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NIVO ANTI-VIP/GP120 ANTITELA KOD AKTIVNIH
SPORTISTA, PACIJENATA SA MALIGNIM BOLESTIMA 1
PACIJENATA SA HIV INFEKCIJOM

Rezime

Vazoaktivni intestinalni peptid (VIP) ima brojne bioloske uloge u organizmu,
deluje kao imunomodulator, vazodilatator, bronhodilatator, neurotransmiter i
regulator genske ekspresije. VIP takode ima vaznu ulogu u kancerogenezi
malignih oboljenja, jer deluje kao faktor rasta za celije karcinoma dojke i
prostate, koje na svojoj povrSini eksprimiraju veliki broj VPAC1 receptora.
Obzirom na uceS¢e VIP-a u brojnim biohemijskim procesima u organizmu,
njegov nivo u u cirkulaciji je pod strogom fizioloSkom kontrolom, koja se
ostvarje posredstvom prirodnih anti-VIP autoantitela.

Ustanovljeno je da pacijenti inficirani HIV-om imaju poviSen nivo
neutraliSu¢ih anti-VIP/gp120 antitela u asimptomatskoj fazi bolesti. Anti-
VIP/gp120 antitela usporavaju progresiju sindroma stecene imunodeficijencije
(SIDE) i predstavljaju poslednju liniju odbrane organizma u HIV infekciji. NTM
peptid iz konzerviranog C2 domena glikoproteina gpi120 HIV virusa sadrzi
epitop koji vezuje anti-VIP/gp120 antitela i ima visok stepen strukturne i
informacione sli¢nosti sa VIP-om. NTM sadrzi aminokiselinski motiv FTD (Phe-
Thr-Asp), koji je ukljuéen u direktnu interakciju VIP-a sa VPAC1 receptorima.
Ovaj domen glikoproteina gp120 ima strukturnu sli¢nost i sa drugim humanim
proteinima ukljuc¢ujudi i imunoglobuline, zbog ¢ega ga imuni sistem prepoznaje
kao sopstveni antigen. Molekularna mimikrija izmedu glikoproteina gp120 i
ljudskih proteina osnovna je prepreka u dizajniranju vakcine, koja bi omogudila
povecanu produkciju anti-VIP/gp120 antitela. Fizicka aktivnost pove¢ava nivo
VIP-a u cirkulaciji, sto za posledicu ima i porast anti-VIP/gp120 antitela i
predstavlja jedini stimulans za produkciju ovih prirodnih autoantitela.

Populacione i klinicke studije potvrdile su pozitivne efekte, koje fizicka
aktivnost ima u prevenciji nastanka tumora dojke i prostate, ali i u sprecavanju
pojave recidiva u fazi remisije bolesti. Molekularni mehanizmi na kojima se

zasniva protektivno delovanje fizicke aktivnosti joS uvek su nepoznati. Polazeci



od ¢injenice da profesionalni sportisti i osobe inficirane HIV-om, kod kojih je
nivo anti-VIP/gp120 antitela poviSen, imaju smanjen rizik od nastanka
karcinoma dojke i prostate u poredenju sa opstom populacijom, moze se
pretpostaviti da ova antitela igraju znacajnu ulogu u prevenciji ovih bolesti.

Odredivanje anti-VIP/gp120 antitela pre i 30 minuta nakon fizicke
aktivnosti u grupi vaterpolista, potvrdilo je da fizicka aktivnost dovodi do
porasta anti-VIP/gp120 antitela. Sa druge strane pokazano je da aktivni
sportisti imaju statisticki znacajno visi nivo anti-VIP/gp120 antitela u odnosu
na zdravu fizicki neaktivhu populaciju. Za detekciju anti-VIP/gp120 antitela
koris¢en je NTM1 peptid. Ovaj peptid sa¢injen od 8 aminokiselina, znatno je
kraéi od ranije koriS¢enog NTM peptida za detekciju anti-VIP/gp120 antitela i
predstavlja najmanji segment strukturne i informacione sli¢nosti izmedu VIP-a i
NTM peptida.

