima između čvrsto povezanih epitelnih ćelija i 

sakupljaju antigene direktno iz lumenа. Integritet bаrijere se održava tokom ovog 

procesа, jer se čvrste veze ponovo formirаju pomoću proteinа koji se eksprimiraju 

i na enterocitima i na DĆ (20). 
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2.2. Homeostaza i disfunkcija intestinalne barijere 

Kako bi se osiguralo preuzimanje vode i nutritivnih komponenti, 

selektivnost intestinalne propustljivosti je neophodna i postiže se posredstvom 

paracelularnog i transcelularnog transporta (slika 7). Transcelularni put 

podrazumeva transport tečnosti kroz epitelne ćelije i regulisan je selektivnim 

transporterima za amino-kiseline, elektrolite, šećere i masne kiseline kratkih 

lanaca. Transcelularni put je povezan sa lizozomalnom degradacijom antigena 

(50). Paracelularni prolaz vode, jona i većih molekula je ograničen čvrstim 

vezama i selektivnost se vrši na osnovu molekulske mase, dok se selektivnost na 

osnovu naelektrisanja postiže proteinima klaudinima (51). Preuzimanje antigena 

se odvija pomoću epitelnog sloja. Jedan put podrazumeva preuzimanje solubilnih 

i agregiranih antigena ili imunih kompleksa od strane M ćelija, paracelularnim 

putem. Ovakav način selektivne i balansirane intestinalne propustljivosti je 

veoma važan ne samo za adekvatan unos nutritijenata, već i za razvoj oralne 

tolerance (52).  

                           

Slika 7. Putevi prolaska kroz epitelnu barijeru (modifikovano iz (53)). 
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2.2.1. Regulacija intestinalne barijere 

Epitel gastrointestinalnog trakta formira fizičku granicu između 

organizma i spoljašnje sredine. Osim što efektivno obezbeđuje selektivnost 

barijere, čime vrši restrikciju unosa luminalnih molekula i patogena, on 

obezbeđuje unos neophodnih molekula vode i nutritivnih molekula (46). 

Poremećaj intestinalne barijere, praćen prodorom luminalnog sadržaja, izaziva 

poremećaj imunog sistema mukoze, što dovodi do razvoja intestinalnih i 

sistemskih bolesti. U svetlu toga ulaže se mnogo napora da se rasvetle mehanizmi 

kojim različiti vanćelijski faktori (citokini, komponente hrane i patogeni) utiču na 

regulaciju intestinalne barijere. 

Funkcija epitelne barijere može biti regulisana samom ekspresijom i 

lokalizacijom proteina čvrstih veza (40). Dobar primer je regulacija ekspresije 

klaudina tipa 2. Naime, ekspresija klaudina-2 je u intestinumu povećana u 

odgovoru na određene inflamatorne stimuluse, kao što su interleukin 1 β (IL-1β) 

(54), interleukin 6 (IL-6) (55).  

 

Slika 8. Faktori koji regulišu funkciju intestinalne barijere (modifikovano 

iz (56)). 



Teorijski deo 

17 
Doktorska disertacija - Andrijana N. Nešić 

Uloga citokina u regulaciji intestinalne barijere u patofiziološkim uslovima 

je dobro ispitana na različitim in vivo i in vitro modelima. Disregulacija čvrstih 

veza posredovana citokinima dovodi do aktivacije imunog sistema i razvoja 

intestinalnih bolesti (17). U tabeli 1. je sumirana lista citokina koja dovodi do 

povećanja propustljivosti epitelne barijere dejstvom na proteine čvrstih veza i 

mehanizma preko kojeg dolazi do narušavanja integriteta čvrstih veza (57). 

Tabela 1. Citokini koji povećavaju epitelnu propustljivost (57) 

Citokin  Permeabilnosta  Ćelijska linija Mehanizamb 

IL-1β Povećava  Caco-2 Okludin ↓ (58) 

IL-6 Povećava Caco-2, T84 Klaudin-2 ↑ (55) 

TNFα Povećava Caco-2, HT29/B6 ZO1 ↓ (59), Klaudin-2 ↑ (60) 

a- Permeabilnost je bazirana na merenju TEER i paracelularnom prolazu molekula 

b- Simboli ↑ i ↓ se odnose na povećanu odnosno sniženu proteinsku ili ekspresiju 

iRNK, respektivno 

Faktor nekroze tumora (TNF) je proinflamatorni citokin koga sekretuju 

aktivirane T ćelije i makrofagi. Brojne studije pokazuju da je ekspresija ovog 

citokina povišena u različitim tipovima bolesti creva (46). Takođe, neke studije 

navode da narušavanje epitelne barijere može biti posredovano i TNFα 

citokinom, kao i aktivacijom nuklearnog faktora κB (NF-κB) (46). Sa druge 

strane, IL-1β se značajno eksprimira u različitim inflamatornim stanjima creva. 

U skladu sa tim, postoji direktna korelacija između ekspresije ovog citokina i 

intestinalne inflamacije kod pacijenata sa Kronovom bolešću (61). U 

intestinalnim ćelijskim modelima IL-1β smanjuje TEER što dovodi do povećanja 

propustljivosti ćelijskog monosloja. Ovaj poremećaj u barijeri je u korelaciji sa 

sniženom ekspresijom okludina i njegovom redistribucijom u intestinalnim 

ćelijama. IL-1β dovodi do smanjenja TEER i ekspresije iRNK okludina, što je  

povezano sa kanonskim signalnim putevima koji vode do aktivacije NF-κB 

(58,62). IL-6 je citokin čija je ekspresija važna u odgovoru domaćina na različite 

tipove infekcija i učestvuje u proinflamatornom i antiinflamatornom antigen-

specifičnom imunom odgovoru. Sekretovanje ovog citokina od strane epitelnih 

ćelija u lamina propria-ji ima glavnu ulogu u patogenezi inflamatornih bolesti 

creva (63). IL-6 dovodi do selektivnog povećanja intestinalne propustljivosti za 
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katjone, ali ne i za makromolekule i dovodi do povećanja ekspresije klaudina-2 u 

Caco-2 ćelijama (55). 

Različit obrazac ekspresije klaudina utiče na obrazovanje pora između 

susednih ćelija a, samim tim, i na propustljivost intestinalne barijere. Nivo 

ekspresije klaudina je različit u zavisnosti od stepena razvoja i diferencijacije 

intestinalnog trakta sa jedne, ili patološkog stanja sa druge strane. U skladu sa 

tim, različiti signali utiču i na njihovu ekspresiju, bilo da su u pitanju citokini ili 

npr. komponente hrane. Osim što narušavanje obrasca ekspresije klaudina ima 

posledice na propustljivost intestinalnog epitelnog sloja, može doći i do drugih 

posledica. Primera radi, klaudini se dovode u vezu sa samim razvojem ćelija pa 

određene promene u ekspresiji klaudina dovode do povećanja regenerativnih 

osobina ćelija i njihove proliferacije. To objašnjava povećanu ekspresiju klaudina-

1 u intestinalnim epitelnim ćelijama pacijenata koji imaju inflamatornu bolest 

creva (64). Takođe, ekspresija klaudina-2 je povišena kod pacijenata sa istom 

kliničkom slikom. Različite in vitro studije pokazale su da povećanje ekspresije 

klaudina-2 dovodi i do povećanja broja pora između susednih ćelija u čijoj 

izgradnji učestvuje upravo klaudin-2. To za posledicu ima povećanje 

paracelularnog transporta i protok katjona (Na+ i molekula prečnika manjeg od 4 

Å) (17). 

2.2.2. Oralna toleranca 

Limfno tkivo povezano sa gastrointestinalnim traktom je najveći 

sekundarni limfni organ u organizmu. Ovo tkivo konstantno preuzima uzorke 

antigena unesenih ishranom i time učestvuje u selekciji potencijalno opasnih 

patogena od bezopasnih antigena u cilju aktivacije imunog sistema ili ignorisanja 

bezopasnih antigena (hrana ili komensalne bakterije) (56, 65). Oralna toleranca 

je osnovni imuni odgovor u gastrointestinalnom traktu na antigene unesene 

hranom kod većine ljudi koji nemaju alergiju na hranu. Međutim, kada dođe do 

narušavanja oralne tolerance, dolazi do razvoja alergija na hranu (66). 

Ključne ćelije u razvoju oralne tolerance su regulatorne T ćelije (FoxP3+). 

U lamini propria-ji se nalaze i dve ćelijske populacije koje eksprimiraju CXC3CR1 

ili CD103 (19). Ove ćelije migriraju u limfne čvorove gde aktiviraju naivne T ćelije 
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i promovišu FoxP3+ T reg fenotip, proces koji uključuje sintezu TGF-β i retinolne 

kiseline (31,32,67–70). Retinolna kiselina je signal za ekspresiju specifičnih CCR9 

i α4β7 receptora na Treg i IgA-sekretujućim B ćelijama, što dodatno doprinosi 

razvoju oralne tolerance (71). CD103+ dendritske ćelije koriste indolamin-2, 3-

dioksigenazu (IDO) za razvoj tolerance, a gubitak ove funkcije vodi do razvoja Th1 

ili Th17 fenotipa, ograničavajući time razvoj Treg ćelija i oralnu tolerancu (72). 

Takođe, MUC2, mucin sekretovan od strane intestinalnih goblet ćelija, ide u 

prilog anti-inflamatornom potencijalu CD103+ dendritskih ćelija. Pacijenti sa 

mutacijama u FoxP3+ lokusu razvijaju alergiju na hranu (19, 69, 72). 

 

Slika 9.  Mehanizmi koji vode do tolerance na antigene, odnosno razvoja 

IgE specifičnog odgovora (modifikovano iz (73)). 

Oralna toleranca predstavlja normalan fiziološki odgovor na unesene 

antigene, a poremećaj u tom procesu dovodi do senzitizacije na antigene (slika 

9) (3). Učestalost nastanka alergija na hranu je u porastu u poslednjih 20 godina. 

Istraživanja su usmerena na bolje razumevanje ovog procesa i događaja koji vode 
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ka senzitizaciji i nastanku bolesti (74). Postoji veliki broj životinjskih modela 

razvijenih za ispitivanje različitih ćelijskih i molekulskih događaja koji su 

uključeni u proces senzitizacije (75), a jedno od značajnih zapažanja je to da 

oralno administriran antigen dovodi do tolerancije sa jedne strane, ali može 

dovesti i do neželjenog efekta - senzitizacije, sa druge strane (75–77). 

2.3. Eksperimentalne tehnike za praćenje funkcije intestinalne 

barijere  

Različite tehnike su razvijene za procenu funkcije intestinalne barijere 

(78–80). Sam izbor tehnike zavisi od predmeta istraživanja, kao i od dostupnosti 

biološkog materijala. Većina dostupnih eseja bazira se na merenju propustljivosti 

creva i interpretira u smislu prolaska molekula kroz intestinalni epitel. Ovi testovi 

se koriste za ispitivanje funkcije intestinalne barijere, a termini ’’propustljivost’’ i 

’’funkcija barijere’’ se u tom kontekstu naizmenično koriste. Za potrebe ovih 

ispitivanja se koriste različiti molekuli kao markeri za procenu intestinalnog 

protoka, odnosno prolaska kroz barijeru. U zavisnosti od naelektrisanja i veličine 

tih molekula meri se i propustljivost. Poznato je da molekuli mogu da se kreću 

paracelularno i transcelularno. Veći antigeni molekuli, lipofilne komponente i 

nutritijenti preferiraju transcelularnu rutu posredstvom endocitoze, pasivne 

difuzije ili vezivanjem za specifične membranske transportere na površini ćelija. 

Joni (posebno katjoni) i mali hidrofilni molekuli (<600 Da) prolaze uglavnom 

paracelularno posredstvom difuzije kroz međućelijski prostor i pora koje 

formiraju proteini čvrstih veza (81–84).  

Testovi permeabilnosti kod životinjskih modela podrazumevaju upotrebu 

većih molekula (ovalbumina, peroksidazu iz rena, dekstrane) koji mogu biti 

fluorescentno obeleženi. Ove probe se mogu detektovati u uzorcima krvi ili u 

mezenteričnoj ili portalnoj veni (85). Tehnika koju je prvi razvio danski biolog 

Hans Henriksen Ussing podrazumeva korišćenje komora kao reprezentativnu 

alternativu merenja transporta jona i molekula kroz uzorke epitelnih tkiva 

dobijene biopsijom (7, 86). 
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2.3.1. Model sistemi za izučavanje transepitelne propustljivosti  

Upotreba in vitro model sistema u ove svrhe se bazira na apsortivnim 

ćelijama intestinalnog trakta. S obzirom na poteškoće uzimanja i uzgajanja 

primarnih humanih epitelnih ćelija, najčešće se u ove svrhe koriste ćelijske linije 

humanog kolorektalnog adenokarcinoma: Caco-2, HT-29 i T84. Caco-2 ćelije se 

najčešće koriste kao model sistem humanih intestinalnih enterocita za ispitivanje 

preuzimanja antigena (87). One se spontano diferenciraju u polarizovane epitelne 

ćelije sa formiranim čvrstim vezama između susednih ćelija (88). HT-29 ćelije su, 

takođe, humane intestinalne ćelije ali, za razliku od Caco-2 ćelija, one nisu u 

potpunosti diferencirane i u manjoj meri sadrže mukus-sekretujuće ćelije i 

apsorptivne ćelije. T84 ćelije, sa druge strane, produkuju mukus (89). Indikacija 

za dobro definisan i uspostavljen ćelijski monosloj (sa pravilno formiranim 

čvrstim vezama) je transepitelni električni otpor. Studije na primarnim mišjim ili 

humanim matičnim ćelijama dobijenim iz intestinalnog trakta su u fokusu 

mnogih istraživanja. Embrionalne matične ćelije rastu pod specifičnim uslovima 

tako da se mogu samoorganizovati u organoide tzv. ’’mini-creva’’ (engl. mini guts) 

(90). Oni mogu formirati trodimenzionalne strukture i time zadržavaju brojne 

osobine koje se nalaze u in vivo intestinalnom sistemu, uključujući kripte i vile 

koje oblažu lumen creva. Intestinalni organoidi sadrže sve tipične ćelije koje se 

nalaze u intestinalnom epitelu i obezbeđuju fiziološki relevantan model. Postoji 

nekoliko metoda za uzgajanje organoida, a najčešće korišćeni je trodimenzionalni 

sistem za uzgajanje organoida baziran na Matrigelu koji obezbeđuje regeneraciju 

i rast ćelija u odsustvu fiziološke niše (91, 92). Navedeni in vitro model sistemi 

imaju i ograničenja, pored brojnih prednosti koje pružaju. Glavno ograničenje je 

da ne obezbeđuju mehanički aktivnu mikrosredinu intestinalnog trakta 

(peristaltičke pokrete i intraluminalni protok tečnosti) i ne mogu biti 

kolonizovani od strane mikroorganizama (91, 93).  

In vitro ćelijski modeli se sve češće koriste kako bi se smanjila upotreba 

životinjskih modela (94). Prednosti korišćenja organoida su da se mogu formirati 

iz matičnih ćelija različitih organizama, kao i iz različitih delova 

gastrointestinalnog trakta (stomak, ileum, kolon) (95).  
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2.4. Alergija na hranu 

Alergija na hranu podrazumeva širok spektar poremećaja koji nastaju kao 

rezultat odgovora imunog sistema na antigene iz hrane. Ovo stanje organizma 

karakteriše akutnu, potencijalno fatalnu reakciju (anafilaksu), kao i hronično 

stanje koje se, u najvećoj meri, odražava na kožu i gastrointestinalni trakt. 

Nepovoljan odgovor imunog sistema na hranu dešava se kod oko 5 % dece i 3-4 

% odraslih u zapadnim zemljama. Ti statistički podaci nisu konačni jer sa 

povećanjem industrijalizacije dolazi i do povećanog rizika za nastanak alergija. 

Reakcije na hranu predstavljaju 1/3 do 1/2 slučajeva anafilakse u Severnoj 

Americi, Evropi, Aziji i Australiji (96). Drugi simptomi koji se klasifikuju kao 

alergijska reakcija na hranu podrazumevaju utrikariju, angioedem, atopijski 

dermatitis, oralni alergijski sindrom, astmu, rinitis, konjuktivitis, hipotenziju i 

aritmiju, a svi nastaju kao posledica oslobađanja medijatora od strane efektorskih 

ćelija imunog sistema (bazofila i mastocita) (97). 

Faktori koji dovode do nastanka alergija na hranu obuhvataju kako 

genetičke tako i faktore sredine. Kod pacijenata alergičnih na hranu, IgE antitela 

se proizvode na proteine iz hrane koji najčešće zadržavaju alergena svojstva 

nakon termičke obrade i proteolize. Organizacija za hranu i poljoprivredu (Food 

and Agricultural Organization of the United Nations (FAO)) i svetska 

zdravstvena organizacija (World Health Organization (WHO)) označili su 8 

najčešćih alergenih izvora: mleko, školjke, jaja, riba, kikiriki, soja, orasi i pšenica. 

Nova hrana, kasnije uvedena u ljudsku ishranu, koja sadrži alergene je tropsko 

voće, susam i začini. Ukrštena reaktivnost se najčešće dešava sa alergenima iz 

drugih izvora, kao što su polen ili lateks (98). Kravlje mleko, jaja, soja, pšenica, 

kikiriki, orašasti plodovi, riba i plodovi mora uzrokuju više od 90 % alergija na 

hranu širom sveta (97). 

Alergija na hranu se deli na: (1) reakcije posredovane imunoglobulinom E 

(IgE), (2) reakcije koje nisu posredovane IgE antitelima i (3) mešovite reakcije. 

IgE-posredovani poremećaji se mogu klasifikovati kao oralni alergijski sindrom 

(OAS) ili anafilaksa. Alergija na hranu povezana sa polenom ili OAS se najčešče 

manifestuje kao prolazni svrab u orofarinksu (lat. oropharynx -usni deo ždrela), 
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koji je nekada praćen blagim do umerenim oticanjem usana i manifestuje se u 

roku od nekoliko minuta od unosa sirove biljne hrane (voće, povrće ili orašasti 

plodovi) kod osoba sa alergijom na polen (99). Anafilaksa je brza, potencijalno 

fatalna sistemska reakcija koja obuhvata simptome kao što su mučnina, 

povraćanje, abdominalni grčevi i dijareja. Ovi simptomi se javljaju kroz nekoliko 

minuta od unosa hrane i mogu trajati do nekoliko sati (66). Poremećaji koji nisu 

povezani sa IgE antitelima se odnose na reakcije koje nastaju kao posledica 

preosetljivosti povezane sa ćelijama kao što su T ćelije (proktokolitis i 

enteropatija izazvani proteinima hrane). Mešovite reakcije na hranu 

podrazumevaju tzv. gastrointestinalne poremećaje posredovane eozinofilima. 

One predstavljaju hronična inflamatorna stanja gastrointestinalnog trakta kome 

doprinose eozinofili (eozinofilni gastritis i kolitis) (100). 

2.4.1. Alergija na hranu posredovana IgE antitelima 

Proteini iz hrane koji su odgovorni za nastanak IgE-posredovane reakcije 

na dati izvor hrane nazivaju se alergenima. Alergeni hrane su proteini ili 

glikoproteini, najčešće molekulske mase između 5-70 kDa. Reakcija 

preosetljivosti se odlikuje simptomima koji nastaju nekoliko minuta nakon unosa 

određene hrane i uključuju preteran odgovor humoralne imunosti praćen 

formiranjem alergen-specifičnih IgE antitela. U odloženim reakcijama 

preosetljivosti simptomi se javljaju i posle 24 h ili duže nakon unosa hrane i 

podrazumeva uključivanje ćelija imunog sistema i razvoj senzitisanih T ćelija 

(101). Alergijska reakcija, ili preosetljivost, je proces koji podrazumeva dve faze: 

fazu senzitizacije i efektorsku fazu. Niz događaja koji obuhvataju obe faze su 

sumirani na slici 10. 
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Slika 10. Prikaz svih faza i komponenti uključenih u razvoj alergijske reakcije 

posredovane IgE antitelima (modifikovano iz (101)). 

Faza senzitizacije 

Imuni odgovor kod alergija na hranu se razvija u pravcu fenotipa 

povezanog sa citokinima tipa 2. Zašto neke komponente hrane predstavljaju 

okidač za razvoj ovog tipa imunog odgovora i dalje ostaje nerazjašnjen iako neki 

antigeni iz hrane poseduju potencijal da stimulišu urođeni imuni odgovor. 

