REZULTATE

Profilul fenotipic/microscopic al celulelor epiteliale activate cu LPS si extract de mdr. Imaginile de
microscopie capturate folosind software-ul MShot Image Analysis System si un microscop inversat
(Nikon Eclipse Ts2R), au aratat ca celulele intestinale (IPEC-1) au format un monostrat, similar
morfologic cu epiteliul intestinal. Celulele activate cu lipopolizaharid (LPS) bacterian (E. coli) isi pierd
conturul si deci integritatea in timp ce celulele care au fost tratate cu extract de reziduu de mar
liofilizat au un aspect morfologic similar cu cel al celulelor control (Figura 1).

Analizele de microscopie prin fluorescenta prezentate in Figura 1 arata existenta unor diferente
vizibile intre celule, in functie de tratamentele applicate: celulele control au avut membrana celulara
si cea mitocondriala intactd, in timp ce celulele activate cu lipopolizaharid (LPS) bacterian (E. coli) pierd
conturul si deci integritatea memebranara. Marcajul fluorescent al celuleor tratate cu extractul din
reziduu de mar (EM) in concetratie mai mare (dilutie 1/25) a pus in evidentd un contur mitocondrial
mai sters, dar celulele marcate au membranele intacte. Tn schimb, celulele tratate cu EM mai diluat
(EM 1/50) nu prezinta modificari de fluorescenta comparativ cu celulele control. Tratamentul ulterior
cu LPS al celulelor pre-tratate cu ambele dilutii de extract de mar nu modifica semnificativ aspectul
microscopic al celulelor marcate, extractul de reziduu de mar reusind sa previna efectele toxice ale
LPS.
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Figura 1. Efectele tratamentelor asupra permeabilitétii membranelor mitocondriale in celulele intestinale
cultivate.

Efectul activdrii bacteriene asupra integritdtii membranare. Conform ipotezei de lucru activarea
celulelor intestinale epiteliale cu E.coli-LPS a condus la o reducere a rezistentei electrice
(Transelectrical epitelial resistence-TEER, marker important al integritati membranare)
dependenta de timp. Astfel, dupa 4h de activare cu LPS (6h cultivare), TEER a scazut cu 15,20%, iar
scaderea a ajuns la 33,26% dupa 22h activare bacteriana (24h incubare). La sfarsitul experimetelor,
dupd 46h activare cu LPS (48h incubare) sciderea TEER a ajuns la 47,76 %. in contrast, tratamentul
celulele intestinale cu extract de mar a restabilit valoarea TEER-Iui (Figura. 2).
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Figura 2. Efect LPS si extract de mdr asupra TEER

Efectul activdrii bacteriene asupra mediatorilor raspunsului inflamamtor si oxidativ. Analiza unor
markeri ca receptori Toll like, citokine, enzime etc, care sunt implicati Tn raspunsul inflamator si stresul
oxidativ au fost afectati sub actiunea LPS si a tratamentelor cu extract de mar. Printre acesti markeri,
se numara receptorii Toll like (TLRs), proteine trasmembranare care apartin sistemului imunitar
fnnascut fiind exprimate in numeroase celule imunitare inclusiv epiteliale si care au capacitatea de a
recunoaste agentii patogeni. De exemplu, TLR4 recunoaste LPS, TLR2 in combinatie cu TLR1 sau TLR6
recunosc lipopeptidele bacteriene diacetilate sau triacetilate, TLR5 recunoaste flagelina, TLR9
recunoaste secventele de ADN bacteriene si virale care le contin motive CpG nemetilate. TLR4, este un
senzor major al infectiilor cu bacterii gram negative, gena codanta pentru TLR4 este importanta pentru
infectiile intestinale si controlul homeostaziei epiteliale intestinale.

Receptori Toll like. Analiza rezultatelor de expresie genica (qPCR) a pus in evidentd o exprimare
excesiva (overexpression) semnificativa a genelor codante pentru toate TLR-urile analizate (TLR1-TLR9)
in celulele care au fost activate cu endotoxina bacteriana (Figura 3) confirmand ipoteza de lucru. in
contrast, extractul de mar s-a dovedit un eficient contracarant al efectului LPS, expresia genica a TLR-
urilor in celulele activate cu LPS si tratate cu extract de mar reducandu-se semnificativ (Figura 3).
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Figura 2. Efect LPS si extract de reziduu de mdr liofilizat asupra expresiei genice a receptorilor Toll like Receptors
(TLR1-TLR9)