Ranija istrazivanja su pokazala da je za direktnu interakciju VIP-a sa
VPAC1 receptorom odgovoran FTD motiv, koji se nalazi unutar NTM1 peptida
za koga se vezuju neutraliSu¢a anti-VIP/gp120 antitela. Navedeni podaci
sugeriSu da su anti-VIP/gp120 antitela antagonisti VPAC1 recetora i
predstavljaju vaznu kariku izmedu fizicke aktivnosti i prevencije nastanka
karcinoma dojke i prostate, na koju ukazuju brojne klinicke i epidemioloske
studije. Odredivanje anti-VIP/gp120 antitela u grupi pacijenata obolelih od
karcinoma dojke i prostate, potvrdilo je da postoji snizen nivo anti-VIP/gp120
antitela kod ove grupe pacijenata, Sto potencira delovanje VIP-a kao faktora
rasta i proangiogenog faktora u ovim malignim bolestima.

Istrazivanje prikazano u ovom radu nedvosmisleno ukazuje da fizicka
aktivnost dovodi do porasta anti-VIP/gp120 antitela, kao i da aktivni sportisti
imaju statisticki znacajno visi nivo anti-VIP/gp120 antitela u cirkulaciji u
odnosu na zdravu fizi¢ki neaktivnu populaciju. Takode, potvrdeni su rezultati
ranijih istrazivanja prema kojima HIV pozitivni pacijenti imaju povisen nivo
anti-VIP/gp120 antitela, ali i da se epitop za ova prirodna autoantitela nalazi
unutar NTM1 peptida.

Na osnovu rezultata prikazanih u ovom radu moze se zakljuditi da fizicko
vezbanje predstavlja prirodan, neskodljiv i svima dostupan nacin prevencije

karcinoma dojke i prostate. Istovremeno vezbanje treba da bude sastavni deo



terapije HIV pozitivnih pacijenata u cilju poboljSanja kvaliteta zivota i

usporavanja progresije bolesti.

Kljucne reci: Anti-VIP/gp120 antitela, vazoaktivni intestinalni peptid, fizicka
aktivnost, prevencija, karcinom dojke, karcinom prostate, HIV infekcija.
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ANTI-VIP/GP120 ANTIBODIES IN ATHLETES, CANCER
PATIENTS AND PATIENTS WITH HIV INFECTION

Abstract

VIP is pleiotropic peptide exerting a wide range of biological activities,
such as pulmonary and coronary vasodilatation, bronchodilation, anti-
inflammatory effects, immunomodulatory effects and regulation of gene
expression. Also, VIP plays an important role in pathogenesis of breast and
prostate cancer acting as an autocrine growth factor which up regulates the
expression of vascular endothelial cell growth factor in cancer cells, carrying a
large number of VPAC1 receptors on the cell surface. Involvement of VIP in
numerous biochemical processes in the organism requires strong control of its
level in the circulation, which is performed by natural anti-VIP antibodies.
Therefore, it is reasonable to expect that the natural autoantibodies controlling
VIP have an important protective role against breast and prostate cancer.

Increased level of neutralizing anti-VIP/gp120 antibodies has been
documented in HIV patients in its asymptomatic phase of disease. The studies
indicate that anti-VIP/gp120 antibodies slow down AIDS progression and
represent the last line of defense against the disease progression. The anti-
VIP/gp120 antibodies bind to NTM peptide from the conserved C2 domain of
the HIV glycoprotein gp120. The NTM peptide has high level of structural and
informational similarities with VIP and encompasses the structural motif FTD
(Phe-Thr-Asp), which is involved in direct interaction between VIP and VPAC1
receptor. Due to structural similarity between the C2 domain of the glycoprotein
gp120 and other human proteins, including immunoglobulins, the immune
system recognizes it as a self antigen. As a result of this molecular mimicry
between the gp120 and host proteins, anti-VIP/gp120 antibodies cannot be
induced with vaccination. The physical activity elicits anti-VIP/gp120 antibodies
by increasing the level of VIP in circulation and therefore, represents the unique
stimulus for production of these natural autoantibodies.

Epidemiological and clinical studies confirmed positive effects of physical
activity in prevention of breast and prostate cancer. Molecular mechanisms

involved in protective role of physical activity are still elusive. Nevertheless, the



fact that professional athletes and HIV-infected patients with increased level of
anti-VIP/gp120 antibodies have lower incidence of breast and prostate cancer
comparing to general population, indicates that these antibodies have
significant role in prevention of these diseases.