Predmet interesovanja su postali citokini koji se produkuju od strane epitelnih 

ćelija: IL-25, TSLP, IL-33. Na intestinalnim epitelnim ćelijama, IL-4 indukuje 

ekspresiju niskoafinitetnog IgE receptora, CD23, koji vezuje antigen-specifične 

IgE molekule i promoviše preuzimanje antigena. Takođe, do prolaska antigena 

kroz intestinalnu barijeru može dovesti i narušavanje integriteta epitelne barijere, 

tj. narušavanje mreže koju formiraju proteini čvrstih veza (73, 102, 103). 

Da bi se inicirala alergijska reakcija, alergeni hrane moraju da dođu u 

kontakt sa imunim sistemom preko mukoznih površina. Stoga se senzitizacija na 

antigene iz hrane može razviti u gastrointestinalnom traktu, koži i respiratornom 
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traktu. Nakon unosa, proteini iz hrane bivaju u najvećoj meri digestovani u želucu 

i intestinumu pomoću gastričnih i intestinalnih enzima. Nedigestovani proteini i 

peptidi se zatim transportuju iz lumena u mukozu kroz intestinalne epitelne ćelije 

gastrointestinalnog trakta (IEĆ) i specijalizovane epitelne ćelije M ćelije, koje su 

lokalizovane iznad Pejerovih ploča. Dodatno, direktno preuzimanje ingestovanih 

antigena/alergena se može izvršiti pomoću mukoznih dendritskih ćelija (DĆ) koje 

svojim proširenim dendritima mogu preuzeti sadržaj lumena pomoću receptor-

posredovane endocitoze, makropinocitoze ili preko mikrovezikula i njihovom 

interakcijom sa nanovezikulama i egzozomima (104). 

Alergeni, zatim, bivaju prepoznati od strane ubikvitina, visoko 

konzerviranog proteina koji sadrži 76 aminokiselina. Selektivno prepoznavanje 

alergena od strane ubikvitina predstavlja inicijalni signal za degradaciju proteina. 

Ubikvitinom obeleženi alergeni prelaze u tzv. proteozomalni kompleks i bivaju 

degradovani do peptidnih fragmenata. Tako nastali peptidni fragmenti se 

iskazuju preko glavnog kompleksa histokompatibilnosti klase II (MHC II) i DĆ 

migriraju ka T-ćelijskim zonama u limfnim čvorovima. Zatim DĆ prezentuju 

antigen tzv. naivnim T-ćelijama. Pomoćničke T ćelije (Th ćelije) ili CD4+ T ćelije 

se dele u dve klase - Th1 i Th2, u zavisnosti od citokina koje proizvode. CD4+ ćelije 

se diferenciraju u Th2 u prisustvu interleukina-4 (IL-4) (slika 11) (101). 
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Slika 11. Događaji koji nastaju nakon prvog izlaganja alergenu (modifikovano iz 

(101)). 

Interleukin 4 (IL-4) sekretovan od strane urođenih limfoidnih ćelija, 

bazofila i NK ćelija (engl. natural killer) je krucijalan molekul u daljem razvoju 

Th2 imunog odgovora (105,106). Dodatno, aktivacija DĆ posredovana OX40 

ligandom (OX40L) važan je korak u razvoju senzitizacije na alergene hrane (102). 

Diferencirane Th2 ćelije sekretuju IL-4 i IL-13 koji indukuju 

preuključivanje klasa ka proizvodnji IgE. Otpočinjanje sinteze IgE od strane B 

ćelija zahteva signal od T ćelija (slika 12).  
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Slika 12. Sinteza specifičnih IgE molekula tokom faze senzitizacije 

(modifikovano iz (107)). 

B ćelijama su neophodna dva signala za preuključivanje klasa u pravcu 

sinteze IgE antitela. Prvi signal je indukovan IL-4 i IL-13, a drugi signal 

podrazumeva interakciju CD40 molekula na B ćelijama i CD40-L koji se nalazi na 

Th2 ćelijama. Oba signala pokreću niz događaja koji za posledicu imaju prenos 

signala u pravcu aktivacije određenih transkripcionih faktora, što za krajnju 

posledicu ima sintezu ε-teškog lanca imunoglobulina E (108). 

Efektorska faza 

Prva faza nastajanja alergijske reakcije podrazumeva formiranje IgE 

molekula od strane B ćelija, dok je druga faza efektorska. IgE molekuli 

cirkulacijom dospevaju do efektorskih ćelija: bazofila i mastocita (tkivni analog 

bazofila) i vezuju se za visokoafinitetne IgE receptore koji se nalaze na tim 

ćelijama. Prilikom drugog izlaganja alergenu dolazi do umrežavanja vezanih IgE 

molekula od strane alergena i degranulacije mastocita (slika 13) (108). 
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Slika 13. Medijatori koji se oslobađaju nakon umrežavanja IgE molekula 

alergenom (modifikovano iz (107)). 

Nekoliko sati nakon oslobađanja alergijskih medijatora, efektorske ćelije 

sekretuju citokine IL-4 i IL-13. Bazofili i mastociti tokom degranulacije 

oslobađaju prostaglandine, leukotrijene, histamin, heparin, faktor aktivacije 

trombocita i eozinofilni hemotaktični faktor anafilakse, različite tipove 

proteolitičkih enzima i druge medijatore (101). Oslobađanje ovih medijatora za 

posledicu ima konstrikcije glatke muskulature, povećanu vazodilataciju i 

vazopermeabilnost. Kod nekih alergičnih ljudi, ove reakcije mogu dovesti do 

sistemske anafilakse i smrtnog ishoda (109–113). 

Tokom efektorske faze medijatori koji se oslobađaju iz mastocita dovode 

do niza događaja koji izazivaju lučenje Th2 specifičnih medijatora, kao što su 

timusni stromalni limfopoietin (TSLP), IL-25 i IL-33. Ovi citokini dovode do 

povećanja ekspresije OX40 liganda i doprinose ekspanziji populacija ćelija koje 

sadrže IL-4 i IL-13, što za posledicu ima stimulaciju DĆ, smanjenje količine 

alergen-specifičnih T ćelija (Treg) i aktivaciju mastocita (114, 115). U mišjim 

modelima za astmu je pokazano da IL-33 dovodi do disregulacije Treg ćelija i, 

samim tim, narušavanja imunološke tolerance (112, 116). 
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2.4.2. Molekulski procesi koji dovode do senzitizacije na 

alergene hrane 

Kod dece i odraslih koji imaju kliničku sliku alergije na hranu 

propustljivost epitelnog sloja je povećana i prisutna i u slučajevima kada je 

ishrana svedena na maksimalno izbegavanje alergena hrane. Studija koja se 

bavila ispitivanjem propustljivosti epitela kod pacijenata sa alergijom na hranu 

pokazala je da čak 38 % pacijenata ima povećanu propustljivost premda je iz 

ishrane izbacilo alergenu hranu (117). Smatra se da povećana propustljivost 

crevnog epitela može omogućiti prolaz antigena i time dovesti do senzitizacije na 

određene antigene iz hrane. Sa druge strane, inflamatorni medijatori (citokini i 

proteaze) dodatno doprinose i vode do još većeg narušavanja integriteta barijere. 

Ove studije pokazuju da je, zapravo, jedan od mogućih uzroka nastanka alergija 

na hranu kompromitovana intestinalna barijera koja predstavlja faktor rizika za 

razvoj alergija na hranu (56). 

Opšte prihvaćena činjenica je da proces senzitizacije u 

gastrointestinalnom traktu uključuje ćelije koje se nalaze u epitelnom monosloju 

(enterociti, Goblet ćelije, Panet ćelije, endokrine i M ćelije, kao i ćelije koje se 

nalaze u sloju lamina propria i koje se aktiviraju tokom tog procesa. M ćelije 

transportuju antigen direktno do ćelija imunog sistema. Makrofagi i dendritske 

ćelije direktno uzorkuju antigen iz lumena creva posredstvom svojih 

pseudopodija. Ovom prilikom se čvrste veze otvaraju i omogućava se uzorkovanje 

antigena, nakon čega se međućelijske veze odmah regrupišu i ponovo formiraju 

intaktnu barijeru (118, 119). Uloga Goblet ćelija u ovom procesu je u transportu 

manjih peptida (<10 kDa) kroz intestinalni zid. Gastrointestinalni epitel tokom 

faze senzitizacije luči reaktivne kiseonične vrste (ROS), medijatore koji vode ka 

razvijanju specifičnog Th2 odgovora (IL-1, TSLP, IL-25, IL-33). Kod senzitisanih 

pacijenata, Th2 ili urođene limfoidne ćelije lučenjem inflamatornih medijatora 

(TNF-α, IL1-β) stimulišu transport antigena preko CD23 receptora koji je 

eksprimiran na enterocitima. Alergen-IgE kompleksi se transcelularno prenose 

putem ovih receptora (120, 121). Neke studije su pokazale da antigeni koji se 

transportuju posredstvom ovog receptora bivaju zaštićeni od lizozomalne 
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degradacije (120, 122). Senzitizacija u gastrointestinalnom traktu može se desiti i 

nakon kutanog izlaganja alergenu, što potkrepljuju studije na miševima 

testiranjem ovalbumina i proteina lešnika. Pokazano je da kožnim izlaganjem 

alergenima može doći do anafilaktičkih reakcija (123). 

Paracelularni transport je ograničen veličinom pora propustljivih za manje 

molekule (slika 14) (82, 124). Proteini koji se transportuju paracelularnim 

putem ne bivaju izloženi lizozomalnoj degradaciji u enterocitima (120, 121). Sa 

druge strane, prolaz celih proteina omogućava kontakt sa imunim ćelijama u sub-

epitelnom kompartmentu gastrointestinalnog trakta. 

        

Slika 14. Molekulski događaji koji prethode senzitizaciji na alergene hrane 

(modifikovano iz (123)). 

Određeni alergeni dovode do promena na nivou ekspresije iRNK za 

proteine čvrstih veza zahvaljujući svojoj protezanoj aktivnosti (Der p 1) (125). 

Neki alergeni (Ara h 2) utiču na propustljivost monosloja procesom koji uključuje 

endocitozu i utiču na ekspresiju proteina A20 (engl. zink finger), koji učestvuje u 

održavanju tkivne homeostaze i reguliše proces ubikvitinacije (126). Većinu 

proteina i peptida apsorbuju epitelne ćelije putem endocitoze. Oko 90 % 

transcelularno transportovanih proteina se unutarćelijskim enzimima degraduje 

do aminokiselina i peptida (124). 
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Alergeni koji potiču iz različitih izvora poseduju proteaznu aktivnost 

(alergeni iz kućne prašine, gljiva, ili polena) i, kao takvi, mogu direktno narušiti 

strukturu međućelijskih veza a, samim tim, i integritet gastrointestinalne barijere 

(tabela 2) (89). 

Tabela 2. Alergeni hrane sa proteaznom aktivnošću i njihov efekat na integritet 

epitelne barijere in vitro i in vivo 

Izvor alergena Enzim i dejstvo Efekat 

Kućna prašina 

(127) 

Der p 1; Raskidanje 

okludina i klaudina 

Povećanje propustljivosti u 

uzorcima biopsije 

Kivi 

(128,129) 

Act d 1; Raskidanje 

okludina 

Povećanje propustljivosti u 

Caco-2 i T84 ćelijama 

Ananas 

(130) 

Ana c 2; Čvrste veze Povećanje propustljivosti u 

Caco-2 

Papaja 

(130) 

Car p 1; Čvrste veze Povećanje propustljivosti u 

Caco-2 

Alergeni sa proteolitičkom aktivnošću mogu da raskidaju  veze koje 

formiraju okludin i E-kadherin, što za posledicu ima direktnu aktivaciju imunog 

sistema (44). 

Takođe, pokazano je da alergeni sa proteaznom aktivnošću (Der p 1) uzrokuju 

proizvodnju ROS i to proteolizom i samom aktivacijom receptora koje aktiviraju 

proteaze (PAR-2) (125). Kao posledica tih događaja, proteini čvrstih veza kao što 

su ZO 1 i okludin bivaju dostupni proteolitičkoj aktivnosti alergena i njihovim 

dejstvom se povećava transepitelni prolaz do ćelija imunog sistema (131, 132). 

Produkcija ROS se može izazvati i direktnom aktivacijom TLR. Aktivacija TLR 

podrazumeva i fosforilaciju od strane c-Src signala i aktivaciju fosfoinozitid-3 

kinaze i fosfolipaze C za aktivaciju NF-κB, kao i ekspresiju hemokina koji 

obezbeđuju regrutaciju limfocita i dovode do povećane sinteze mukusa. Kalcijum-

zavisne proteaze vrše proteolizu transmembranskih proteina čvrstih veza 

(okludin i E-kadherin) i time indukuju trans-migraciju leukocita (133).  

Aktivacija NF-κB je povezana sa povećanom ekspresijom IL-33, IL-25, TSLP, 

mokraćne kiseline i ATP od strane epitelnih ćelija intestinuma, kao i aktivacijom 

i migracijom dendritskih ćelija prilikom senzitizacije na Der p 2 alergen (134). Pri 
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tom procesu se sintetišu IL-1β i IL-6, omogućavajući proinflamatornu 

mikrosredinu i promovišući Th2 odgovor, kome dodatno doprinosi i mokraćna 

kiselina (95,135,136). Doprinos TSLP, IL-33 i IL-25 citokina u razvoju Th2 

odgovora je značajan, a sam IL-33 učestvuje u senzitizaciji i u aktivaciji 

dendritskih ćelija, bazofila, mastocita i eozinofila. Takođe, IL-33 aktivira različite 

signalne puteve (ERK, MAPK, NF-κB) relevantne za Th2 odgovor (137). 

Mnogi signalni putevi koji bivaju aktivirani različitim stimulusima iz 

spoljašnje sredine konvergiraju ka transkripcionoj aktivaciji NF-κB u 

respiratornom epitelu, a aktivacija ovog puta vodi do gubljenja tolerance i 

izazivanja imunološke reakcije (138, 139). Indukcija ekspresije E-kadherina 

sprečava aktivaciju NF-κB, dok gubitak međućelijskog kontakta, narušavanjem 

strukture E-kadherina, ima suprotan efekat aktivaciju NF-κB puta (140). Iz tog 

razloga balans između ekspresije E-kadherina i aktivacije NF-κB konstituiše 

epitelnu molekulsku spregu između tolerogenog i proinflamatornog/imunogenog 

fenotipa (44). U skladu sa ovim, snižena ekspresija E-kadherina vodi do povećane 

proinflamatorne aktivnosti respiratornog epitela, promovišući ekspresiju Th2 

hemokina CCL17 i TSLP. Posledica ovih događaja je povećana propustljivost 

epitela i aktivacija NF-κB signalnog puta. Sveukupno posmatrano, E-kadherin 

ima značajnu funkciju u održanju tolerogenog fenotipa epitela (44). 

2.5. Alergija na kivi 

Kivi (Actinidia deliciosa) pripada familiji Actinidiaceae. Uspeva u 

predelima koji se prostiru dolinom reke Jangcekjang u Kini. Prvi put je izvezen 

na Novi Zeland 90-tih godina prošlog veka pod nazivom ’’kineski ogrozd’’. Od 

tada je razvijeno mnogo sorti kivija (oko 55) koje rastu kao strukture po visini 

slične vinovoj lozi, a dostižu i do 9 metara. Kada je Novi Zeland počeo da izvozi 

ovo voće, ime mu je tada i promenjeno u danas poznato - kivi, kako bi se bliže 

identifikovalo sa pticom koja predstavlja nacionalni simbol ove države. Najčešće 

vrste kivija koje se nalaze na trpezi su Actinidia deliciosa (zeleni kivi) i Actinidia 

chinensis (zlatni kivi) koji imaju zelenu i žutu pulpu, respektivno, a razlikuju se, 

kako po ukusu, tako i sadržaju alergena (13,141). 
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Slika 15. Plodovi zelenog (Actinidia deliciosa) i zlatnog kivija (Actinidia 

chinensis)1 

Donedavno se širom sveta proizvodio mahom zeleni kivi, ali od 1999. 

godine je počela proizvodnja i zlatne sorte ovog voća. Ukus zlatnog kivija se 

razlikuje od zelenog po kiselosti, koja je znatno manja, i u zreloj formi je slađi 

(142). 

                                                           

Slika 16. Ptica kivi sa Novog Zelanda po kojoj je ovo voće dobilo ime2 

Danas se kivi uzgaja u južnoj Kaliforniji, južnom Teksasu i delovima 

Floride. Kivi je veoma bogat vitaminom C, a glavna upotreba u ljudskoj ishrani je 

u pripremi različitih salata i deserata, gde pruža osim dekorativnih i za ishranu 

značajne nutritivne sastojke (143). Kivi ima snažan aktioksidativni kapacietet 

zahvaljujući prisustvu brojnih fitonutritijenata (karotenoida, luteina, fenola, 

flavonoida i hlorofil) (144). Prema Bazi podataka hranljivih sastojaka Sjedinjenih 

Američkih država iz 2018. godine, kivi je odličan izvor vlakana, ugljenih hidrata, 

                                                        
1 Slika dostupna na URL: https://www.zespri.eu/en/kiwi/organic-kiwi  
2 Slika dostupna na URL: https://fineartamerica.com/featured/kiwi-bird-and-kiwifruit-daniel-
eskridge.html?product=wood-print 

https://www.zespri.eu/en/kiwi/organic-kiwi
https://fineartamerica.com/featured/kiwi-bird-and-kiwifruit-daniel-eskridge.html?product=wood-print
https://fineartamerica.com/featured/kiwi-bird-and-kiwifruit-daniel-eskridge.html?product=wood-print
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vitamina C i E, minerala, omega-3 masnih kiselina, antioksidanata (145) (tabela 

3).  

Tabela 3. Nutritivni sastav ploda kivija na 100 g voća (preuzeto i modifikovano 

iz (146). 

Nutritijenti  Količina 

Energija  61 kcal 

Voda 83 % 

Ugljeni hidrati 14.66 g 

Vlakna  3 g 

Šećeri  8.99 g 

Proteini  1.14 g 

Kalcijum  34 mg 

Magnezijum  17 mg 

Kalijum  312 mg 

Fosfor 34 mg 

Vitamin C 92.7 mg 

Vitamin E 1.46 mg 

Masne kiseline 363 mg 

Prvi zabeležen slučaj alergije na kivi datira iz 1981 godine (143). Alergija 

na kivi se klasifikuje kao jedna od značajnih alergija na voće i može se razviti kao 

monosenzitizacija ili kao ukrštena reaktivnost na alergiju na polen ili lateks (147). 

Smatralo se čak da je alergija na kivi, zapravo, nova manifestacija alergija 

povezanih sa polenom breze (148). 

Kliničke manifestacije alergije na kivi su širokog spektra i mogu biti u 

opsegu od ne tako ozbiljnih simptoma povezanih sa oralnim alergijskim 

sindromom do anafilakse (13). Najčešće alergijske reakcije se ispoljavaju nekoliko 

minuta nakon konzumacije ovog voća. Glavni simptomi su oralni alergijski 

sindrom (oko 75 % alergičnih na kivi), urtikarija, abdominalni bol, rinitis, 

umerena dispneja, cijanoza i anafilaksa (148–151). 

2.5.1. Epidemiologija, patogeneza i klinički simptomi alergije 

na kivi 

Kako je prvi zabeležen slučaj alergije na kivi iz 1981. godine, do danas je 

zapažen rast slučajeva alergija na kivi posebno kod odraslih. Podaci iz aprila 2018. 
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u bazi podataka Web of Science ukazuju na porast broja publikovanih naučnih 

radova u kojima se ispituju mehanizmi senzitizacije na kivi, što je zapravo u 

korelaciji sa rastom rasprostranjenosti ove alergije širom sveta. U nekim 

evropskim zemljama, npr. Španiji, oko 2 % ukupne populacije pati od alergije na 

kivi (152). Statistika ukazuje na to da se velika količina stabala breze nalazi u 

Evropi što može doprineti i porastu broja zabeleženih slučajeva alergije na kivi, 

shodno ukrštenoj reaktivnosti alergena breze sa homologim proteinima kivija 

(146, 153, 154). 

Alergija na kivi se zasniva na specifičnoj reakciji imunog sistema do koje 

dolazi nakon ingestije ovog voća. Razvoj alergije na kivi je šematski prikazan na 

slici 17. Ovaj odgovor imunog sistema dovodi do nastanka alergen-specifičnih 

IgE antitela u prvoj fazi poznatoj kao faza senzitizacije. Novoformirana IgE 

antitela se vezuju za specifične efektorske ćelije imunog sistema (mastociti, 

bazofili).  