Molecule de semnalizare. Activarea receptorilor Toll like de catre LPS va duce la activarea in celula a
altor proteine (de legatura) care odatd recrutate sunt responsabile de activarea ulterioara a altor
proteine (molecule de semnalizare) din aval, care amplifica si mai mult semnalul si conduc in cele din
urma la reglarea sau suprimarea genelor care orchestreaza raspunsul inflamator, oxidativ si alte tipuri
de raspuns. Expresia genelor care codifica pentru proteine de legatura ca TNF receptor-associated
factor (TRAF), Interleukin-1 receptor-associated kinase (IRAK) si Nuclear factor-kappa B Essential
Modulator (NEMO) a fost analizata prin qPCR, iar rezultatele au pus in evidenta ca LPS-ul din E. coli a
exacerbat expresia genica a acestor proteine, sugerand caracterul inflamator al endotoxinei bacteriene
(Figura 3).
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Figura 3. Efect LPS si extract de reziduu mdr asupra expresiei genice a proteinelor de legdturd ale cdii de semnalizare a
rdspunsului inflamator (TRAF, IRAK, NEMO)

in figura 4 se poate observa de asemenea ci cele 2 concentratii de extract de reziduu de mar liofilizat
au avut capacitatea de a diminua efectul exacerbat activator al LPS-lui. Tntre proteinele de semnalizare
cu rol cheie in inflamatie si stres oxidativ se numara Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells (NF-kB), kinaza p-38 (MPK-p-38) care controleaza sinteza de citokine pro-inflamatoare
si supravietuirea celulara precum si Factorul nuclear eritroid 2 - factorul 2 (Nrf2) un regulator emergent
al rezistentei celulare la oxidanti. Ca si Tn cazul celorlalti markeri analizati prin qPCR rezultatele au
demonstrat activarea accentuata (over expression) semnificativ a expresiei genice a NF-kB si
diminuarea celei a Nrf2 (suppression) in celulele aflate sub actiunea LPS precum si capacitatea
compusilor bioactivi din extractul de mar de readuce catre nivelul controlului expresia celor doua gene
(Figura 4).
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Figura 4. Efect LPS si extract de reziduu de madrliofilizat asupra expresiei genice a proteinelor cheie ale cdii de
semnalizare a inflamatiei (NF-kB, Nrf2, P-38)

Citokine pro-inflamatoare. Activarea NF-kB va duce implicit la sinteza de mediatori ai raspunsului
inflamator ca de exemplu citokinele/interleukinele (IL), factorul de necrozi tumoral3 (TNF-a) etc. Intr-
adevar, expresia genica a unor citokine pro-inflamatoare (IL-1B, TNF-qa, IL-8) analizata prin qPCR a
crescut Tn celulele activate cu LPS comparativ cu celulele netratate control (Figura 5).

Alaturi de expresia genica, prin tehnica ELISA a fost determinata concentratia de proteina a citokinelor
pro-inflamatoare pentru a valida daca sinteza acestora a fost completa, transcriere-translatie-sinteza.
Rezultatele au confirmat si au fost similare cu cele obtinute prin qPCR. Rezultate similare au fost
obtinute pentru activitatea enzimatica (Figura 6).

TNF-a IL-1B
2,50 160
200 140
120
1500 1,00
0,80
1 0,60
o,
050 MO
020
000 0,00
Contral LPSEM 15 LPSEM 50 Contral LPSEM 25 LPSEM 50
IL-8
3,00
150
2,00
sl
1,00
- I
0,00
Contral LPSEM 25 LPSEM 50

Figura 5. Efect LPS si extract de mar asupra expresie genice a citakinelor pro-inflamatoare (TNF-a, IL-16 si IL-
8)
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Figura 6. Efect LPS si extract de mdr asupra concetratiei de citokine pro-inflamatoare (IL-18, IL-8)

Markeri ai rdspunsului antioxidant. Inhibarea Nrf2 a avut drept consecinta suprimarea expresiei

genice a enzimelor antioxidante care au rol in diminuarea stresului oxidativ a caror activitate o regleaza

(Figura 7).
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Figura 7. Efect LPS si extract de mdr asupra expresie genice a enzimelor antioxidante (SOD, CAT, GPx)

Toate aceste rezultate demonstreaza ca extractul de mar prin compusii pe care 1i contine in special
compusii polifenolici a atenuat efectele negative produse de E.coli-LPS asupra integritatii epiteliale si
inflamatiei regland catre nivelul controlului expresia markerilor implicati in aceste procese.