Investigation of the level of anti-VIP/gp120 antibodies 30 minutes after
physical activity in the group of waterpolo players showed increase in level of
these antibodies due to the physical activity. Also, it has been demonstrated that
active athletes have significantly higher level of anti-VIP/gp120 antibodies
comparing to healthy physically inactive population. For investigation of the
level of anti-VIP/gp120 antibodies in serum, the ELISA immuno assay based on
NTM1 peptide was developed. NTM1 peptide, encompassing only 8 residues, is
significantly shorter than previously used NTM peptide and represents its
shortest segment resembling structural and informational properties of VIP.

Earlier studies showed that FTD sequence is involved in direct
interaction between VIP and VPAC1 receptor. This sequence is located within
the epitope of neutralizing anti-VIP/gp120 antibodies in NTM1 peptide. This
suggests that anti-VIP/gp120 antibodies act as antagonists of VPAC1 receptor
and represents important link between physical activity and prevention of
breast and prostate cancer. Determination of the level of anti-VIP/gp120
antibodies in the group of patients with breast and prostate cancer showed
decrease in level of anti-VIP/gp120 antibodies in this group of patients. This
suggests that VIP acts as a growth factor, as well as proangiogenog factor in
tumor cells binding to VPAC1 receptors which are expressed on their surface.

Results of this study unequivocally show that physical activity leads to
increase in the level of anti-VIP/gp120 antibodies and that active athletes have
significantly higher level of these natural antibodies in comparison to healthy,
physically inactive, population. Also, results of previous studies demonstrating
an increased level of anti-VIP/gp120 antibodies in HIV patients and interaction
between these natural antibodies with NTM1 peptide, have been confirmed.

Based on the results presented in this study, it can be concluded that
physical exercise represents natural, safe and widely available prevention for
breast and prostate cancer and also that physical exercise should be integrated
as a part of therapy for HIV patients, which could slow-down of disease

progression and improves the general life quality of patient.
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SKRACENICE
ADP - adenozin difosfat (engl. adenosine diphosphate, ADP)

ATCH - adenokortikotropni hormon (engl. adrenocorticotropic hormone,
ATCH)

ATP - adenozin trifosfat (engl. adenosine-5'-triphosphate, ATP)
BMI - indeks telesne tezine (engl. body mass index, BMI)

BSA - govedi serumski albumin (engl. bovine serum albumin, BSA)

cAMP - cikliéni adenozinmonofosfat (engl. cyclic adenosine monophosphate,
cAMP)

CCRj5 - C-C hemokinski receptor tip 5 (engl. C-C chemokine receptor type 5,
CCR5)

CD - klaster diferencijacija (engl. cluster of differentiation, CD)

¢DNK - komplementarna dezoksiribonukleinska kiselina (engl. complementary
DNA, cDNA)

COX - ciklooksigenaza (engl. cyclooxygenase, COX)

CXCR4 - C-X-C hemokinski receptor tip 4 (engl. C-X-C chemokine receptor
type 4, CXCR4)

CV - koeficijent varijacije (engl. coefficient of variation, CV)
DHEA - dehidroepiandrosteron (engl. dehydroepiandrosterone, DHEA)

EGFR - receptor epidermalnog faktora rasta (engl. epidermal growth factor
receptor, EGFR)

ELISA - enzimski imunosorbent test (engl. enzyme-linked immunosorbent
assay, ELISA)

FTD motiv - niz aminokiselina Phe-Thr-Asp

HAART - visoko aktivha antiretrovirusna terapija (engl. highly active
antiretroviral therapy, HAART)

HERZ2 - receptor humanog epidermalnog faktora rasta (engl. human epidermal
growth factor receptor 2, HER2)


http://en.wikipedia.org/wiki/Cyclic_adenosine_monophosphate

HIV - virus humane imunodeficijencije (engl. human immunodeficiency virus,
HIV)

IL - interleukin (engl. interleukin, IL)

ISM - metod informacionih spektara (engl. informational spectrum method,
ISM)

LTNP - spori progresori (engl. Long-term nonprogressors, LTNP)
0.D. - opticka gustina (engl. optical density, O.D.)