               

Slika 17. Put senzitizacije na kivi i razvoj alergijske reakcije (modifikovano iz 

(146)). 
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Prilikom sledeće konzumacije kivija ili sličnog voća, alergeni se vezuju za 

specifična IgE antitela i time se aktiviraju visokoafinitetni IgE receptori na 

površini mastocita (6). Aktivacija mastocita dovodi do oslobađanja histamina i 

drugih inflamatornih medijatora koji karakterišu inicajalne simptome alergije na 

kivi (155). Kivi, polen breze i trava (150), avokado (156), banana (157), kikiriki i 

orašasti plodovi (158) sadrže homologe alergene i iz tog razloga senzitizacija na 

jedan izvor može rezultovati simptomima koji se javljaju po ingestiji drugog, zbog 

prisustva ukršteno reaktivnim proteina. Primera radi, individue koje su 

senzitisane na polen drveta imaju IgE specifičan na proteine polena. Ovi IgE 

molekuli mogu prepoznati proteine sa sličnim strukturama koji se nalaze u kiviju. 

To zatim vodi do aktivacije IgE molekula vezanih za površinu mastocita. (159). 

Simptomi alergije na kivi su raznoliki, uključujući simptome oralnog 

alergijskog sindroma (svrab, peckanje u ili oko usana, jezika i grla). Simptomi na 

koži mogu biti osip, svrab, ekcemi, eritem i angioedem. Takođe, alergija na kivi 

može izazvati i ozbiljne reakcije kao što je anafilaktički šok, a ishod može biti 

fatalan (13). 

2.5.2. Alergeni kivija 

Prema internacionalnoj Uniji Imunoloških društava podkomiteta za 

nomenklaturu alergena (IUIS- www.allergens.org) do sada je identifikovano 13 

alergenih proteina kivija, sa opsegom molekulskih masa od 10 do 50 kDa (14) 

(Tabela 4). Prvootkriveni su bili aktinidin (Act d 1) i taumatinu sličan protein 

Act d 2 (160). Najvažniji među njima, aktinidin (Act d 1) pripada familiji cistein-

proteaza i identifikovan je u većini monosenzitisanih pacijenata na kivi  (13, 150, 

151). Act d 2, taumatinu-sličan protein, je drugi po važnosti alergen kivija. On je 

ukršteno reaktivan sa proteinima drugog voća iz iste familije (Mal d 2 iz jabuke i 

Pru av 2 iz trešnje) (161). Act d 1 i Act d 2 se u biljnom tkivu kivija sintetišu u 

odgovoru na stres prilikom sušnih perioda ili napada patogenih 

mikroorganizama koji pokreću reakcije imunog sistema (146). Ostali proteini 

kivija su, takođe, opisani kao alergeni ali imaju znatno niži alergeni potencijal od 

Act d 1 i Act d 2 (11).  



Teorijski deo 

37 
Doktorska disertacija - Andrijana N. Nešić 

Tabela 4. Alergeni kivija 

Alergen MM (kDa) Naziv proteina 

Act d 1 27 Aktinidin 

Act d 2 24 Protein sličan taumatinu 

Act d 3 42 Glikoprotein nepoznate funkcije 

Act d 4 11 Inhibitor cistein proteaza 

Act d 5 26 Kivelin 

Act d 6 18 Pektin metilesterazni inhibitor 

Act d 7 50 Pektin metilesteraza 

Act d 8 17 Protein povezan sa patogenezom klasa 10 (PR-10) 

Act d 9 14 Profilin 

Act d 10 10 Nespecifični protein za transfer lipida (LTP) 

Act d 11 17 Glavni lateks protein/preotein povezan sa zrenjem 

Act d 12 50 11S globulin 

Act d 13 11 2S albumin 

Alergeni kivija pripadaju biljnim proteinima koji su povezani sa 

patogenezom, i pripadaju sledećim familijama: PR10, taumatinu-slični proteini 

(TLP), nespecifični proteini za transfer lipida (nsLTP) i profilini. Proteini 

povezani sa patogenezom 10 (PR-10) su prisutni u raznom voću (višnja, trešnja, 

breskva) i imaju između 151-162 aminokiseline (162). Ovi proteini izazivaju 

simptome specifične za oralni alergijski sindrom. LTP familiju čine proteini koji 

se sintetišu u odgovoru biljke na različite stresne agense iz spoljašnje sredine 

(virusne ili bakterijske infekcije) (163). Proteini iz ove familije su izgrađeni od oko 

200 aminokiselinskih ostataka. ns-LTP se, generalno, nalaze u jagodama, 

breskvama, itd. i molekulska masa im se kreće od 7-9 kDa (154). Profilini su 

proteini molekulske mase od 12 do15 kDa i učestvuju u regulaciji polimerizacije 

aktinskih filamenata. Nalaze se u različitim vrstama voća (mango, dinja, jagode, 

pomorandža). (162). 

Period sazrevanja voća nakon branja poboljšava boju, ukus i sadržaj 

nutritijenata, što se odnosi na sam kvalitet (164). Takođe, proces sazrevanja utiče 

i na prisutnost alergena u plodu kivija. Pokazano je da se tokom sazrevanja 

povećava i ukupan sadržaj proteina sa 20 do 300 mg/100 g voća (165). Postoje 

proteini koji pripadaju ovoj klasi alergena, a nazivaju se proteinima povezanim sa 
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procesom sazrevanja. Sadržaj Act d 1, Act d 2 i Act d 5 nakon branja (42. dan) se 

drastično menja tokom procesa sazrevanja (104 dana), pa se ovi alergeni i 

svrstavaju u ovu klasu (165). Osim alergena iz kivija, ovoj klasi pripadaju i 

alergeni breskve (Pru p 3) (166) i jabuke (Mal d 1 i Mal d 3) (146, 167). 

2.5.3. Aktinidin  

Naziv aktinidin je prvi put predložen od strane Arkusa 1959. Godine, a 

izvedeno iz naziva roda biljke Actinidia. U zavisnosti od konteksta spominjanja, 

pojavljuju se i nazivi Actinidia, kada se govori o enzimskoj aktivnosti ovog 

proteina, ili Act d 1, kada se opisuju njegove imunološke osobine. Prvi izveštaj o 

izolovanju ove cistein proteaze iz kivija (tada znanom kao kineski ogrozd) datira 

iz 1959. godine (168). Prva studija o prečišćavanju aktinidina i njegovoj 

kristalizaciji je zabeležena 1970. godine (169). Istraživanja iz prethodnih decenija 

donela su detaljne podatke o primarnoj sekvenci aktinidina (170), kristalnoj 

strukturi  (170–174) i enzimskoj aktivnosti (175). 

Biološka uloga biljnih cistein proteaza još uvek nije u potpunosti 

razjašnjena. Aktinidin ima široku supstratnu specifičnost i prisutan je u većem 

broju izoformi od kojih su neke neaktivne. Zbog toga se pretpostavlja da je uloga 

aktinidina u kiviju odbrana od patogenih mikroorganizama (176). Različite vrste 

kivija imaju različit nivo aktinidina, pa tako se u zlatnom kiviju može naći oko 1 

% ovog proteina, za razliku od zelenog, gde aktinidin čini oko 50 % ukupnih 

solubilnih proteina (177). Sa druge strane, neke sorte kivija ne eksprimiraju 

aktinidin ili eksprimiraju njegove neaktivne izoforme. Ove informacije dodatno 

idu u prilog mišljenju da aktinidin nema krucijalnu ulogu u metabolizmu voća. 

Prisustvo aktinidina u kiviju je uglavnom u mesu ploda, a aktivnost mu se 

povećava par nedelja nakon branja (165). Aktinidin se eksprimira kao neaktivan 

zimogen, koji je oko 15 kDa duži u odnosu na aktivan enzim sa N-terminalnim (57 

aminokiselina) ili C-terminalnim završecima (25 aminokiselina) (176, 178). 

Mehanizam in vivo aktivacije još uvek nije poznat. 

2.5.3.1. Struktura aktinidina 

Aktinidin (EC 3.4.22.14) je globularni protein koji se sastoji iz jednog 

polipeptidnog lanca (220 aminokiselina) uvijenog u dva domena. L domen 
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(domen I) sastoji se od aminokiselina 19-115 i od 214-220 a R domen (domen II) 

od 1-18 i 116-213 (12). Molekulska masa aktinidina je 23.8 kDa, a pI vrednost 3.5 

(10). L domen sadrži tri područja sa α-heliksima pri čemu glavni heliks prolazi 

kroz centralni deo molekula koji se nalazi između dva domena. R domen formira 

uvijeno antiparalelno β-bure sa hidrofobnom unutrašnjošću. Dva kraja se 

završavaju kratkim heliksima koji se nalaze na površini proteina. Svaki od 

domena sadrži hidrofobno jezgro i mesto između dva domena u kome se nalazi 

katalitičko mesto, izgrađeno pretežno od hidrofilnih aminokiselina. Struktura 

proteina je stabilzovana prisustvom tri disulfidna mosta: Cys22-Cys65, Cys56–

Cys98 i Cys156–Cys206. Postoje i kisele i bazne forme aktinidina opsega pI 4.1-

8.6 (176). 

                                                                   

Slika 18. Kristalna struktura aktinidina sa inhibitorom E-64 u rezoluciji 1.7 Å 3 

Aktinidin katalizuje reakciju hidrolize peptidnih veza i estara. Obrazac 

hidrolize je sličan papainu: P2 ostatak (druga aminokiselina koja se nalazi na N-

terminalu od mesta hidrolize) je hidrofobna (Leu, Val ili Phe). Aktinidin ima širok 

pH opseg aktivnosti (3-6) sa optimumom na pH 4.0 kada se kao supstrat koriste 

proteini kao što je želatin. Aktivnost aktinidina se inhibira različitim supstratima 

specifičnim za cistein proteaze: jodoacetamid (IAA), Hg2+, 5,5'-dithio-bis-(2-

                                                        

3 Dostupno na URL: 10.2210/pdb1AEC/pdb 

http://dx.doi.org/10.2210/pdb1AEC/pdb
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nitrobenzoeva kiselina) (DTNB), N-(trans-Epoksisukcinil)-L-leucin 4-

guanidinobutilamid (E-64) (179). 

Aktinidin se smatra glavnim alergenom kivija i markerom 

monosenzitizacije na kivi jer ne pokazuje svojstva ukrštene reaktivnosti sa 

alergenima polena trava ili breze (142,153,160,180). Aktinidin zadržava alergena 

svojstva i nakon inkubacije na višim temperaturama (95 °) (181). U uslovima 

simulirane želudačne i intestinalne digestije, aktinidin zadržava enzimsku 

aktivnost, što implicira da ovaj enzim ostaje intaktan u gastrointestinalnom 

traktu čoveka i može da pospeši digestiju proteina (182, 183). Pokazano je da 

proteolitička aktivnost Act d 1 utiče na morfologiju intestinalnih epitelnih ćelija 

(184).  
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3. Ciljevi 

Molekulski mehanizam kojim proteolitički enzimi iz određenih alergenih 

izvora mogu doprineti procesu senzitizacije kod prvog tipa imunološke 

preosetljivosti, koji se označava kao alergija, još uvek nije u potpunosti razjašnjen. 

Predmet istraživanja ove doktorske disertacije ima za cilj ispitivanje efekta 

aktinidina na mehanizam senzitizacije kod alergije na kivi. Aktinidin je cistein 

proteaza iz ploda zelenog kivija, koji je, zahvaljujući strukturnim i imunološkim 

svojstvima, označen kao glavni alergen ovog voća. U cilju razumevanja 

molekulskog mehanizma senzitizacije kod alergije na kivi, koristiće se in vivo i in 

vitro model sistemi za ispitivanje efekta aktinidina. Naime, u ovom radu su prvi 

put do sada korišćeni 2D organoidi iz mišjih intestinalnih ćelija i ispitivan je 

njihov odgovor na tretman aktinidinom. Tokom izrade ove disertacije, praćen je 

efekat aktinidina na integritet intestinalnih epitelnih ćelija i proteina čvrstih veza. 

Takođe, ispitivana je sposobnost aktinidina da utiče na proizvodnju signalnih 

molekula od strane epitelnih ćelija koji su odgovorni za pokretanje imunološkog 

odgovora. 

U okviru ove doktorske disertacije formulisani su sledeći ciljevi: 

 Prečisšćavanje aktinidina iz ploda kivija klasičnim biohemijskim 

metodama i određivanje proteolitičke aktivnosti 

 Ispitivanje efekta aktinidina na integritet epitela gastrointestinalnog 

trakta miša (C57BL/6 soj) i ekspresiju proteina čvrstih veza (ZO 1, klaudin 

3, E-kadherin) 

 Ispitivanje efekta aktinidina na integritet 2D organoida poreklom od 

mišjih intestinalnih ćelija i proizvodnju proinflamatornih citokina (IL-33) 

 Ispitivanje efekta aktinidina na integritet čvrstih veza epitelne ćelijske 

linije (Caco-2) in vitro i proizvodnju proinflamatornih citokina (TNFα, 

IL1-β, IL-33 i TSLP) 

 Ispitivanje efekta aktinidina na čvrste veze (ZO 1, klaudin 3, E-kadherin) u 

intestinalnim epitelnim ćelijama 
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4. Rezultati 

4.1. Prečišćavanje aktinidina iz sirovog ekstrakta ploda zelenog 

kivija 

Priprema sirovog ekstrakta zelenog kivija, kupljenog u lokalnoj 

prodavnici, je rađena po prethodno optimizovanoj metodi (16,181). Izolovanje 

aktinidina iz sirovog ekstrakta je omogućeno kombinacijom dve 

jonoizmenjivačke hromatografije na kolonama sa QAE-Sephadex A-50 i SP-

Sephadex C-50 matriksom. Prilikom izolovanja, nisu dodavani inhibitori enzima 

a homogenost izolovanog preparata aktinidina je proveravana pomoću SDS-PAG 

elektroforeze (u redukujućim uslovima) kao i masenom analizom fragmenata 

dobijenih nakon tripsinske digestije traka isečenih iz poliakrilamidnih gelova. Iz 

400 g kivija dobijeno je oko 80 mg prečišćenog aktinidina. Prečišćeni protein je 

liofilizovan i uskladišten na -20 °C. 

4.2. Karakterizacija prečišćenog preparata aktinidina 

Svaki korak tokom izolovanja aktinidina analiziran je SDS-PAG 

elektroforezom, čime se stiče uvid o čistoći i sastavu pojedinačnih frakcija tokom 

prečiščavanja. Elektroforeza je rađena u redukujućim uslovima uz korišćenje 

proteinskih markera, radi približnije provere molekulskih masa izolovanih 

proteina. Tokom prečišćavanja aktinidina hromatografijom na anjonskom 

izmenjivaču (QAE-Sephadex A-50), vezani proteini su eluirani gradijentom soli 

od 0,1 do 0,5 M NaCl u radnom puferu (20 mM TRIS pH 8.0). 

Analizom elektroforetskog profila sakupljenih frakcija nakon 

hromatografije na QAE-Sephadex A-50 zapaža se prisustvo aktinidina u 

frakcijama 8-12, gde je uočljiva pojava dominantne trake koja odgovara 

pokretljivosti proteina od približno 25 kDa, što odgovara literaturnim podacima 

za aktinidin (slika 19) (160). 
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Slika 19. Provera čistoće izolovanog preparata aktinidina na SDS-PAGE. 1) 

ekstrakt nanesen na QAE-Sephadex kolonu, 2,3) frakcije nevezanih proteina, 4) 

frakcija eluirana 0,1 M NaCl, 5,6) frakcije eluirane 0,2 M NaCl, 7,8) frakcije 

eluirane 0,3 M NaCl, 9,10) frakcije eluirane 0,4 M NaCl, 11,12) frakcije eluirane 

0,5 M NaCl, MM) molekulski markeri. 

Preparat aktinidina najveće čistoće dobijen je u frakcijama koje su eluirane 

0,4 M i 0,5 M NaCl. Ove frakcije, zajedno sa jednom frakcijom eluiranom 0,3 M 

NaCl, su dijalizovane i skoncentrovane do 1 mg/mL. Tako skoncentrovan 

preparat aktinidina je liofilizovan, a na slici 20 je prikazan profil preparata 

prečišćenog proteina, dobijen na SDS-PAGE nakon liofilizacije, rastvaranjem u 

fosfatnom puferu pH 6.6 i medijumu za gajenje intestinalnih epitelnih ćelija.  

 

Slika 20. SDS-PAGE liofilizovanog preparata aktinidina. Liofilizovani protein je 

rastvoren u 1) medijumu za uzgajanje intestinalnih epitelnih ćelija, 2) fosfatnom 

puferu pH 6.6. 
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Uzorci prečišćenog aktivnog i inhibiranog aktinidina (1 mg/mL i o.1 

mg/mL) nisu uticali na vijabilnost ćelija (MTT assay). Takođe, količina LPS u 

prečišćenom preparatu aktinidina, koji je korišćen u ovom radu, je iznosila 0.53 

EU/mg proteina (Limulus amebocyte lysate (LAL) chromogenic endotoxin 

quantification kit (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA)). 

4.2.1. Masena analiza prečišćenog aktinidina 

Proteinska traka dobijena na oko 25 kDa nakon analize na SDS-PAGE je 

isečena iz gela, obezbojena i tretirana standardnim protokolom za pripremu 

uzorka za masenu analizu (redukcija, alkilacija i tripsinizacija). Dobijeni peptidi 

su analizirani pomoću MALDI TOF/TOF uređaja (Ultraflextreme, Bruker) (slika 

21). Matriks korišćen tokom ove analize je α-cijano-4-hidroksicinaminska 

kiselina a spektri su sakupljani u pozitivnom modu. 

 

 

Slika 21. MS spektar peptida dobijenih tripsinskom digestijom trake (25 kDa) 

isečene iz SDS-PA gela.  
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Pretraživanje peptida je izvršeno prema sekvencama aktinidina koje se 

nalaze u bazi Uniprot4 a pomoću MASCOT5 programa. Identifikovani peptidi 

odgovaraju sekvenci aktinidina zavedenoj pod pristupnim brojem A5HII1 sa 

pokrivenošću sekvence od 47 % (slika 22, tabela 5).  

 

Slika 22. Peptidi aktinidina (A5HII1) detektovani masenom spektrometrijom, 

analizirani pomoću MASCOT programa. 

Tabela 5. Peptidni fragmenti identifikovani masenom spektrometrijom (crvena boja) 

Molekulska masa (Da) Sekvenca 

4729.073 GCNGGYITDGFQFIINNGGINTEENYPYTAQDGECNLDLQNEK 

4337.092 YVTIDTYENVPYNNEWALQTAVTYQPVSVALDAAGDAFK 

3784.832 HYSSGIFTGPCGTAIDHAVTIVGYGTEGGIDYWIVK 

2634.277 YNNQNHPKPYSSLINPPAFS MSK 

2228.011 SQGECGGCWAFSAIATVEGI NK 

2045.095 IVTGVLISLSEQELIDCGR 

1822.883 NVGGAGTCGIATMPSZPVK 

1731.707 NSWDTTWGEEGYMR 

1114.512 DGPVGVDDGQR 

1035.526 LPSYVDWR 

859.4883 SAGAVVDIK 

619.3158 TQNTR 

401.2871 ILR 

340.1503 YSA 

                                                        
4 Dostupno na URL: https://www.uniprot.org/ 
5 Dostupno na URL: http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl?FORMVER=2&SEARCH=PMF 

https://www.uniprot.org/
http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl?FORMVER=2&SEARCH=PMF
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Međutim, masa intaktnog prečišćenog aktinidina je bila za oko 3.5 kDa niža od 

A5HII1 sekvence aktinidina (27452 Da). Sekvence 6 peptida identifikovane su 

pomoću MS/MS analize (tabela 6).  

Tabela 6. Peptidi aktinidina identifikovani pomoću MS/MS (crvena boja) 

Molekulska masa (Da) Sekvenca 

4729.073 GCNGGYITDGFQFIINNGGINTEENYPYTAQDGECNLDLQNEK 

4337.092 YVTIDTYENVPYNNEWALQTAVTYQPVSVALDAAGDAFK 

3784.832 HYSSGIFTGPCGTAIDHAVTIVGYGTEGGIDYWIVK 

2634.277 YNNQNHPKPYSSLINPPAFS MSK 

2228.011 SQGECGGCWAFSAIATVEGI NK 

2045.095 IVTGVLISLSEQELIDCGR 

1822.883 NVGGAGTCGIATMPSZPVK 

1731.707 NSWDTTWGEEGYMR 

1114.512 DGPVGVDDGQR 

1035.526 LPSYVDWR 

859.4883 SAGAVVDIK 

619.3158 TQNTR 

401.2871 ILR 

340.1503 YSA 

Peptidi masa 619.3158, 1035.526, 1731.707, 1822.882 i 2045.094 Da imaju 

iste sekvence kao i A5HII1. Međutim, MS/MS spektar peptida molekulske mase 

3784.831 Da odgovara aminokiselinskoj sekvenci EYSSGIFTGQECAVDHAVT 

IVGYGTEGGIDYWIVK (slika 23). Ova sekvenca se razlikuje od peptidne 

sekvence (molekulske mase 3784.831 Da) iz A5HII1 

(HYSSGIFTGPCGTAIDHAVT IVGYGTEGGIDYWIVK), bez obzira na istu 

molekulsku masu. Ovi rezultati pokazuju da je identifikovana prirodna izoforma 

aktinidina. 
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Slika 23. MS/MS spektar peptida molekulske mase 3784.831 Da. Identifikovane 

serije Y-jona odgovaraju sledećoj aminokiselinskoj sekvenci: 

YSSGIFTGQECAVDHAVTIVGYGTEGGIDYWIVK. 

4.2.2. Proteolitička aktivnost preparata aktinidina 

Proteolitička aktivnost je određena u preparatu aktinidina nakon 

liofilizacije upotrebom kazeinolitičkog testa. Jedna jedinica proteolitičke 

aktinosti (U) je definisana kao količina enzima koja daje 0,1 jedinicu A280 po 

minutu (185). Aktinidin je aktiviran inkubacijom u fosfatnom puferu sa 

optimalnom vrednošću za aktivnost aktinidina pH 6.5 koji sadrži 2 mM L-

cisteina. Inaktivacija je omogućena inkubacijom preparata aktinidina sa 

inhibitorom cistein proteaza E-64 u molekulskom odnosu 1:1. Netretiran uzorak 

aktinidina je pokazao oko 50 % kazeinolitičke aktivnosti u poređenju sa 

aktiviranim aktinidinom (100 %). Aktinidin inaktiviran inhibitorom cistein-

proteaza je pokazao približno 0.02 % kazeinolitičke aktivnosti (slika 24).  
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Slika 24. Kazeinolitička aktivnost preparata aktinidina. Rezultati su prikazani 

kao % relativne kazeinolitičke aktivnosti u odnosu na aktivirani aktinidin (100 

%). 

4.3. Optimizacija uslova aktivacije aktinidina 

Aktinidin se, u plodu kivija, nalazi u aktivnoj i inaktivnoj formi (15). 

Standardni protokoli za aktivaciju podrazumevaju proces inkubacije preparata 

aktinidina sa rastvorom L-cisteina (186). U ovoj disertaciji su ispitivani uslovi 

aktivacije aktinidina pri kojima je, između ostalog, testirano da li, i u kojoj meri 

L-cistein prisutan u medijumu za uzgajanje ćelijskih kultura dovodi do aktivacije 

aktinidina.  

4.3.1. Aktivacija aktinidina inkubacijom sa ditiotreitolom (DTT)  

 Liofilizovani preparat aktinidina je rastvoren u 20 mM fosfatnom puferu 

pH 6.6 u koji je dodat 2 mM ditiotreitol (DTT) i 2 mM etilendiamintetrasirćetna 

kiselina (EDTA). Preparat aktinidina je inkubiran 1 h na 37 °C. MALDI/TOF 

spektar u linearnom modu (DHAP matriks) preparata aktinidina je prikazan na 

slici 25.  
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Slika 25. MALDI-TOF maseni spektar aktinidina. Profil neaktiviranog 

aktinidina je prikazan crvenom bojim, dok je profil aktiviranog aktinidina 

prikazan zelenom bojom.  

MS spektar aktinidina pokazao je prisustvo dva pika sa razlikom masa od 

oko 325 Da. Rezultati ukazuju na to da inkubacija aktinidina u fosfatnom puferu 

pH 6.6 koji sadrži 2 mM DTT i 2 mM EDTA tokom 60 minuta na 37°C nije 

potpuna. Međutim, prilikom eksperimenata koji podrazumevaju korišćenje 

humanih ćelijskih linija, upotreba agenasa kao što je DTT može imati toksičan 

efekat po ćelije. Shodno tome, potrebno je održati uslove što približnije 

fiziološkim, u kojima se ćelije inače nalaze. Iz tog razloga je urađena optimizacija 

aktivacije aktinidina inkubacijom u medijumima koji se koriste za uzgajanje 

ćelija, u trajanju od 60 minuta na 37 °C. 

4.3.2. Aktivacija aktinidina inkubacijom u medijumu za 

uzgajanje ćelija 

Medijumi za uzgajanje ćelija sadrže sve neophodne hranljive materije koji 

obezbeđuju diferencijaciju, polarizaciju i funkciju koju imaju u 

gastrointestinalnom traktu. Standardni protokol za aktivaciju aktinidina 

podrazumeva inkubaciju enzima u rastvoru cisteina u toku 60 minuta. Kako 
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bismo izbegli dodavanje cisteina tokom aktivacije, cilj je bio ispitati da li je 

inkubacija aktinidina u medijumu za uzgajanje ćelija dovoljna da dovede do 

njegove aktivacije. Odnosno, da li je količina cisteina koja se nalazi u medijumu 

dovoljna za njegovu aktivaciju. 

Za ispitivanje aktivacije aktinidina korišćena su 4 medijuma za uzgajanje 

ćelijskih linija, od različitih proizvođača: Minimum Essential Medium (MEM, 

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA); Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM, 

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA); MEM Eagle with Earle's BSS (Lonza, Basel, CH); 

DMEM Ham's F12 (Gibco, Invitrogen, Paisley, UK). Količine L-cisteina u svakom 

medijumu prikazane su u tabeli 5. 

Tabela 7. Količina L-cisteina u medijumima za uzgajanje ćelija 

Medijum L-Cistein (mM)                                                            

Minimum Essential Medium  

(MEM, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA); 
0.84 

Dulbecco's Modified Eagle's Medium  

(DMEM, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA); 
0.69 

DMEM Ham's F12  

(Gibco, Invitrogen, Paisley, UK) 

0.26 

MEM Eagle with Earle's BSS  

(Lonza, Basel, CH) 

0.15 

Preparat aktinidina je rastvoren u svakom od navedenih medijuma i, 

nakon inkubacije od 60 minuta, određivana je enzimska aktivnost pomoću 

kazeinolitičkog eseja. Kao pozitivna kontrola korišćen je preparat aktinidina 

aktiviran u prisustvu L-cisteina. Inhibirani aktinidin je pripremljen inkubacijom 

sa inhibitorom cistein proteaza (E-64) u molekulskom odnosu 1:1. Relativna 

proteolitička aktivnost je određivana u različitim vremenskim tačkama tokom 

inkubacije od 60 minuta (slika 26).  
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Slika 26. Aktivacija aktinidina u različitim medijumima za uzgajanje humanih 

intestinalnih ćelija. Rezultati su prikazani kao procenat relativne proteolitičke 

aktivnosti (srednja vrednost ± SD) uzoraka aktinidina inkubiranih u hranljivom 

medijumu u poređenju sa aktinidinom inkubiranim sa L-cisteinom. ns, nije 

stsatistički značajno; ***P ≤ 0.001, ****P ≤ 0.0001 u poređenju sa L-cisteinom-

aktiviranim Act d 1. 

Rezultati pokazuju da aktivacija aktinidina u Minimum Essential Medium 

nakon 60 minuta pokazuje 98 % proteolitičke aktivnosti, u poređenju sa L-

cisteinom aktiviranim aktinidinom (100 %). Takođe, netretirani aktinidin 

pokazao je oko 50 % proteolitičke aktivnosti. Kod inaktiviranog aktinidina nije 

detektovana aktivnost tokom ispitivanog vremenskog intervala, ili je  bila ispod 

0.02 %. Inkubacija aktinidina u ostalim testiranim medijumima je pokazala 

umerenu proteolitičku aktivnost nakon inkubacije od 60 minuta (tabela 8).  
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Tabela 8. Aktivnost aktinidina nakon 60 minuta inkubacije u različitim 

medijumima za uzgajanje ćelija 

Medijum Aktivnost aktinidina (%)                                                                   

Minimum Essential Medium  

(MEM, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA); 
98 

Dulbecco's Modified Eagle's Medium  

(DMEM, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA); 
38.71 

DMEM Ham's F12  

(Gibco, Invitrogen, Paisley, UK) 

31.87 

MEM Eagle with Earle's BSS  

(Lonza, Basel, CH) 

38.44 

 

4.4. Uticaj aktinidina na popustljivost gastrointestinalne barijere 

Ispitivanje efekta aktinidina na propustljivost epitelnog sloja urađena je u 

in vivo i in vitro uslovima. Za ove eksperimente korišćeni su C57BL/6 soj miševa 

i intestinalne epitelne ćelije- Caco-2. Efekat proteolitičke aktivnosti aktinidina na 

intestinalni trakt miševa praćen je detekcijom β-laktoglobulina (BLG) u serumu, 

nakon oralne administracije aktinidina. Narušavanje intestinalne barijere u in 

vitro model sistemu praćeno je merenjem TEER epitelnog monosloja i 

detekcijom BLG u bazolateralnom delu inserata na kojima su ćelije uzgajane. 

4.4.1. Aktinidin dovodi do povećane intestinalne 

permeabilnosti in vivo 

Prilikom ispitivanja efekta aktinidina na gastrointestinalni trakt miševa, 

životinje su oralnom administracijom primile aktivirani ili inaktivirani aktinidin. 

Kontrolna grupa životinja je primila rastvor PBS-a. Dvadeset ćetiri časa nakon 

oralne administracije aktinidina, životinjama je oralno dat β-laktoglobulin (BLG), 

protein molekulske mase od oko 14 kDa. Pola sata nakon ingestije, uzeti su uzorci 

seruma u kojima je ispitivana koncentracija BLG pomoću ELISA testa. Rezultati 

su pokazali da je statistički značajna količina BLG detektovana u serumu životinja 

kojima je oralno administrovan aktivirani aktinidin (slika 27).  
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Slika 27. Aktivirani aktinidin povećava propustljivost intestinalnih epitelnih 

ćelija C57BL/6 miševa. 24 h nakon oralne administracije preparata aktiviranog i 

inaktiviranog aktinidina (0.35 mL, 5 mg/mL) miševima je oralno administrovan 

BLG (500 mb/kg telesne težine). Vrednosti su prikazane kao standardna 

devijacija ± SD; n=6 životinja/grupi. ****P ≤ 0.0001 u poređenju sa kontrolnom 

grupom (PBS) 

U serumima grupe životinja koja je primila inhibiran enzim, nije 

detektovana značajna količina BLG. Rezultati potvrđuju da povećana 

propustljivost intestinalnog trakta potiče od proteolitičke aktivnosti aktinidina.  

4.4.2. Aktinidin povećava propustljivost epitelnog monosloja in 

vitro  

Transepitelni električni otpor (TEER) je široko prihvaćena tehnika koja 

omogućava merenje dinamike integriteta čvrstih veza u intestinalnim epitelnim 

ćelijskim modelima pri formiranju monosloja. Smanjenje vrednosti za TEER je 

znak narušavanja integriteta epitelne barijere. 

U cilju ispitivanja efekta aktinidina na integritet epitelne barijere, Caco-2 

ćelije su uzgajane na poroznim polikarbonatnim insertima koji omogućavaju 
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fizičko razdvajanje apikalnog i bazolateralnog prostora ćelijskog monosloja a time 

se omogućava i ispitivanje propustljivosti ćelijskog monosloja. 

Proteolitički aktivna forma aktinidina utiče na propustljivost Caco-2 

monosloja i dovodi do smanjenja TEER. Kontrolni monosloj Caco-2 ćelija 

zadržava vrednosti za TEER koji odgovara bazalnoj vrednosti tokom 4 h 

inkubacije (slika 28).  

 

Slika 28. Relativan transepitelni električni otpor Caco-2 monosloja nakon 4, 8 i 

24 h tretmana aktinidinom. Vrednosti su prikazane kao % TEER u odnosu na 

TEER intaktnog monosloja (100 %). *P ≤ 0.05; **P ≤ 0.01, ***P ≤ 0.0 01, ****P 

≤ 0.0001 u poređenju sa kontrolom.  

Sa druge strane, ćelije tretirane aktiviranim aktinidinom (1 mg/mL) 

pokazuju smanjenje u transepitelnom otporu na 84 % nakon 4 h inkubacije. Ovaj 

efekat se značajno povećava sa porastom vremena inkubacije pa nakon 8 h i 24 h 

tretmana, TEER vrednosti se smanjuju na 71 % (**P ≤ 0.01) i 65 % (***P ≤ 0.001) 

u poređenju sa kontrolom. Aktinidin tretiran inhibitorom cistein proteaza E-64 

ne dovodi do značajnih promena u propustljivosti monosloja epitelnih ćelija. 

Rezultati ukazuju na činjenicu da efekat povećanja epitelne propustljivosti zavisi 

od proteazne aktivnosti aktinidina. Niže koncentracije aktinidina (0.1 mg/mL) 

takođe dovode do povećanja epitelne propustljivosti i smanjenja TEER vrednosti 
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nakon 24 h inkubacije (78 % TEER u poređenju sa kontrolnim monoslojem, *P 

≤ 0.05).  

Integritet epitelnog monosloja je ispitivan i prolaskom β-laktoglobulina, 

glavnog proteina kravljeg mleka. BLG (5 µL, 20 mg/mL) je apikalno dodat u 

bunare sa Caco-2 ćelijama 23 h nakon trajanja tretmana aktinidinom. Zatim su, 

u različitim vremenskim intervalima uzimani alikvoti (30 i 60 minuta) iz 

bazolateralnog dela u cilju kvantifikacije BLG pomoću ELISA testa. Nakon 30 min 

koncentracija BLG u bazolateralnom delu je bila relativno niska ali, nakon 1 h, se 

značajno povećala (slika 29). 

 

Slika 29. Prolaz BLG kroz monosloj Caco-2 ćelija tokom tretmana 

aktinidinom. Vrednosti su prikazane kao koncentracija BLG u bazolateralnom 

medijumu izmerena nakon 30 i 60 minuta. 

Monosloj tretiran inhibiranim aktinidinom nije pokazao značajne 

koncentracije BLG u bazolateralnom delu monosloja.  

4.5. Uticaj aktinidina na proteine čvrstih veza in vitro i in vivo 

Propustljivost epitelnih ćelija gastrointestinalnog trakta regulisana je, 

između ostalog, i ekspresijom proteina čvstih veza. Poremećaj u obrascu 

ekspresije ili same strukture tih proteina dovodi do nastanka različitih patoloških 



Rezultati  

56 
Doktorska disertacija - Andrijana N. Nešić 

stanja. Shodno tome, bilo je potrebno ispitati uticaj aktinidina i njegove 

proteolitičke aktivnosti na strukturu i ekspresiju iRNK za proteine čvrstih veza u 

cilju razumevanja molekulskih mehanizama senzitizacije na ovaj alergen. 

Efekti protezane aktivnosti aktinidina na proteine čvrstih veza su 

analizirani in situ korišćenjem 2D intestinalnih organoida i Caco-2 ćelija. 

Ispitivan efekat na klaudin-3, E-kadherin i ZO 1 je detektovan pomoću 

fluorescentnog mikroskopa. Kontrolni uzorci su pokazali membransku 

lokalizaciju ovih proteina koji se pojavljuju kao kontinualni prstenovi koji 

okružuju susedne ćelije (slika 30A, B, C). 

 

Slika 30. Imunofluorescentno bojenje mišjih intestinalnih 2D organoida. 

Organoidi su tretirani aktivnim ili inhibiranim aktinidinom 24 h i detekcija je 

postignuta bojenjem specifičnim antitelima za E-kadherin (A), klaudin 3 (B) i ZO 

1 (C).  
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 2D organoidi koji su bili izloženi aktivnom aktinidinu pokazuju narušenu 

strukturu proteina čvrstih veza koja se uočava kao isprekidane i nedefinisane 

linije oko ćelija. Za sva tri analizirana proteina je dobijen sličan obrazac koji se 

kod inaktiviranog aktinidina ne pojavljuje. Ovim je još jednom dokazano da 

aktinidin proteolitički raskida proteine čvrstih veza. Sličan obrazac je uočen za 

ZO 1 protein nakon tretmana Caco-2 ćelija aktivnim aktinidinom (slika 31).  

 

Slika 31. Imunofluorescentno bojenje Caco-2 ćelija antitelima specifičnim za ZO 

1 

U cilju utvrđivanja efekta aktinidina na protein okludin, Caco-2 ćelije su 

tretirane aktiviranim aktinidinom. Po završetku tretmana, ćelije su lizirane i 

dobijeni lizati su analizirani specifičnim antitelima za humani okludin. Rezultati 

su pokazali da aktivna forma aktinidina proteolitički razgrađuje okludin, što je 

detektovano imunoblotom kao dve trake koje odgovaraju molekulskim masama 

od oko 45 kDa i 53 kDa. U ćelijama koje nisu tretirane aktinidinom se okludin 

detektuje kao proteinska traka molekulske mase od oko 66 kDa. Primećeno je da 

se intenzitet ove trake znatno smanjuje u tretiranim ćelijama (slika 32).  
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Slika 32. Efekat aktinidina na protein okludin u Caco-2 ćelijama. Detekcija je 

urađena imunoblotom. Ćelije tretirane aktiviranim aktinidinom o.1 mg/mL 1a) 1 

h 1b) 4 h; ćelije tretirane aktiviranim aktinidinom 1 mg/mL 2a) 1 h 2b) 4 h; C) 

kontrolni monosloj ćelija. 

Potencijal aktinidina da učestvuje u modulaciji urođenog imunog 

odgovora aktiviranjem eptelnih ćelija je ispitivan i upoređivan korišćenjem dva 

model sistema. Caco-2 ćelije se uveliko koriste za ispitivanje različitih 

mehanizama alergije na hranu. Takođe, u ovu svrhu se dosta koriste i životinjski 

modeli. Međutim, usled brojnih ograničenja i etičkih razloga, teži se ka tome da 

se upotreba životinjskih modela u istraživačke svrhe smanji. Pa se, tako, iznalaze 

novi modeli kao što je uzgajanje organoida (2D ili 3D). U ovom radu su korišćeni 

mišji organoidi dobijeni iz matične ćelije intestinalnog trakta miša. Ćelije su 

uzgajane do formiranja dobro definisanog monosloja. Cilj je bio da se ispita i 

uporedi aktivacioni potencijal aktinidina u intestinalnim 2D organoidima i Caco-

2 ćelijama i da li utiče na ekspresiju iRNK proteina čvrstih veza.  

Ćelije su inkubirane 6 h u medijumu koji je sadržao aktivirani ili 

inaktivirani aktinidin. Kao kontrola su korišćene ćelije inkubirane u medijumu. 

Nakon toga je izolovana ukupna RNK i relativna genska ekspresija je analizirana 

RT-PCR-om, odnosno denzitometrijskom analizom dobijenih PCR proizvoda na 

agaroznom gelu. Efekat aktinidina na ekspresiju IL-33 i proteina čvrstih veza 

prikazan je na slici 33. 
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Slika 33. Efekat aktinidina na ekspresiju iRNK IL-33 i proteina čvrstih veza u A) 

intestinalnim 2D organoidima i B) Caco-2 ćelijama. **P ≤ 0.01; ***P ≤ 0.001; 

****P ≤ 0.0001 u poređenju sa kontrolom.  

Efekat aktinidina na ekspresiju iRNK IL-33 i proteina čvrstih veza je 

sličnog profila u oba korišćena model sistema. Ekspresija iRNK je povećana za 

sve analizirane gene osim za E-kadherin, gde se zapaža snižena ekspresija iRNK. 

Jedan od ciljeva ove disertacije bio je i da se ispita efekat aktinidina i 

njegove proteolitičke aktivnosti in vivo. U cilju utvrđivanja efekta Act d 1 na 

ekspresiju iRNK proteina čvrstih veza, miševima su oralno administrirani 

aktivirani i inaktivirani enzim, kao i PBS koji je predstavljao kontrolu. Analiziran 

je efekat aktinidina na ekspresiju iRNK sledećih gena: klaudin 1 (CLDN1), klaudin 

2 (CLDN2), klaudin 3 (CLDN3), klaudin 4 (CLDN4), okludin (OCLN), zonula 

occludens 1 (ZO1) i E-kadherin u različitim delovima tankog (proksimalnom i 

distalnom) i debelog creva (kolon). Ekspresija iRNK CLDN2 i E-kadherina je bila 

povećana u proksimalnom delu tankog creva dok je ekspresija iRNK CLDN4 i 

OCLN bila snižena (slika 34A). U distalnom delu tankog creva je ekspresija 

iRNK CLDN1 i OCLN bila snižena (slika 34B).  
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Slika 34. Efekat aktinidina na ekspresiju iRNK proteina čvrstih veza u različitim 

delovima tankog i debelog creva: proksimalni (A), distalni (B) i kolon (C). 

Miševima je oralno dat PBS (kontrola), E-64-inhibirani aktinidin i aktivirani 

aktinidin. Nakon 24 h od oralne administracije, izolovana je RNK iz intestinalnog 

tkiva i ekspresija je analizirana pomoću kvantitativnog PCR-a (qRT-PCR). 

Rezultati su prikazani kao standardna devijacija ± SD relativne ekspresije iRNK; 

n=5 životinja/grupi. *P ≤ 0.05; **P  ≤ 0.01, ***P ≤ 0.001, ****P ≤ 0.0001, u 

poređenju sa kontrolom. 

Nivo ekspresije iRNK proteina čvrstih veza u kolonu je bio smanjen za 

CLDN2, dok je u slučaju CLDN3, CLDN4, OCLN i ZO1 bio povećan (slika 34C). 

Rezultati pokazuju da Act d 1 značajno i selektivno utiče na ekspresiju iRNK 

proteina čvrstih veza u različitim delovima intestinalnog trakta. 

4.6. Uticaj aktinidina na gensku ekspresiju i sekreciju citokina in 

vitro  

U cilju daljeg ispitivanja efekata protezane aktivnosti aktinidina i u svetlu 

mogućeg razumevanja mehanizma senzitizacije na ovaj alergen, analiziran je 

njegov efekat na aktivaciju epitelnih ćelija u smislu proizvodnje specifičnih 

proalergenih i proinflamatornih citokina. Biološki aktivni medijatori koje 

epitelne ćelije sekretuju prilikom iniciranja specifičnog Th2 imunog odgovora su 

tzv. proalergeni citokini: IL-33, IL-25 i TSLP. 
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Rezultati su pokazali da interakcija proteolitički aktivnog aktinidina sa 

epitelnim ćelijama rezultira njihovom aktivacijom i proizvodnjom specifičnih 

proinflamatornih i proalergenih epitelnih citokina. Tretman 2D organoida 

aktiviranim aktinidinom izaziva sekreciju TNFα, IL-1 i IL-33, dok se u Caco-2 

ćelijama zapaža sličan efekat. U slučaju inaktiviranog aktinidina nije zapažen 

značajan efekat u proizvodnji ovih citokina (slika 35).  

 

Slika 35. Aktinidin izaziva oslobađanje citokina iz A) mišjih intestinalnih 2D 

organoida i B) Caco-2 ćelija. Ćelije su tretirane aktivnim ili inhibiranim 

aktinidinom 6 h. U supernatantima je ELISA testom određivana koncentracija 

citokina. ****P ≤ 0.0001 u poređenju sa kontrolom. 

Takođe, Caco-2 ćelije sekretuju TSLP u medijum kao odgovor na tretman 

aktinidinom (slika 36). 
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Slika 36. Efekat aktinidina na proizvodnju proalergenog citokina urođene 

imunosti. ****P ≤ 0.0001. 

Kako bi se detaljnije ispitao uticaj aktinidina u ranoj fazi imunog odgovora, 

ispitivane su posledice njegove interakcije sa humanim epitelnim ćelijama (Caco-

2 i HEK293) na nivo ekspresije iRNK proalergenih i proinflamatornih epitelnih 

citokina (slika 37). 

 

 

Slika 37. Aktinidin povećava ekspresiju iRNK za citokine urođene imunosti i 

iNOS u Caco-2 (A) i HEK293 (B) ćelijama. ****P ≤ 0.0001 u poređenju sa 

kontrolom. 
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Rezultati su pokazali da aktinidin izaziva povećanu ekspresiju iRNK za 

IL1-β, TNFα, IL-6, TSLP i iNOS u oba korišćena model sistema. Takođe, ispitan 

je isti efekat u drugom in vitro model sistemu- HEK293 ćelijama. Dobijeni su 

slični rezultati, tj. povećanje ekspresije iRNK proinflamatornih citokina.  

 

Slika 38. Efekat aktinidina na ekspresiju iRNK za proalergene citokine urođene 

imunosti. **P ≤ 0.01, ****P ≤ 0.0001 u poređenju sa kontrolom. 

U cilju ispitivanja sposobnosti aktinidina da izazove rani inflamatorni 

odgovor, ispitivan je nivo ekspresije iRNK proalergenih epitelnih citokina: IL-33, 

IL-25 i TSLP u različitim delovima intestinalnog trakta miševa (slika 39).  

Pokazano je da je nivo ekspresije iRNK značajno povećan u proksimalnom delu 

tankog creva (slika 39A), dok je sličan obrazac zapažen u slučaju IL-25 i IL-33 

ali u distalnom delu tankog creva (slika 39B).  

 

 

 

 



Rezultati  

64 
Doktorska disertacija - Andrijana N. Nešić 

 

Slika 39. Efekat aktinidina na ekspresiju iRNK proalergenih citokina u različitim 

delovima tankog i debelog creva: A) proksimalni, B) distalni i C) kolon. Miševima 

je oralno dat PBS (kontrola), E-64-inhibirani aktinidin i aktivirani aktinidin. 

Nakon 24 h od oralne administracije, izolovana je ukupna RNK iz intestinalnog 

tkiva i ekspresija proalergenih citokina je analizirana pomoću kvantitativnog 

PCR-a (qRT-PCR). Rezultati su prikazani kao standardna devijacija ± SD 

relativne ekspresije iRNK; n=5 životinja/grupi. ns- nije statistički značajno; ***P 

≤ 0.001, ****P ≤ 0.0001, u poređenju sa kontrolom. 

Ekspresija TSLP je u kolonu bila povišena, za razliku od IL-33, gde je 

zapaženo smanjenje nivoa ekspresije iRNK (slika 39C).  

4.7. Aktinidin aktivira NF-κB signalni put in vitro 

Rasvetljavanje mehanizma senzitizacije kod alergije na hranu koja sadrži 

proteolitičke enzime moglo bi da unapredi pristupe u terapeutskom tretmanu. 

Korišćenjem HEK293 ćelija u ovom radu je pokazano da proteolitički aktivan 

aktinidin može da aktivira NF-κB signalni put. Aktivacija ovog signalnog puta je 

pokazana detekcijom fluorescencije koja potiče od zelenog fluorescentnog 

proteina (GFP) uz pomoć protočne citometrije i fluorescentne mikroskopije. 

Najpre su HEK293 ćelije transfektovane plazmidom koji nosi gen za NF-κB-GFP. 

Nakon uspešne transfekcije, ćelije su tretirane aktiviranim i inhibiranim 

aktinidinom. Rezultati su pokazali da je proteolitički aktivna forma aktinidina 

izazvala aktivaciju NF-κB, dok je inhibiran aktinidin dao sličan odgovor kao i 

negativna kontrola korišćena u ovom eksperimentu. 
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Slika 40. Detekcija fluorescencije koja potiče od GFP, kao posledica aktivacije 

NF-B signalnog puta u HEK293 ćelijama nakon tretmana aktiviranim 

aktinidinom. *P ≤ 0.05 u poređenju sa kontrolom.  

Aktivacija NF-κB je detektovana i pomoću fluorescentnog mikroskopa. 

Caco-2 ćelije su uzgajane na staklima prečnika 100 mm. Nakon transfekcije, ćelije 

su tretirane na isti način i aktivacija NF- κB je zabeležena praćenjem GFP 

fluorescencije na mikroskopu (slika 41).  
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Slika 41. Vizualizacija aktivacije NF-κB signalnog puta u HEK293 ćelijama kao 

posledica enzimske aktivnosti aktinidina. Fluorescencija koja potiče od GFP je 

detektovana fluorescentnim mikroskopom. 

4.8. Identifikacija fizioloških supstrata aktinidina in vitro  

U cilju razumevanja protezne specifičnosti aktinidina i identifikacije 

fizioloških supstrata na intestinalnim epitelnim ćelijama, ispitivan je efekat 

protezane aktivnosti Act d 1 na Caco-2 ćelije primenom masene spektrometrije. 

Cilj je bio da se ispita koji su fiziološki supstrati podložni proteolitičkom dejstvu 

aktinidina i da se identifikuju proteini koje ova cistein proteaza može da razgradi. 

Konfluentan monosloj Caco-2 ćelija je tretiran aktinidinom u vremenskom 

trajanju od 1 h. Supernatanti su, nakon tretmana, sakupljeni, koncentrovani i 

sadržaj svake frakcije je analiziran na SDS-PAGE. 
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Slika 42. SDS-PAGE profil proteina nakon dejstva aktinidina na Caco-2 ćelije: 

A1-A3) ćelije tretirane aktinidinom, C1-C3) kontrola MM) molekulski marker. 

Masenom spektrometrijom je identifikovano ukupno 1442 različita 

proteina, od toga 866 proteina u bar 4 od 6 analiziranih uzoraka. Od toga 166 

proteina pokazuje statistički značajnu razliku između uzoraka tretiranih 

aktinidinom u poređenju sa kontrolnim ćelijama.  

Najmanje 40 proteina je identifikovano kao proizvod proteolize aktinidina 

a sumiran prikaz identifikovanih proteina (klasifikovanih po međućelijskim 

vezama je prikazan na slici 43.  

 

Slika 43. Fiziološki supstrati aktinidina na Caco-2 ćelijama identifikovani 

masenom analizom. 
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5. Diskusija 

U ovom radu je ispitivan efekat alergena sa cistein-proteaznom aktivnošću 

iz ploda zelenog kivija na integritet epitelnih ćelija intestinalnog trakta. Ovaj 

efekat je praćen na različitim model sistemima, kao što su in vitro humane 

ćelijske linije (Caco-2, HEK293 ćelije), 2D organoidi dobijeni iz mišje 

pluripotentne matične ćelije i in vivo model sistem (C57BL/6 soj miševa).  

5.1. Aktivacija aktinidina u medijumu za gajenje ćelija 

Standardni protokoli za aktivaciju aktinidina podrazumevaju inkubaciju 

rastvora proteina sa rastvorom L-cisteina tokom 60 minuta na 37°C. U ovom radu 

smo ispitivali da li se aktinidin može aktivirati količinom L-cisteina koja je 

prisutna u medijumu za gajanje ćelija. Aktinidin je inkubiran u različitim 

medijumima za gajanje humanih ćelijskih linija tokom 60 minuta a nakon toga je 

ispitivana proteolitička aktivnost preparata pomoću kazeinolitičkog eseja. 

Rezultati pokazuju da aktinidin inkubiran u Minimum Essential Medium 

pokazuje 98.1 % aktivnosti u poređenju sa aktinidinom koji je aktiviran L-

cisteinom i označen je kao preparat sa 100 % aktivnosti. U nultoj tački inkubacije, 

preparat aktinidina je pokazao oko 50 % proteolitičke aktivnosti, što je u skladu 

sa literaturnim podacima da su u ekstraktu kivija prisutne aktivna i neaktivna 

forma enzima. Ostali ispitivani medijumi su pokazali umerenu aktivaciju 

aktinidina u praćenom vremenskom intervalu. Razlog za uočene razlike su, 

verovatno, različite količine L-cisteina prisutne u testiranim medijumima (0,84 

mM u Minimum Essential Medium; 0.69 mM u Dulbecco's Modified Eagle's 

Medium; 0.26 u DMEM Ham's F12; 0.15 u mM MEM Eagle with Earle's BSS). 

5.2. Aktinidin narušava integritet intestinalne barijere 

Epitelne ćelije gastrointestinalnog trakta predstavljaju senzore na signale 

iz spoljašnje sredine i uključene se u modulaciji urođene i stečene imunosti kroz 

proizvodnju i sekreciju različitih citokina, hemokina i drugih signala (187). 

Shodno tome, svaki događaj koji ima za posledicu narušavanje integriteta 

epitelne barijere predstavlja inicijalan događaj inflamatornog procesa. 

Narušavanje intestinalne barijere je povezano sa nastankom alergija na hranu 
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(22). Kada je reč o proteazama iz hrane koje su sposobne da indukuju određene 

morfološke promene u epitelnoj barijeri, taj efekat je naročito izražen jer izaziva 

povećanu intestinalnu propustljivost (188,189). Prisustvo različitih signalnih 

molekula i citokina diktira da li će se proces završiti hroničnom inflamacijom 

(123). 

Aktinidin je glavni alergen kivija koji može da očuva proteolitičku 

aktivnost u intestinalnom traktu (129). U ovoj tezi je pokazano da proteolitički 

aktivan aktinidin narušava integritet epitelne barijere razgradnjom proteina 

međućelijskih čvrstih veza- okludina, E-kadherina, ZO 1 i klaudina 3 

(128,129,184).  

U cilju rasvetljavanja uloge aktinidina u aktivaciji epitelnih ćelija do kojih 

dolazi zbog proteolitičke aktivnosti ove cistein proteaze, u eksperimentalnom 

radu smo koristili dva model sistema. Najpre je bilo potrebno utvrditi uticaj 

aktinidina u otpočinjanju prve faze alergijske reakcije- senzitizaciji, koja se bazira 

na njegovoj enzimskoj aktivnosti. Upotrebom široko rasprostranjenog in vitro 

modela- Caco-2 ćelija, testirali smo sposobnost aktinidina da učestvuje u 

aktivaciji epitelnih ćelija kao komponente urođene imunosti, a studiju smo 

proširili i na mišje intestinalne 2D organoide. Time smo otvorili mogućnost 

novom pristupu u testiranju alergena hrane, jer ovakav model sistem do sada nije 

bio korišćen u ove svrhe. Rezultati dobijeni testiranjem 2D mišjih organoida su 

upoređeni sa dobijenim rezultatima iz Caco-2 ćelija i može se zaključiti da u oba 

model sistema aktinidin izaziva sličan odgovor. Ovi rezultati mogu predstavljati 

platformu za buduća istraživanja bazirana na alergenima hrane. Postojeća 

metodologija za uzgajanje organoida nam je omogućila dobijanje 2D modela koji 

sadrži različite tipove epitelnih ćelija koje su prisutni u intestinalnoj barijeri 

(intestinalni enterociti, enteroendokrine ćelije i mucin-produkujuće goblet ćelije) 

(190). 

Najpre smo pokazali da aktivna forma aktinidina narušava integritet 

epitelne barijere kroz smanjenje vrednosti za transepitelni električni otpor 

(TEER), što je prvi pokazatelj za promene u proteinima međućelijskih čvrstih 

veza. Ove promene dovode do povećanja paracelularnog transporta molekula 
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kroz intestinalnu barijeru. Ovaj efekat smo potvrdili detekcijom BLG u 

bazolateralnom delu inserta na kome su uzgajane ćelije. Pokazano je da ovaj 

efekat biva izraženiji sa vremenom što je, sa druge strane, u korelaciji sa 

promenama zapaženim u TEER vrednostima. 

Efekat aktivnog aktinidina je pokazan i na mišjem modelu C57BL/6, gde 

je zapažena povećana propustljivost intestinalnog trakta za BLG kod grupe 

životinja kojoj je prethodno oralno administriran aktivirani aktinidin. 

5.3. Aktinidin utiče na ekspresiju iRNK za proteine čvrstih veza 

Međućelijske čvrste veze omogućavaju formiranje stabilne intestinalne 

barijere kroz stabilizaciju susednih ćelija. Ćelije su međusobno povezane veoma 

kompleksnom mrežom proteina koji imaju ključnu ulogu u regulaciji intestinalne 

propustljivosti u različitim segmentima intestinalnog trakta (191,192). Postoje tri 

tipa transmembranskih proteina koji su zajednički za sve proteine čvrstih veza: 

klaudini, proteini sa MARVEL domenima i transmembranski proteini koji 

uključuju okludin, tricelulin i MARVELD3 (51). JAM-A, -B i –C su adhezioni 

molekuli iz imunoglobulinske superfamilije koji se eksprimiraju u različitim 

tkivima a imaju osnovnu ulogu u razvoju i formiranju epitelne barijere (193). 

Okludin i klaudini formiraju barijeru na apikalno-lateralnoj strani ćelija i, 

zajedno sa perifernim membranskim proteinima, kao što su ZO 1, obezbeđuju 

kontakt proteina čvrstih veza sa citoskeletom (194). Klaudini su glavni proteini 

koji učestvuju u formiranju pora za paracelularni transport a, samim tim, su i 

ključni molekuli koji doprinose propustljivosti i integritetu epitelne barijere 

(39,195,196). Ekspresija klaudina varira duž intestinalnog trakta pa je, tako, 

imunohistohemijskim bojenjem pokazano da su CLDN 1, 3 i 4 dominantno 

eksprimirani u kolonu, dok se CLDN 2 dominantno eksprimira u tankom crevu 

miša (22). Klaudin 2 je glavni protein koji učestvuje u formiranju pora za 

paracelularni transport i pokazano je da je njegova ekspresija povećana u 

uzorcima biopsije tkiva pacijenata sa kliničkom slikom alergije na hranu (197–

199). 
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Testirali smo sposobnost mišjih intestinalnih 2D organoida za procenu 

interakcija aktinidina sa epitelnim ćelijama, kao komponentama intestinalne 

barijere i urođene imunosti, i njihovu aktivaciju. U tom kontekstu smo analizirali 

efekat aktinidina na proteine međućelijskih čvrstih veza kao i oslobađanje 

proinflamatornih citokina. ZO proteini su proteini koji učestvuju u održavanju 

mreže čvrstih veza zahvaljujući svojim interakcijama sa citoskeletom (preko 

aktina) (38). Generalno gledano, proteini međućelijskih čvrstih veza obezbeđuju 

polarizaciju intestinalnih epitelnih ćelija i učestvuju u regulaciji prolaska vode, 

jona i nutritijenata kroz samu barijeru. Kompromitovana epitelna barijera dovodi 

do povećane propustljivosti komponenti hrane i prolasku alergena što dovodi do  

nastanka alergije na hranu (22). Naši rezultati pokazuju da aktinidin direktno 

utiče na povećanu ekspresiju iRNK za proteine čvrstih veza (okludin, klaudine 1-

4 i ZO 1). Prilikom upoređivanja ova dva model sistema treba uzeti u obzir i 

određene razlike koje postoje između vrsta, mada postoje i zanimljive sličnosti u 

odgovoru ćelija na aktinidin. Ekspresija iRNK za proteine CLDN1-4, ZO 1 i OCLN 

se povećava nakon tretmana aktinidinom u oba korišćena model sistema. 

Povećana ekspresija iRNK može biti efekat kompenzacije usled degradacije 

proteina čvrstih veza izazvane aktinidinom. Međutim, trebalo bi detaljnije 

istražiti moguće molekulske mehanizme koji leže u osnovi ovih događaja. 

Zanimljivo je to što je u oba model sistema pokazana snižena ekspresija iRNK za 

E-kadherin. Kod pacijenata sa alergijskim rinitisom se zapaža snižena ekspresija 

E-kadherina (44,200). Aktivna forma aktinidina dovodi do značajnog efekta na 

sam E-kadherin što dalje može ukazati na povećanu intestinalnu permeabilnost 

(200–202). Postoje in vitro studije koje navode da cistein proteaza iz papaje 

narušava integritet intestinalne barijere kroz proteolitičku degradaciju proteina 

čvrstih veza, kao što su ZO 1, klaudin 1-4 i okludin, dok E-64 inhibirana forma 

nema takav efekat (45,203). U slučaju aktinidina je, na osnovu dosadašnjih in 

vitro istraživanja, pokazano da dovodi do proteolitičke degradacije okludina 

(188). U ovom radu je pokazano da proteolitički aktivna forma aktinidina dovodi 

do narušavanja intestinalne barijere tako što narušava integritet mreže koju 

grade proteini čvrstih veza ZO 1, klaudin 3 i E-kadherin.  
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 Uticaj aktinidina na ekspresiju iRNK proteina čvrstih veza ispitivan je i u 

in vivo model sistemu. Rezultati iz ove disertacije pokazuju da je ekspresija iRNK 

za klaudin 2 u proksimalnom delu tankog creva značajno povećana kod miševa 

kojima je oralno administriran aktivan aktinidin. Ekspresija klaudina 1 je snižena 

u distalnom delu creva kod pacijenata koji pate od alergija na hranu (192,204). 

Naši rezultati su u korelaciji sa navedenim i pokazali su da je ekspresija iRNK za 

klaudin 2 snižena u distalnom delu tankog creva i kolonu nakon oralne ingestije 

aktinidina. Takođe, ekspresija iRNK za okludin, klaudin 4 i ZO 1 je značajno 

snižena u proksimalnom delu tankog creva sa jedne, dok je ekspresija iRNK za 

klaudin 1 i klaudin 4 snižena u distalnom delu tankog creva. U kolonu je zapažena 

drugačija situacija, ekspresija iRNK za klaudin 3, 4, okludin i ZO 1 je povećana a 

za klaudin 2 snižena. Ove činjenice se mogu dovesti u vezu sa podacima o 

ekspresiji klaudina duž intestinalnog trakta koja je različita u proksimalnom i 

distalnom delu, kao i u kolonu (192). Dobijeni rezultati doprinose rasvetljavanju 

mehanizma senzitizacije na aktinidin i, može se zaključiti da selektivna regulacija 

ekspresije iRNK proteina čvrstih veza od strane aktinidina verovatno doprinosi 

povećanoj propustljivosti barijere a, samim tim i razvoju alergije na kivi. 

5.4. Aktinidin reguliše ekspresiju iRNK citokina 

Alergeni interaguju sa komponentama urođene imunosti, kao što su 

epitelne ćelije, dovode do razvijanja specifičnog Th2 odgovora i time potkrepljuju 

tvrdnje da je ova interakcija neophodna za proces senzitizacije (205). Intestinalni 

sloj epitelnih ćelija je krucijalan za orkestriran imuni odgovor tokom senzitizacije 

na alergene. Ovaj odgovor podrazumeva aktivaciju ćelija od strane alergena i 

njihov odgovor u smislu povećane ekspresije i sekrecije određenih proalergenih i 

proinflamatornih citokina. U specifične epitelne alarmine spadaju IL-33, IL-25 i 

TSLP (206,207). Epitelne ćelije respiratornog trakta mogu da prepoznaju alergen 

preko specifičnih transmembranskih receptora (PAR, TLR ili CLR) i da, putem 

aktivacije NF- κB, iniciraju sintezu specifičnih citokina (TSLP, IL-33, IL-25, IL1-

β), hemokinskih liganada (CCL2, CCL20) i tzv. ’’opasnih signala’’ (ATP, mokraćna 

kiselina) (123,205). IL-33 je proalergeni citokin koji je deklarisan i kao unutrašnji 

signal tokom razvijanja specifičnog Th2 imunog odgovora. Aktivna forma 

aktinidina izaziva povećanje ekspresije iRNK za IL-33 i utiče na njegovo 
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oslobađanje u medijum u oba ispitivana model sistema. Ovaj efekat nije zapažen 

u slučaju tretmana ćelija inhibiranom formom aktinidina, što dovodi do zaključka 

da je ćelijski odgovor zavistan od proteolitičke aktivnosti aktinidina.  

U ovom radu smo pokazali da aktinidin diferencijalno utiče na ekspresiju 

iRNK za IL-33, TSLP i IL-25 u zavisnosti od dela intestinalnog trakta miševa koji 

se ispituje. Ekspresija iRNK za navedene citokine je bila povišena nakon oralne 

administracije aktinidina miševima. Uloga proteaza iz hrane u razvoju Th2 

specifičnog imunog odgovora je u korelaciji sa povećanom ekspresijom gena za 

IL-25 i TSLP (208). Tokom izrade ove disertacije, pokazano je i u različitim in 

vitro model sistemima da aktivirani aktinidin dovodi do povećane genske 

ekspresije IL-25 i TSLP. Takođe, pokazano je da aktinidin dovodi do aktivacije 

NF-B signalnog puta.  

5.5. Aktinidin dovodi do sekrecije proinflamatornih i 

proalergenih citokina 

Dodatno, u ovom radu je pokazano da aktinidin dovodi do proizvodnje 

proinflamatornih citokina (TNFα i IL1-β) u ispitivanim 2D mišjim organoidima i 

Caco-2 ćelijama. Alergeni hrane, kao što su Ara h 2 iz kikirikija, Pru p 3 iz breskve 

i Gal d 2 iz jajeta dovode do povećane ekspresije iRNK gena koji kodiraju 

proinflamatorne citokine (IL-1β, IL-6, TNFα, IL-25, IL-33 I TSLP) (136,209,210).  

TSLP se sintetiše u epitelnim ćelijama pluća, kože i gastrointestinalnog 

trakta (211). Epitelne ćelije respiratornog trakta pokazuju povećanu ekspresiju 

TSLP i time promovišu njegovu ulogu u razvoju specifičnog Th2 odgovora tokom 

inflamacije (123,205). Rezultati dobijeni na dve ćelijske linije u ovoj disertaciji, 

Caco-2 i HEK293, su u korelaciji sa prethodno navedenim i pokazali su povećanu 

ekspresiju iRNK za TSLP nakon tretmana aktiviranim aktinidinom. Takođe, 

različiti alergeni (Der p 2 npr.) izazivaju povećanu ekspresiju iRNK za IL-1β, TNF 

α i IL-6 u epitelnim ćelijama respiratornog trakta (212). 

U ovoj doktorskoj disertaciji je uveden novi model sistem za procenu 

aktivacionog potencijala alergena hrane tokom faze senzitizacije u razvoju 

alergija na hranu. 2D organoidi, dobijeni iz mišjih intestinalnih ćelija se sastoje iz 



Diskusija 

74 
Doktorska disertacija - Andrijana N. Nešić 

enterocita, endokrinih i mucin-sekretujućih goblet ćelija i nakon tretmana 

aktinidinom oslobađaju specifične Th2 citokine. Organoidi mogu doprineti 

razumevanju mehanizama senzitizacije na alergene hrane i mogu biti koristan 

model za ispitivanje potencijala novih alergena. Rezultati iz ove disertacije mogu 

biti osnova za uspostavljanje novog modela koji može, ako ne da ukine, bar smanji 

upotrebu laboratorijskih životinja za testiranje alergena hrane.
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6. Zaključak 

U ovoj doktorskoj disertaciji ispitivani su efekti proteolitičke aktivnosti 

aktinidina, cistein proteaze iz ploda zelenog kivija, na integritet intestinalnih 

epitelnih ćelija. U svetlu toga, praćen je uticaj ovog alergena na epitelne ćelije u 

smislu njihove aktivacije i iniciranja urođene imunosti. Zaključci do kojih se došlo 

su sledeći: 

 Aktivacija aktinidina se postiže inkubacijom u medijumu za gajenje 

ćelijskih kultura 

 Aktinidin povećava propustljivost intestinalne epitelne barijere i u in vivo 

ispitivanjima na mišjem model sistemu i in vitro, korišćenjem Caco-2 

ćelija  

 Aktinidin diferencijalno reguliše ekspresiju proteina čvrstih veza u 

različitim segmentima tankog creva u in vivo ispitivanjima na mišjem 

model sistemu 

 Aktinidin dovodi do povećanja ekspresije informacione RNK za IL-33, IL-

25 i TSLP u intestinalnim epitelnim ćelijama miša 

 Epitelne ćelije proizvode proinflamatorne i proalergene citokine u 

odgovoru na aktinidin 

 Aktinidin dovodi do povećanja ekspresije informacione RNK za 

proinflamatorne i proalergene citokine u humanim intestinalnim 

epitelnim ćelijama in vitro  

 Aktinidin raskida proteine čvrstih veza u ispitivanim 2D mišjim 

organoidima i Caco-2 ćelijama 

 Aktinidin proteolitički degraduje protein okludin, jedan od proteina 

međućelijskih čvrstih veza in vitro 

 Ekspresija informacione RNK za inducibilnu azot monoksid sintazu se 

povećava u epitelnim ćelijama usled dejstva proteolitički aktivnog 

aktinidina 

 Aktinidin proteolitički dovodi do raskidanja preko 40 proteina na površini 

Caco-2 ćelija koji su integralni deo međućelijskih veza 

 Aktinidin aktivira NF-κB signalni put in vitro
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7. Materijal i metode 

7.1. Prečišćavanje aktinidina 

Plodovi zelenog kivija (Actinidia deliciosa) kupljeni u lokalnoj radnji 

korišćeni su kao polazni materijal. U slučaju izolovanja Act d 1, za ekstrakciju je 

korišćen 100 mM natrijum citratni pufer pH 5,0 bez dodavanja inhibitora 

proteaza. Iseckani i oljušteni plodovi kivija su homogenizovani u blendoru u 

ekstrakcionom puferu (1:2 g/vol) 1 minut, a zatim je pH suspenzije podešena i 

ekstrakcija izvođena 2 sata, uz mešanje, na 4 °C. Nakon toga ekstrakt je 

centrifugiran 15 minuta na 7 000 rpm. Uzorak je, potom, dijalizovan (MWCO 

6000–8000 Da, Serva) naspram 2 L ekstrakcionog pufera, uz mešanje i tri 

izmene pufera u toku 24 h. Zatim je pH ekstrakta podešen i određena je 

koncentracija proteina u njemu bicinhonskom metodom. 

7.2. Analitičke tehnike 

7.2.1. Određivanje koncentracije proteina bicinhoninskom 

metodom 

Bicinhoninska metoda (bicinchoninic acid, BCA) je kolorimetrijska 

metoda, u kojoj dolazi do promene boje rastvora od zelene u ljubičastu u 

zavisnosti od koncentracije proteina (213). Osnova ove reakcije je redukcija Cu2+ 

jona iz bakar-sulfata do Cu+ pomoću peptidnih veza proteina na višim 

temperaturama. Molekuli bicinhoninske kiseline se vezuju za Cu+ jone i stvaraju 

ljubičaste komplekse koji apsorbuju svetlost na 562 nm. Bočni ostaci cisteina, 

tirozina i triptofana pospešuju stvaranje ovih kompleksa, a na višim 

temperaturama (37 ̊C do 60 ̊C) tu ulogu preuzimaju peptidne veze.  

Reagensi: 

A: BCA reagens (Na-bicinhonat 0,1 g, Na2CO3  H2O 2,0 g, Na-tartarat dihidrat 

0,16 g). pH se podešava na 11,25 uz dodatak rastvora NaOH 

B: Rastvor bakar-sulfata (CuSO4  5H2O 0,4 g) 
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C: Radni reagens: reagens A: reagens B=100 V:2 V 

Postupak rada 

Test je rađen u mikrotitar pločicama, a apsorbanca očitavana ELISA 

čitačem Multiskan Ascent Photometric reader (Thermo Labsystems), uz 

odgovarajući filter. U 100 µL uzorka dodato je 2 mL radnog reagensa i 

promućkano. Uzorak je inkubiran na 60 °C 30 minuta. Nakon toga uzorak je 

ohlađen do sobne temperature i izmerena apsorbanca na 562 nm. Opseg 

standardne krive: 0,1–1 mg/mL. 

7.2.2. Masena spektrometrija 

Za potrebe masene analize proteinska traka je pažljivo isečena iz 

poliakrilamidnog gela. Protein je, zatim, digestovan tripsinom u gelu, pa su 

dobijeni peptidni fragmenti ekstrahovani iz gela i dalje analizirani pomoću 

MALDI TOF/TOF ili nanoHPLC-nanoESI-LTQ-Orbitrap metodom koje 

omogućavaju precizno određivanje peptida.  

Postupak rada: 

1. Proteinske trake su isečene iz gela i prebačene u tube  

2. Dodato je 200 μL rastvora za obezbojavanje (100 mM NH4HCO3/50% 

ACN) i mešano na šejkeru u trajanju od 30 min 

3. Dodato je 100 μL ACN a acetonitril je uparen na SpeedVac-u 

4. Dodato je 30 μL 10 mM DTT rastvora tako da su komadi gela bili pokriveni, 

i inkubirani 30 min na ST 

5. DTT rastvor je zamenjen jednakom zapreminom 55 mM IAA rastvora i 

inkubiran u trajanju od 45 min na ST u mraku 

6. IAA rastvor je uklonjen i komadići gela isprani sa 100 μL 25 mM 

NH4HCO3 u trajanju od 10 min uz vorteksovanje 

7. Uklonjen je rastvor za ispiranje i dodato je 100 μL ACN 

8. ACN je uklonjen u SpeedVac-u a komadi gela rehidratisani sa 15 μL 20 

ng/μL rastvora tripsina u trajanju od 2h na 4°C 

9. Dodato 40 μL 40 mM NH4HCO3/10% ACN 
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10. Gel je inkubiran preko noći na 37°C na šejkeru 

11. Dodato je 150 μL dH2O i peptidi su ekstrahovani iz gela u trajanju od 10 

min uz mešanje 

12. Rastvor ekstrahovanih peptida je prebačen u novu tubu 

13. Komadi gela su tretirani sa 50 μL 50% ACN/5% TFA u trajanju od 30 min 

14. Dobijeni uzorci upareni u Speed Vac-u 

15. Dodato je 20 μL 0.1% TFA za rehidrataciju uzoraka 

16. Pomoću Zip-Tip (C-18) nastavaka prečišćeni su peptidi 

17. Uzorak je pomešan sa matriksom u odnosu 1:1, (v/v) i nanet na MALDI 

TOF pločicu (1 μL na svako polje pločice) 

7.2.3. Kvantifikacija endotoksina u preparatu aktinidina 

Koncentracija endotoksina u prećišćenom preparatu aktinidina je 

određivana korišćenjem komercijalnog kita za kvantifikaciju pomoću 

hromogenog supstrata (Limulus amebocyte lysate (LAL) chromogenic endotoxin 

quantification kit (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA). Test je urađen 

po uputstvima proizvođača a određivanje u uzorcima aktinidina korišćenim u 

ovoj disertaciji (aktivni i inhibirani aktinidin, koncentracije 1 mg/mL i o.1 

mg/mL). 

7.2.4. Protočna citometrija 

Analiza ćelija upotrebom protočnog citometra je, najpre, zahtevala 

tripsinizaciju samih ćelija i dobijanje ćelijske suspenzije. Nakon toga su ćelije 

centrifugirane 5 minuta na 2000 rpm, supernatant odliven a ćelije rastvorene u 

PBS-u. Intenzitet fluorescencije zelenog fluorescentnog proteina (10 4 događaja) 

je meren korišćenjem FACS Calibur (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). 

Upotrebljen je laser na 488 nm za ekscitaciju a emisija je detektovana na 525 nm 

(FL1H). Pozitivne ćelije su selektovane podešavanjem SSC (side scatter) naspram 

FL1H kanala. Dobijene vrednosti su prikazane kao histogram poređenja 

intenziteta fluorescencije u transfektovanim HEK293 ćelijama tretiranim 

aktiviranim ili inhibiranim aktinidinom. 
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7.2.5. Denzitometrijska analiza agaroznih gelova 

Proizvodi umnoženih gena su analizirani na agaroznim gelovima a 

relativna ekspresija iRNK pomoću denzitometrijske analize. U tu svrhu je 

korišćen Image Studio Lite v5.2 softvera (LICOR Biosciences, Nebraska, US). 

Semi-kvantitativna analiza genske ekspresije je urađena normalizacijom 

vrednosti naspram kontrolnog gena a, zatim, urađeno je poređenje vrednosti za 

svaki korišćeni tretman (aktivirani i neaktivirani aktinidin) sa vrednostima 

kontrolnog monosloja (čije su vrednosti označene brojem 1). Grafici su 

pripremani upotrebom GraphPad Prism v6.07 softvera (GraphPad Software, 

California, US).  

7.3. Hromatografske tehnike  

7.3.1. Prečišćavanje Act d 1 na koloni SP-Sephadex-a C-50 

Aktinidin je prečišćen iz proteinskog ekstrakta kivija pripremljenog u 100 

mM natrijum citratnom puferu, pH 5,0. Jonoizmenjivač SP-Sephadex (veličina 

čestica 40-120 µm, GE Healthcare) je pripremljen bubrenjem u radnom puferu 

(100 mM natrijum-citratnom puferu, pH 5,0) tokom 24h. Nabubreli matriks je 

naliven u kolonu dimenzija 100 mm × 27 mm i ekvilibrisan propuštanjem 5 

zapremina radnog pufera kroz kolonu. Na kolonu je nanesen kivi ekstrakt i pri 

protoku od 1 mL/min eluirani su nevezani proteini radnim puferom do 

negativnog spot testa. Dobijena frakcija nevezanih proteina (delimično prečišćen 

Act d 1) je dijalizovana naspram 20 mM TRIS-HCl pufera, pH 8,0 tokom 48 h, uz 

dve izmene pufera. 

7.3.2. Prečišćavanje Act d 1 na koloni QAE-Sephadex A-50 

Uzorak dobijen prethodnom hromatografijom je nanesen na unapred  

pripremljen QAE-Sephadex matriks (veličina čestica 40-120 µm, GE Healthcare) 

koji je ekvilibrisan propuštanjem 5 zapremina radnog pufera kroz kolonu (20 mM 

TRIS-HCl, pH 8.0.). Dimenzije korišćene kolone su bile 100 mm × 27 mm. Nakon 

što je radnim puferom eluirana frakcija nevezanih proteina do negativnog spot 

testa, vezani proteini su eluirani gradijentom soli u rasponu od 0,1 M NaCl do 0,5 
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M NaCl, pri brzini protoka od 0,8 mL/min. Frakcije u kojima je elektroforezom 

dokazano prisustvo aktinidina su spojene i dijalizovane naspram 20 mM 

NH4HCO3 pufera pH 8.8 tokom 48 h uz dve izmene pufera. Nakon dijalize uzorak 

je koncentrovan ultrafiltracijom do koncentracije 1 mg/mL, a zatim liofilizovan. 

7.4. Kazeinolitički esej 

Proteolitička aktivnost tretmana je kvantifikovana enzimskim esejom sa 

kazeinom (Sigma-Aldrich) kao supstratom a kako je opisano u prethodno 

publikovanim radovima (185,186). Pripremljen je 2 % rastvor supstrata u 0.1 M 

kalijum fosfatnom puferu pH 7.6, zatim se 400 µL ovog rastvora doda u smešu od 

40 µL 250 mM L-cisteina, 120 µL 1 M KH2PO4 pH 7.0, 40 µL 250 mM EDTA, 40 

µL 250 mM NaOH i 80 µL destilovane vode. Reakciona smeša je ekvilibrisana na 

37 ℃, nakon čega je dodato 80 µL ispitivanog uzorka tretmana i smeša je 

inkubirana 1 sat na 37 ℃. Enzimska reakcija je prekinuta dodavanjem 1,2 mL 5 % 

trihlorsirćetne kiseline (TCA) i smeša inkubirana još sat vremena na 37 ℃. Nakon 

centrifugiranja (13 000  g, 15 min) izmerena je A280 supernatanta, naspram 

slepe probe. Slepa proba je pripremljena mešanjem tretmana sa TCA i 

naknadnim dodavanjem rastvora kazeina u smešu. Jedna jedinica proteolitičke 

aktinosti (U) je definisana kao količina enzima koja daje 0,1 jedinicu A280 po 

minutu. Rezultati su izraženi kao srednja vrednost ± standardna devijacija iz tri 

nezavisna eksperimenta. Rezultati su prikazani kao relativna proteolitička 

aktivnost (%) u odnosu na kazeinolitičku aktivnost aktiviranog aktinidina (100 % 

aktivnosti). Rezultati su izraženi kao srednja vrednost ± standardna devijacija iz 

tri nezavisna eksperimenta. Rezultati su prikazani kao relativna proteolitička 

aktivnost (%) u odnosu na kazeinolitičku aktivnost aktiviranog aktinidina (100 % 

aktivnosti). 

7.4.1. Aktivacija aktinidina 

Za optimizaciju aktivacije aktinidina su korišćena dva pristupa: aktivacija 

pomoću DTT i aktivacija inkubacijom u medijumu za uzgajanje humanih ćelijskih 

linija. U oba slučaja je liofilizovani aktinidin rastvoren u odgovarajućem rastvoru 

i inkubiran 1 h na 37 ℃. Aktivnost svakog preparata aktinidina je određivana 
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kazeinolitičkim testom. Inhibirani preparat aktinidina je pripremljen 

dodavanjem ireverzibilnog inhibitora cistein proteaza (E-64) u jednakom 

molskom odnosu (1:1). Za potrebe in vivo studija aktinidin je aktiviran u PBS-u u 

koji je dodat 2 mM L-cistein.  

7.5. Elektroforetske tehnike  

7.5.1. Agarozna gel elektroforeza 

Sva elektroforetska razdvajanja su rađena na Amersham Pharmacia 

horizontalnom sistemu za elektroforezu prema uputstvu proizvođača. Za 

elektroforezu su korišćeni 6x Orange Loading Dye i 1 kb DNK markeri (Thermo 

Scientific) prema uputstvima proizvođača. Potrebni rastvori: 

Reagensi: 

- TAE pufer (50), pH 8,0 (2 M TRIS, 50 mM EDTA) 

- 1 % agaroza 

Postupak: 

Rastopljena agaroza koja sadrži boju za bojenje nukleinskih kiselina 

SimplySafe (EURx, Gdansk, Poland) je razlivena na ploču za elektroforezu, u koju 

su prethodno ubačeni češljevi za bunare i ostavljena je da očvrsne. Kada se 

formirao gel, izvađeni su češljevi. Ploča sa gelom je stavljena u kadu za 

elektroforezu i prelivena sa TAE puferom (1). Uzorci DNK koji su analizirani se 

pomešani su sa 6 Orange Loading Dye u odnosu 5:1 (v:v) i naneti na gel. 

Elektroforeza je rađena na 80 V dok front boje nije stigao na oko 1 cm od donje 

ivice gela, oko 60 min. Nakon toga je gel analiziran na UV Sistemu za 

dokumentaciju gelova (VWR). 

7.5.2. Natrijum dodecilsulfat poliakrilamidna gel elektroforeza 

(SDS PAGE) 

SDS PAGE se radi po originalnoj Laemmli-jevoj proceduri (214). Sva 

elektroforetska razdvajanja proteina su rađena na Hoeffer SCI aparaturi prema 
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instrukcijama proizvođača. U radu su korišćeni molekulski markeri masa od 14 

do 116 kDa (Fermentas). 

Reagensi: 

- A Monomerni rastvor akrilamida (30 % T, 2,7 % C) 

- B Pufer za razdvajajući gel (1,5 M Tris-HCl, pH 8,8) 

- C. Pufer za koncentrujući gel (0,5 M Tris-HCl, pH 6,8) 

- D. 10 %-tni rastvor SDS-a 

- E. 10 %-tni rastvor APS-a 

- F. Tetrametilendiamin (TEMED) 

- G. Pufer za nadslojavanje polimeruzujućeg gela (n-butanol zasićen vodom) 

- H. Pufer za elektroforezu (0,25 M Tris, 0,192 M glicin, 0,1 % SDS, pH 8,3) 

- I Pufer za pripremu uzoraka (5PUZ) (60 mM TRIS, pH 6.8, 25 % glicerol, 

10 % SDS, 14.4 mM 2-merkaptoetanol, 0.1 % bromfenol plavo) 

- J. Rastvor boje (0,1 % CBB, 50 %-tni metanol, 10 %-tna sirćetna kiselina) 

- K. Rastvor za obezbojavanje (7 %-tna sirćetna kiselina) 

Tabela 9. Uputstvo za pripremu 10 mL 12% poliakrilamidnog gela za 

razdvajanje: 

Komponenta 12% gel za razdvajanje 4% gel za koncentrovanje 

Rastvor akrilamida 4  mL 500 µL 

1,5 M TRIS pufer pH 8,8 2,5 mL / 

0,5 M TRIS pufer pH 6,8 / 940 µL 

Voda 2 mL 2,25 mL 

10% SDS 100 µL 38 µL 

TEMED 4 µL 2 µL 

10% APS 75 µL 25 µL 

Ukupna zapremina 10 mL 4 mL 

Postupak: 

Rastvor gela za razdvajanje je neposredno pred dodatak rastvora E i F 

dezaerisan na vakuum pumpi u trajanju od 5 minuta. Nakon dezaeracije dodati 

su rastvori E i F a pripremljen rastvor je naliven između staklenih ploča 

(dimenzije ploča su 10  8 cm, međusobno odvojene 1 mm), nadslojen rastvorom 

G i ostavljen da polimerizuje 20-30 min na s.t. Po polimerizaciji, vodom je 
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isperana površina ispolimerizovanog gela i naliven je rastvor gela za 

koncentrovanje. U gel je uronjen češalj (d=1 mm). Ploče su nakon polimerizacije 

gela za koncentrovanje isprane vodom i uronjene u kadu sa rastvorom H i 

elektroforetski sistem je priključen na napajanje. Korišćena je Hoeffer SCI 

aparatura.  

Uzorci su pripremani zagrevanjem 5 minuta na ključalom vodenom 

kupatilu u rastvoru boje. Elektroforeza je urađena na 80 V do ulaska BFP u gel za 

razdvajanje (oko 45 minuta) i zatim na 250 V (dok BFP ne stigne na oko 1 cm od 

donje ivice gela) još 60-90 minuta. Nakon završene elektroforeze, gel je obojen 

rastvorom J dok je obezbojavanje rađeno u rastvoru K do pojave plavo obojenih 

proteinskih traka na gelu. 

7.6. Imunohemijske tehnike 

7.6.1. Detekcija proteina u imunoblotu (opšti protokl) 

Transfer proteina nakon SDS PAGE na nitrocelulozu je urađen pod 

dejstvom električne struje jačine 2 mA/cm2 gela u sendviču od 3 sloja filter papira 

odgovarajućih dimenzija (dimenzije filter papira moraju odgovarati dimenzijama 

gela koji se blotuje). Nitroceluloza (NC) je postavljena prema pozitivnoj elektrodi. 

Semi-dry uslovi podrazumevaju da sendvič mora dobro da bude oceđen od pufera 

za blot. Elektrotransfer je trajao 60 minuta. Proteini na membrani su uočeni 

bojenjem sa 0,5% Ponceau-S u 5% sirćetnoj kiselini. 

Reagensi: 

- Trisom puferisani fiziološki rastvor (TBS): 30 mM Tris, 150 mM NaCl, 

pH 7.6 

- tTBS: 0,2 % Tween 20 u TBS 

- Rastvor za blokiranje: 5% odmašćeno mleko u tTBS (proceđeno kroz 

nabrani filter papir) 

- Rastvor za razblaživanje antitela: tTBS 

- Pufer za AP: 100 mM TRIS, 50 mM MgCl2 pH 9,6 

- Radni rastvor NBT-a (0.6 mg/mL) 
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- Radni rastvor BCIP-a (0.3 mg/mL) 

Postupak: 

NC membrana je obezbojena u tTBS, 10 min, a nakon toga je membrana 

blokirana u 5% odmašćenom mleku (u tTBS-u), 1 h na ST uz mešanje. Nakon 

toga membrana je ispirana tTBS-om (3  10 min) i postavljena da se inkubira sa 

prethodno optimizovanom količinom primarnog antitela, 1-2 h na ST uz 

mešanje (ili preko noći na +40C). Nakon primarnog antitela ponovljeno je 

ispiranje (tTBS, 3 x 10 min) pa je membrana inkubirana u rastvoru sekundarnih 

antitela obeleženih alkalnom fosfatazom (Sigma-Aldrich), 1 h na ST uz mešanje. 

Pre dodatka supstrata membrana je ispirana tTBS-om (3  15 min) i TBS (1  15 

min). Za detekciju su korićeni supstrati: BCIP/NBT (precipitirajući supstrat 

alkalne fosfataze). Smeša supstrata se priprema neposredno pred upotrebu: 33 

µL BCIP i 66 µL NBT u 9 mL pufera za alkalnu fosfatazu. Supstrat se naliva preko 

membrane i inkubira do pojave traka, a reakcija se zatim prekida dH2O.  

7.6.2. Imunofluorescentno bojenje ćelija 

Reagensi: 

- Triton X 100 u 0.1 % PBS-u (čuvati na st) 

- Formaldehid 37 % 

- Boja za bojenje nukleusa (opciono) 

Postupak: 

Tretiranom monosloju ćelija (nakon odlivanja tretmana) dodat je rastvor 

formaldehida do finalne koncentracije (4 %) a zatim inkubira na st. 10-15 minuta. 

Potom je rastvor aspiriran. Dodati rastvor Triton X-100 u PBS-u tako da su sve 

ćelije prekrivene (u zavisnosti od veličine bunara) i inkubirane 5 minuta. Nakon 

toga preparat ćelija je ispran 3  rastvorom PBS-a i dodat je rastvor prvog antitela 

u PBS-u koji sadrži 1 % BSA (goveđi serum albumin). Preparat je inkubiran 2 h 

na st. Zatim ispran 3  PBS-om i dodat rastvor sekundarnih antitela u PBS-u koji 

sadrži 1 % BSA, inkubiran 2 h na st u mraku. Aspiriran je rastvor i preparat ispran 



Materijal i metode 

85 
Doktorska disertacija - Andrijana N. Nešić 

3  rastvorom PBS-a. Boja za bojenje nukleusa se može dodati zajedno sa 

rastvorom sekundarnih antitela. Ovako pripremljene ćelije se mogu čuvati u 

frižideru na +4 ̊C. 

Za vizualizaciju je korišćen fluorescntni mikroskop OLYMPUS BX60 sa 

objektivom uveličanja 40x, a slike su dobijene upotrebom Leica LAS-AF softvera 

(Leica Microsystems, Wetlzar, Germany). Finalne slike su obrađene pomoću 

Adobe Photoshop CS5 softvera (Adobe Systems Incorporated, CA, USA).  

7.6.3. Imunosorbentni esej povezan sa enzimom 

Imunosorbentni esej povezan sa enzimom-i (Enzyme-Linked 

ImmunoSorbent Assay, ELISA) je izveden pomoću specifičnih parova antitela 

kupljenih od firmi Biolegend i eBioscience. Svaki par antitela je sadržao 

monoklonsko antitelo za kuplovanje i antitelo obeleženo biotinom. U svim 

testovima korišćene su MaxiSorp ELISA pločice (NUNC) sa 96 bunara i ravnim 

dnom.  

Reagensi: 

- Pufer za kuplovanje: 50 mM karbonatno-bikarbonatni pufer pH 9,5 

- Fosfatom puferisani fiziološki rastvor pH 7.4 

- PBS/Tween: 0.5 mL Tween u 1 L PBS 

- Rastvor za blokiranje: 1% BSA u PBS-u. Rastvor je filtriran pre 

korišćenja.  

Postupak: 

Kuplovanje: 

1. Odgovarajuće antitelo za kuplovanje je razblaženo do finalne koncentracije 

1 μg/ml u puferu za kuplovanje i naneto u svaki zid pločice (50 μL).  

2. Pločica je zatvorena i inkubirana na 4 0C preko noći.  

Blokiranje: 
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1. Rastvor iz svakog bunara je odliven i isprani su 4  sa PBS/Tween 20 i 

blokirani dodavanjem 200 μL rastvora za blokiranje.  

2. Pločica je inkubirana na sobnoj temperaturi 2h.  

Nakon toga je isprana 4  5 min. sa PBS/Tween 20.  

Dodavanje standarda i uzoraka: 

1. Odgovarajući standardi i analizirani uzorci dobijeni nakon tretmana 

ćelija/organoida/seruma miševa razblaženi su u rastvoru za blokiranje 

(razblaženja su pripremljena u propilenskim tubama) i dodati po 50 μL u 

svaki bunar pločice.   

2. Pločica se inkubirala 4h na sobnoj temperaturi. 

3. Isprati 4  5 min. sa PBS/Tween 20. 

Dodavanje antitela za detekciju: 

1. Biotinom-obeleženo antitelo razblaženo je do finalne koncentracije 1 

μg/ml u rastvoru za blokiranje i dodato u svaki bunar (100 μL) . 

2. Pločica je inkubirana na sobnoj temperaturi 1h.  

3. Potom isprana4 5 min. sa PBS/Tween 20.  

Dodavanje streptavidin-HRP 

4. Streptavidin-AP razblažen je u rastvoru za blokiranje 2000  i dodat u 

svaki bunar (50 μL ). 

5. Pločica je inkubirana na sobnoj temperaturi 30 minuta. 

6. Isprana ≥ 5  sa PBS/Tween 

Dodavanje supstrata: 

1. Štok ABTS supstrata temperiran je 20 min. pre korišćenja. Radni rastvor 

supstrata je pripreman dodavanjem 11 µL 30% H2O2 na 11 mL supstrata. 
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Zatim je razliveno po 50 µL u svaki bunar i pločica je inkubirana na 

sobnoj temperaturi 60 min.  

2. Reakcija je prekinuta dodavanjem 25 µL ABTS stop rastvora.  

3. Apsorbanca je očitana na 405 nm 

7.7. Molekularno-biološke metode 

7.7.1. Kultura ćelija 

U ovom radu korišćene su dve humane ćelijske linije epitela kolorektalnog 

adenokarcinoma Caco-2 i embrionske ćelije bubrega HEK293. Ove ćelijske linije 

se održavaju kao monosloj u hranljivoj podlozi uz dodatak 10 % termički 

inaktiviranog fetalnog goveđeg seruma, 1 % (v/v) 200 mM L-glutamina (Gibco, 

Invitrogen, Carlsbad, USA) i 1 % rastvora penicillin/streptomicin (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, Mo, USA). Podloge su čuvane u frižideru, a pre rada sa ćelijama, 

zagrevane su do 37 °C u vodenom kupatilu. 

7.7.1.1. Odmrzavanje ćelija 

Da bi maksimalni broj ćelija ostao neoštećen nakon odmrzavanja, prati se 

određeni protokol: 

1. Ćelijski medijum je prethodno zagrejan na 37˚C 

2. Tubica sa ćelijama se što pre ubaci u vodeno kupatilo, takođe na 37˚C, da 

bi se sprečila liza ćelija 

3. Nakon što se poslednji kristal leda otopio, tubica je prebačena u sterilnu 

zonu za rad sa ćelijama (ćelijski laminar), gde je ćelijska suspenzija 

postepeno rastvarana u 5 mL kompletnog ćelijskog medijuma u flasku od 

25 mL (T-25) 

4. Ćelije u medijumu su nežno promešane 

5. Sledećeg dana, nakon adheriranja ćelija za površinu suda, medijum je 

promenjen i proverena je vijabilnost ćelija pod mikroskopom  
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7.7.1.2. Održavanje ćelijske kulture 

Kulture ćelija su gajene u inkubatoru na temperaturi 37 ℃ u atmosferi 

vazduha sa 5 % CO2. Za gajenje ćelija korišćeni su polietilenska plastika, 

zapremine od 25-75 mL, kao i Petri šolje prečnika 15 cm (Nunc™, Reskilde, 

Denmark). Održavanje ćelija u monosloju postignuto je redovnom zamenom 

sveže podloge i pasažiranjem po potrebi, 7-10 dana, u odnosu 1:2 ili 1:4 (3 × 104 

ćelija/cm2) i održavanjem rasta do visoke konfluencije pre pasaža. Pasažiranje 

ćelija je obavljano u sterilnoj komori, uz korišćenje sterilnih laboratorijskih 

sudova i uz nošenje zaštitne laboratorijske opreme. Pasažiranje je rađeno u 

trenutku postizanja konfluencije, odnosno onda kada ćelije potpuno prekriju dno 

suda, ili kada se istroše nutrijenti podloge, na šta ukazuje indikator promene pH 

podloge (215). 

Ćelijski medijum se priprema u sterilnim uslovima, u laminaru. Fetalni 

goveđi serum pospešuje rast ćelija tako što neutrališe toksične metabolite 

vezujući ih, neutrališe tripsin i ostale proteolitičke enzime i sadrži peptidne 

hormone i faktore rasta koji omogućavaju normalan rast ćelija. Antibiotici nisu 

neophodni, ali se koriste da bi se izbegle potencijalne kontaminacije 

mikroorganizmima.  

7.7.1.3. Pasažiranje ćelija  

Kada je dno suda potpuno prekriveno monoslojem ćelija ili kada su 

nutritivne materije iz podloge potpuno potrošene, podloga je odlivena iz flaska. 

Dno flaska na kome su zalepljene ćelije je ispran 0,25 % rastvorom tripsina 

zagrejanog do 37 ℃ u vodenom kupatilu. Zatim su ćelije inkubirane na 37 ̊C, 1-5 

minuta. Promena morfologije ćelija se prati pod svetlosnim mikroskopom. Kada 

su ćelije počele da se zaokrugljuju, sadržaj je prenet u epruvetu u kojoj se nalazilo 

2 mL hranljive podloge. Antitripsin prisutan u podlozi neutrališe dalje dejstvo 

tripsina na prenete ćelije. Nakon centrifugiranja (800 rpm, 7 minuta) i 

resuspendovanja taloga u svežoj podlozi, jedna zapremina suspenzije ćelija je 

vraćena u sud za gajenje ćelija, dopunjena svežom podlogom i stavljena u 

inkubator na 37 ℃.  
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7.7.1.4. Zamrzavanje ćelija 

 Nakon rasta, pasažiranja i brojanja ćelija, deo njih koji nije potreban za 

ekperimentalni rad je ponovo zamrznut na -80˚C. U ćelijski medijum je pre 

zamrzavanja dodat krioprotektivni agens (DMSO ili glicerol) koji smanjuje tačku 

mržnjenja i povećava permeabilnost ćelijske membrane za vodu. Ovim se 

smanjuje štetni efekat koji zamrzavanje može da ima na vijabilnost ćelija.  

Protokol za zamrzavanje ćelija je sledeći: 

1. Medijum za zamrzavanje (10% v/v FBS, 10% v/v glicerol/DMSO u 

ćelijskom medijumu) i tubice za zamrzavanje su prethodno rashlađene 

2. Ćelijska suspenzija koja je dobijena nakon tripsinizacije je centrifugirana 

na 1500 rpm 5 minuta nakon što se odredi broj ćelija po 1 mL medijuma 

3. Supernatant je odvojen od taloga i talog je resuspendovan u medijumu za 

zamerzavanje u koncentraciji od oko 5×106 - 1×107 ćelija/mL.  

4. Alikvoti od po 1 mL su zatim zasebno zamrznuti na temperaturi od -80˚C 

7.7.1.5. Brojanje ćelija  

 Za određivanje tačnog broja ćelija u jedinici zapremine u ćelijskoj 

suspenziji korišćena je komora za brojanje, odnosno hemocitometar.  

 

Slika 44. Hemocitometar. 

 Da bi se pripremila za brojanje, površine ploče i pokrovnog stakla su 

pažljivo očišćene apsolutnim etanolom i dejonizovanom vodom, nakon čega su 

ostavljeni na vazduhu da se osuše. Pokrovno staklo se postavlja na ploču pre 

nanošenja uzorka. Ćelijska suspenzija je pipetom nanesena na komoru. Ovako 
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pripremljena komora za brojanje je zatim postavljena na stalak mikroskopa, 

fokusirana i ćelije su izbrojane u odgovarajućim kvadratima.  

 Potrebno je obratiti pažnju da li je ćelijska suspenzija dovoljno razblažena, 

tako da ne dođe do preklapanja ćelija prilikom brojanja.  

 

Slika 45. Kvadrati za brojanje na hemocitometru i njihova zapremina. 

7.7.1.6. Postupak određivanja vijabilnosti ćelija 

Vijabilnost ćelija u ovom radu je određivana metodom bojenja sa tripan-

plavim i zasniva se na osobini živih ćelija da izbacuju boju tripan-plavo i ostaju 

bezbojne, dok mrtve ćelije akumuliraju boju i postaju plavo obojene. 

1. 10 µL ćelijske suspenzije je pomešano sa 90 µL boje Trypan blue (0,4%)  

2. Rastvor je lepo promešan i ostavljen da stoji na sobnoj temperaturi 5 

minuta 

3. Prethodno očišćeno pokrovno staklo je postavljeno na hemocitometar i u 

komore je pipetom dodato po 20 µL rastvora boje i ćelijske suspenzije 

4. Vijabilne, neobojene ćelije su pojedinačno brojane u svakoj od komora u 

odgovarajućim kvadratima 

5. Nakon rada, pločica i hemocitometar su ponovo očišćene etanolom i 

dejonizovanom vodom 
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(N) je dobijen po formuli: N=Ns  R  104, gde je Ns = prosečan broj ćelija po 

polju komore, a R = faktor razblaženja ćelija u rastvoru za bojenje (u ovom slučaju 

iznosi 10). 

7.7.1.7. Merenje transepitelnog električnog otpora 

Ćelije su zasejane (0.3  10 5 ćelija/insertu) na polikarbonatne inserte za 

ćelijsku kulturu (10 mm veličina membrane, 0,4 µm dijametar pora (NUNC) u 

pločama sa 24 bunara (NUNC) na 37 °C u vlažnoj atmosferi sa 5 % CO2 do 

konfluencije. Transepitelni električni otpor monosloja je meren pomoću para 

elektroda povezanih na volt/om metar (Iskra). Pod ovim uslovima TEER u 

vrednosti >1000 d/cm2 su dobijani posle 5 dana od sađenja ćelija. Tretmani su 

dodavani (350 µL 1 mg/mL i 0.1 mg/mL aktiviranog ili inhibiranog aktinidina) 

apikalno i promene TEER merene posle 1 i 4 sata. Dobijene vrednosti TEER su 

prikazane kao procenat TEER pre tretmana, korigovani za vrednosti TEER 

dobijenih za bunare bez zasađenih ćelija. Rezultati predstavljaju srednju vrednost 

± standardna devijacija iz tri nezavisna eksperimenta, a srednje vrednosti 

tretiranih uzoraka su upoređene sa odgovarajućim netretiranim kontrolama. 

7.7.1.8. Transfekcija ćelija 

Za potrebe tranzitne eskpresije, HEK293 ćelije su gajene u T-75 flaskovima 

(Nunc™ EasYFlask™, Thermo Fisher Scientific, MA, USA) i odgovarajućem 

medijumu. Pre transfekcije su ćelije pasažirane i zasejane u pločice sa 96 bunara 

u gustini 4 x 104 ćelija u 150 µL komletnog medijuma po bunaru. Ćelije su, zatim, 

gajene u inkubatoru pod standardnim uslovima dok nisu dostigle konfluenciju od 

~80 %. Na dan transfekcije, 0.2 ng odgovarajućeg plazmida (Cignal NFkB 

Pathway Reporter Assay Kit (GFP), Qiagen, Hilden, Germany) je razblaženo u 

medijumu bez FBS-a i antibiotika (Opti-MEM I Reduced Serum Media, Thermo 

Fisher Scientific, MA, USA) u ukupnoj zapremini 50 µL. Nakon toga je dodato po 

0.75 µL agensa za transfekciju (Attractene Transfection Reagent (Qiagen, Hilden, 

Germany). Kompleks DNK/Attractene je inkubiran 20 minuta na sobnoj 

temperaturi radi formiranja stabilnog kompleksa. Zatim je ćelijama dodat 

medijum (100 µL) i 50 µL kompleksa DNK/Attractene. Ćelije su inkubirane 48 

h. Nakon toga je ćelijama dodat aktiviran i inhibiran aktinidin i tretman je 
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inkubiran 24 h u inkubatoru za gajenje ćelija pod standardnim uslovima. 

Aktivacija NF-κB je analizirana protočnom citometrijom i fluorescentnom 

mikroskopijom, zasnovanoj na detekciji fluorescencije zelenog fluorescentnog 

proteina. 

Aktivacija NF-κB signalnog puta je pokazana upotrebom fluorescentnog 

mikroskopa. Ćelije su, u tu svrhu, uzgajane na staklenim slajdovima (u pločama 

sa 24 bunara) za gajenje ćelija i formiranje stabilnog monosloja. Količine 

korišćene plazmidne DNK u ovom eksperimentu su bile: 0.4 µg/bunaru i 1.5 µL 

reagensa za transfekciju po bunaru. Protokol za transfekciju je opisan u odeljku 

7.7.3. 

7.7.1.9. Ođređivanje citotoksičnosti aktinidina 

U cilju određivanja vijabilnosti ćelija nakon tretmana aktinidinom, 

upotrebljen je kolorimetrijski test sa hromogenim supstratom. Test se bazira na 

sposobnosti živih ćelija da konvertuju tetrazolijum so (3-(4,5-dimetil(tiazol-2-il)-

3,5-difenil)-tetrazolijum-bromid (MTT)) do formazanskog taloga a time se boja 

soli prevodi iz žute u tamno crvenu. Sposobnost ovog konvertovanja poseduju 

samo metabolički aktivne ćelije, tj. žive ćelije, jer enzim ciklusa limunske kiseline 

(sukcinat dehidrogenaza) vrši oksido-redukcione reakcije u kojima MTT, 

zapravo, ima ulogu koenzima (216). 

7.8. Molekularno-genetičke metode 

7.8.1. Izolovanje ukupne RNK   

 Za izolovanje ukupne RNK iz monosloja ćelija, organoida i ćelija 

intestinalnog trakta miševa korišćen je TRI reagens (Sigma-Aldrich). Na 5-

10×106 ćelija dodaje se 1 mL reagnesa. Pojednačni bunari sa ćelijama su zasebno 

tretirani na sledeći način: 

1. Priprema uzorka 

- Ćelije su uzastopnim pipetiranjem odvojene od bunara i ćelijska 

suspenzija je prebačena u ependorf i centrifugirana na 12000×g 15 minuta 

- Supernatant je odbačen, dok je u talog dodato 200 µL TRI reagensa  
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- Ponovnim pipetiranjem formiran je homogeni lizat ćelija 

2. Razdvajanje faza 

- Da bi se postigla potpuna disocijacija nukleoproteinskih kompleksa, uzorci 

su ostavljeni 5 minuta na sobnoj temperaturi 

- Dodato je 40 µL hloroforma, uzorci su promešani 15 sekundi, a zatim 

ostavljeni na sobnoj temperaturi 2-15 minuta 

- Smeša je centrifugirana na 12000 ×g 15 minuta na 4˚C, nakon čega su 

dobijene tri faze (crvena organska faza sa proteinima, međufaza sa DNK i 

bezbojna vodena faza koja sadrži RNK) 

3. RNK precipitacija 

- Vodena faza je odvojena i dodato joj je 100 µL izopropanola 

- Uzorci su inkubirani 5-10 minuta na sobnoj temperaturi, a zatim 

centrifugirani na 12000 × g 10 minuta na 4˚C (RNK talog je formiran na 

dnu ili na strani ependorfice) 

4. Ispiranje RNK  

- Supernatant je odbačen i talog RNK ispiran dodatkom 200 µL 75% etanola 

- Uzorci su, zatim, vorteksovani i centrifugirani na 7500 × g 5 minuta na 4˚C 

5. Rastvaranje RNK 

- Supernatant je ponovo odbačen i talog RNK osušen 5-10 minuta na 

vazduhu 

- Talog RNK je, zatim, rastvoren u 50 µL destilovane vode 

Koncentracija ukupne RNK i njena čistoća je određena na NanoDrop uređaju 

merenjem apsorbance na 260 nm i 280 nm. Izolovana RNK je čuvana na -80˚C. 

7.8.1.1. Reverzna transkripcija 

RT-PCR metoda se koristi da bi se ukupna izolovana informaciona RNK 

prevela u odgovarajuću smešu cDNK pomoću enzima reverzne traskriptaze (RT). 

Tokom pripremanja smeše uzorci i reagensi se drže na ledu osim ako nije 

drugačije naznačeno. Postupak je rađen kako je naznačeno u protokolu kita 

Thermo Scientific (RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit. Sinteza cDNK 
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(Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction, RT-PCR) iz totalne RNK (2 

μg) je izvedena na ledu korišćenjem nasumičnih prajmera MultiScribe™ reverzne 

transkriptaze (50 U/μL) iz kita High-Capacity cDNA Reverse Transcription 

(Applied Biosystems) prema uputstvima proizvođača. Reakcione smeše su 

inkubirane u PCR aparatu pod programom 25 °C 10 min, 37 °C 120 min, 85 °C 5 

min, 4 °C ∞. Uspešnost sinteze cDNK i čistoća je proverena na 2 % agaroznom 

gelu sa etidijum bromidom. 

7.8.2. Reakcija lančanog umnožavanja (Polymerase chain 

reaction – PCR) 

 PCR je urađen korišćenjem 800 ng cDNK i PCR Master Mix 2× (Thermo 

Scientific), 10 pmol prajmera je korišćeno za reakciju. Svi prajmeri su dobijeni od 

firme Invitrogen. Negativna kontrola (NTC- Non Template Control) nije sadržala 

templat cDNK. Proizvodi PCR reakcije su analizirani agaroznom gel 

elektroforezom. Ciklusi PCR-a su bili: inicijalna denaturacija na 95 ℃ 5 minuta, 

zatim 40 ciklusa: denaturacija na 95 ℃ 1 minut, vezivanje prajmera na Tm 

optimalnoj za svaki prajmer 1 minut, elongacija na 72 ℃ 30 sekundi i finalna 

elongacija na 72 ℃ 7 minuta. 

7.8.3. Kvantitativni PCR u realnom vremenu (qRT-PCR) 

Za ispitivanje efekta aktinidina na ekspresiju iRNK u razičitim delovima 

intestinalnog trakta miševa korišćen je qRT-PCR. PCR je izvođen na uređaju ABI 

Prism 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems, CA, USA). 

Reakciona smeša je sadržavala 1 µL nerazblažene cDNA (800 ng), 5 µL Maxima 

SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) (Thermo Fisher Scientific, MA, USA), 

uzvodni i nizvodni (forward, reverse) prajmer (300 nM) i sterilnu dejonizovanu 

vodu, po instrukciji proizvođača. Parametri za PCR ciklus su bili: inicijalna 

denaturacija na 95 ℃ 3 minuta, zatim 40 ciklusa: denaturacija na 95 ℃ 20 

sekundi, vezivanje prajmera na Tm optimalnoj za svaki prajmer 30 sekundi, 

elongacija na 72 ℃ 30 sekundi. Gen specifični prajmeri su poručeni od firme 

Invitrogen (Paisley, UK) a sekvence preuzete iz baze podataka Nacionalnog 

centra za biotehnološke informacije (NCBI, Bethesda, MD, USA). Analiza 
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rezultata ekspresije iRNK je urađena pomoću delta/delta Ct metode, 

normalizacijom vrednosti na osnovu house keeping gena (gliceraldehid-3-fosfat 

dehidrogenaze (GAPDH) za humane ćelije i β-aktina za mišje). Sekvence svih 

korišćenih prajmera su navedene u Tabelama 10. i 11. 

Tabela 10. Sekvence prajmera za humane gene korišćene u radu 

Gen (pristupni broj) Sekvenca (5′-3′) Tm (°C)* 

IL1-β (NM_000576.2) For: AACCTCTTCGAGGCACAAGG 

Rev: GGCGAGCTCAGGTACTTCTG 

49 

IL-6 (NM_000600.3) For: ACCCCCAATAAATATAGGACTGGA 

Rev: GAGAAGGCAACTGGACCGAA 

49 

TNFα (NM_000594.3) For: GACAAGCCTGTAGCCCATGT 

Rev: CTCTGATGGCACCACCAACT 

49 

TSLP (NM_033035.4) For: TATGAGTGGGACCAAAAGTACCG 

Rev: GGGATTGAAGGTTAGGCTCTGG 

51 

IL-33 (NM_001164724.1) For: GGTGTGGATGGGAAGAAGCTG 

Rev: GAGGACTTTTTGTGAAGGACG 

61 

IL-25   (NM_022789.3) F: CCAGGTGGTTGCATTCTTGG  

R: TGGCTGTAGGTGTGGGTTCC 

49 

iNOS (NM_000625.4) For: ACCAGTACGTTTGGCAATGG 

Rev: TCAGCATGAAGAGCGATTTCT 

49 

GAPDH (NM_009386.2) CGAGGCATCATCCCAAATAAGAAC 

TCCAGAAGTCTGCCCGATCAC 

58.7 

CLDN1 (NM_021101) For: AGCTGGCTGAGACACTGAAGA 

Rev: GAGAGGAAGGCACTGAACCA 

63 

CLDN2 (NM_020384.3) For: GCCTCTGGATGGAATGTGCC 

Rev: GCTACCGCCACTCTGTCTTTG 

63 

CLDN3 (NM_001306) For: CTGCTCTGCTGCTCGTGTC 

Rev: CGTAGTCCTTGCGGTCGTAG 

62.5 

CLDN4 (NM_001305) For: GTCTGCCTGCATCTCCTCTGT 

Rev: CCTCTAAACCCGTCCATCCA 

62.5 

ZO 1 (NM_002538) For: TTGGATAAAGAATTGGATGACT 

Rev: ACTGCTTGCAATGATTCTTCT 

55.8  

OCLN (NT_010194.17) For: GAATGATGGTTGGTATGGTGCG 

Rev: TCAGAAGTGTGTCTACTGTCCG 

57 

E-kadherin (NM_004360.5) For: CTGAGAACGAGGCTAACG  

Rev: GGAGCAGCAGGATCAGAATC 

64.3 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NM_020384.3?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=7DBFA3W3014
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Tabela 11. Sekvence prajmera za mišje gene korišćene u radu 

Gen (pristupni broj) Sekvenca (5′-3′) Tm (°C) 

CLDN1 (NM_016674.4) F: TCTACGAGGGACTGTGGATG 

R: TCAGATTCAGCTAGGAGTCG 

57 

CLDN2 (NM_016675.4) F: GGCTGTTAGGCTCATCCAT 

R: TGGCACCAACATAGGAACTC 

55 

CLDN3 (NM_009902.4) F: AAGCCGAATGGACAAAGAA 

R: CTGGCAAGTAGCTGCAGTG 

58.7 

CLDN4 (NM_009903.2) F: CGCTACTCTTGCCATTACG 

R: CTGGCAAGTAGCTGCAGTG 

55 

OCLN (NM_008756.2) F: ATGTCCGGCCGATGCTCTC 

R: TTTGGCTGCTCTTGGGTCTGTAT 

61.2 

ZO1 (NM_009386.2) F: CGAGGCATCATCCCAAATAAGAAC 

R: TCCAGAAGTCTGCCCGATCAC 

58.7 

E-kadherin (NM_009864.2) F: ACTGTGAAGGGACGGTCAAC 

R: GGAGCAGCAGGATCAGAATC 

64.3 

IL-33 (NM_001164724.1) F: GGTGTGGATGGGAAGAAGCTG 

R: GAGGACTTTTTGTGAAGGACG 

61 

TSLP (NM_021367.2) F: CGGATGGGGCTAACTTACA 

R: TCCTCGATTTGCTCGAACTT 

61 

IL-25 (NM_080729.3) F: CAGCAAAGAGCAAGAACC 

R: CCCTGTCCAACTCATAGC 

61 

ACTB (NM_007393.3) F: ATGCTCCCCGGGCTGTAT 

R: CATAGGAGTCCTTCTGACCCATTC 

61 

7.9. Rad sa životinjskim model sistemom 

U radu je korišćen soj miševa C57BL/6 starosti 5-8 nedelja (Charls River, 

France). Miševi su uzgajani u specifičnim uslovima propisanim za uzgoj životinja. 

Temperatura za uzgoj životinja je bila 23 °C sa relativnom vlažnošću vazduha od 

50-55 % i ciklusu dan/noć od 12 h. Pijaća voda i standardna laboratorijska hrana 

su obezbeđivana ad libitum. Životinje su gajene u ustanovi za negu životinja 

Univerziteta u Utrehtu. Eksperimenti su urađeni pod rukovodstvom stručnog i 

licenciranog lica za rad sa laboratorijskim životinjama a odobreni su od strane 

Komiteta za eksperimente na životinjama Univerziteta u Utrehtu Kraljevine 

Holandije (dozvola za rad na životinjskim eksperimentalnim modelima je izdata 

15. marta 2016. godine sa rokom važenja do 1. marta 2021. godine, pod brojem 

AVD108002016394). 

U ovoj disertaciji su korišćene po tri grupe životinja (6 životinja po grupi) 

za dva tipa različitih eksperimenata: efekta aktinidina na integritet epitelne 

barijere i na ekspresiju iRNK za proteine čvrstih veza i proalergene citokine. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NM_021367.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=K94DG4JH015
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Kontrolna grupa miševa je oralnom administracijom primila PBS, dok je jedna 

grupa primila aktiviranu formu aktinidina a druga inhibiranu sa inhibitorom 

cistein proteaza.  

7.9.1. Ispitivanje permeabilnosti intestinalnog trakta  

Kontrolna grupa (n= 6) životinja je oralnom administracijom primila 350 

µL PBS sa 0.2 mM L-cisteinom. Druga grupa (n= 6) je primila aktivirani aktinidin 

350 µL (5 mg/mL u PBS-u) a treća (n= 6) inaktivirani aktinidin 350 µL (5 mg/mL 

u PBS-u). Nakon 24 h sve grupe životinja su oralnom administracijom primile 

BLG. 30 minuta nakon toga je svakoj životinji uzeta krv (~150 µL) iz vene sa 

obraza koja je, potom, centrifugirana (3000 g x 10 minuta) i serum sačuvan za 

ELISA analizu BLG. 

7.9.2. In vivo ekspresija iRNK proteina čvrstih veza 

Za anaizu ekspresije gena za proteine čvrstih veza i proalergenog citokina 

IL-33, najpre je mišji intestinum ispran PBS-om. Nakon toga je podeljen u 

različite segmente: proksimalni (prvi centimetar proksimalnog dela jejunuma, 2 

cm nakon želuca), distalni deo (poslednji centimetar pre ileum-cekum-kolon 

veze) i kolon. Uzorci intestinalnog tkiva su zamrznuti u tečnom azotu i čuvani na 

-80 ℃ do izolovanja RNK. Pre samog izolovanja, najpre je uzeto po 50 mg od 

svakog tkiva i dodat je TRI reagens. Tkiva su, zatim, homogenizovana uređajem 

za homogenizaciju tkiva (Qiagen, Hilden, Germany) u trajanju od 1 minuta na 25 

Hz. Nakon toga je RNK izolovana po protokolu opisanom u delu za izolovanje 

RNK iz humanih ćelija. 

7.9.3. Uzgajanje 2D organoida iz intestinalnih ćelija miša 

Material i reagensi: 

-mišji ileum 

- Rat tail collagen I: IBIDI 50203 5 mg/mL. Pufer za kolagen se dodaje 

nesposredno pre upotrebe 
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- pufer za kolagen 

-ploče sa 24 bunara za uzgoj organoida 

-specifičan 2D medijum 

Za pripremu medijuma za uzgajanje organoida koristi se sledeća receptura: 

Najpre se priprema osnovni medijum: 

- 500 mL DMEM F12 + glutamax, Gibco 31331 

- 5 mL PenStrep, Gibco 15070 

- 5 mL Na-piruvata, Gibco 11360 

- 5 mL HEPES, Gibco 15630 

- 5 mL MEM NEA, Gibco 11140 

A zatim i medijum za organoide (200 mL): 

- 130 mL osnovnog medijuma 

- 20 mL FBS 

- 24 mL R-spondin-1  

- 24 mL WNT  

2D medijum: 200 mL Organoid medijum + dodatni sastojci 

Postupak:  

Najpre je u bunare dodat kolagen: 360 μL i 240 μL pufera za kolagen 

(finalna koncentracija kolagena 3 mg/mL). Tokom ovog koraka je važno voditi 

računa da pipetiranje ne stvori mehuriće. Zatim se prati sledeća procedura: 

- Tubu od 15 mL za kulturu organoida stavljena je na led  

- Medijum je aspiriran iz bunara u kojima su organoidi gajeni i organoidi 

su, zatim, prebačeni u tubu  

- Bunari u kojima su organoidi gajeni isprani su kako bi se sakupili i 

eventualni ostaci Matrigel-a. 

- Centrifugirani su 5 minuta na 1200 rpm 
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- Po sakupljanju organoida aspirirano je što više medijuma bez uzurpiranja 

organoida 

Zasejavanje organoida: 

- Željena količina organoida pažljivo je resuspendovana u medijumu za 

uzgajanje 

- Zasejano je 1.5 mL po bunaru (za pločice sa 24 bunara) ili 1 mL (za 

pločice sa 48 bunara) 

- Organoidi su gajeni u inkubatoru na 37 ̊C 3-4 dana do dobijanja 

monosloja 

7.10. Statistička obrada podataka 

Svi rezultati su dobijeni izvođenjem najmanje tri nezavisna eksperimenta, 

a srednje vrednosti sa standardnom devijacijom izračunate pomoću programa 

MicrosoftR Office Excel 2007. Sve slike su reprezentativni primerci su dobijeni 

izvođenjem tri nezavisna eksperimenta, obrađene su i pripremane na isti način 

pomoću programa Adobe Photoshop V9.0. Program GraphPad Prism verzija 5.0 

(GraphPad, La Jolla, CA, USA) je korišćen za poređenje srednjih vrednosti 

pomoću analize varijanse (ANOVA). U slučaju pronađene statistički značajne 

razlike među poređenim vrednostima, po potrebi je dodatno primenjivana 

Bonferonijeva metoda da bi se omogućilo određivanje tačnih vrednosti za 

višestruka poređenja. Razlika u rezultatima je smatrana statistički značajnom 

ukoliko je p < 0.05. P-vrednosti za svaku analizu su navedene ispod slika. 
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даваоца лиценце. Ова лиценца дозвољава комерцијалну употребу дела. 

6. Ауторство – делити под истим условима. Дозвољавате умножавање, 

дистрибуцију и јавно саопштавање дела, и прераде, ако се наведе име аутора 

на начин одређен од стране аутора или даваоца лиценце и ако се прерада 

дистрибуира под истом или сличном лиценцом. Ова лиценца дозвољава 

комерцијалну употребу дела и прерада. Слична је софтверским лиценцама, 

односно лиценцама отвореног кода. 