PKA - protein kinaza A (engl. protein kinase A, PKA)

RNK - ribonukleinska kiselina (engl. ribonucleic acid, RNA)

SIDA - sindrom stecene imunodeficijencije (engl. acquired immunodeficiency
syndrome, AIDS)

SOC - sekvencijalni oligopeptidni nosac (engl. sequential oligopeptide carriers,
SOC)

TNF - tumor nekrozis faktor (engl. tumor necrosis factors)

VEGEF - vaskularni endotelijalni faktor rasta (engl. vascular endothelial growth
factor, VEGF)

VIP - vazoaktivni intestinalni peptid (engl. vasoactive intestinal peptide, VIP)

VPAC - receptor za vazoaktivni intestinalni peptid
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1. UVOD
1.1.Vazoaktivni intestinalni peptid

Vazoaktivni intestinalni peptid prvi put je izolovan 1960. godine iz
zdravog tkiva pluca i tom prilikom je ustanovljeno da uzrokuje produzenu
perifernu vazodilataciju i relaksaciju glatke muskulature, zbog ¢ega je inicijano
nazvan vazoinhibitorni peptid. Medutim, kasnije je ustanovljeno da ovaj peptid
uzrokuje mnogo izrazeniju vazodilataciju iz wuzorka ekstrahovanog iz
duodenalnog sadrzaja i dodeljeno mu je danas prihvaéeno ime vazoaktivni
intestinalni peptid (VIP) [1]. VIP je peptid od 28 aminokiselina i pripada grupi
neuropeptida u koju se takode svrstavaju sekretin i glukagon (gastrointestinalni
hormoni). Prekursor u sintezi VIP-a je prepro-VIP molekul saéinjen od 170
aminokiselina, koji se metaboliSe do pro-VIP molekula (148 aminokiselina) i
konacno do VIP molekula (28 aminokiselina) [2].

Primarna struktura VIP-a je:

His-Ser-Asp-Ala-Val-Phe-Thr-Asp-Asn-Tyr-Thr-Arg-Leu-Arg-
Lys-GIn-Met-Ala-Val-Lys-Lys-Tyr-Leu-Asn-Ser-Ile-Leu-Asn-NH2
i u daljem tekstu bice prikazana slovnim oznakama aminokiselina :

HSDAVFITDNYTRLRKQMAVKKYLNSILN

VIP se sintetiSe u hipotalamusu, crevima i pankreasu, a deluje kao
viSefunkcionalni hormon, koji reguliSe fukciju velikog broja razlicitih ¢elija i
sistema organa u organizmu. Medu najvaznijim ulogama VIP-a su one u:

e centralnom nervnom sistemu, gde ucestvuje u regulaciji rada hipofize,
stimulaciji oslobadanja prolaktina, ATCH i vazopresina, kao i u regulaciji
cirkardijalnog ritma, regulaciji stresa, uenju i memoriji;

e perifernom nervnom sistemu, gde je ukljuen u sekreciju insulina od
strane pankreasa i sekreciju kateholamina iz nadbubrezne zlezde [3];

e sistemu organa za varenje, gde indukuje relaksaciju glatkih misica,
stimuliSe izlu¢ivanje vode u pankreasni sok i zué, inhibira izluc¢ivanje zZeludacne
kiseline. U crevima VIP stimuliSe izlu¢ivanje vode, stimuliSe kontrakciju glatkih
misSi¢éa u zidu creva, pospesuje dilataciju perifernih krvnih sudova i pankresnu
sekreciju bikarbonata, a takode inhibira gastrinom-stimulisanu sekreciju

zeludacne kiseline [4].
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Jedna grupa istrazivaca VIP svrstava u citokine, s obzirom da ga sintetiSu
pomoc¢nicki Th2 limfociti i da utice autokrino i parakrino na imuni sistem. U
prilog ovoj klasifikaciji VIP-a ide i ¢injenica da se VIP oslobada iz neurona, c¢iji
su zavrSeci prisutni u limfnim organima i na taj nacin direktno ucestvuje u

imunom odgovoru [5].

1.1.1. Receptori vazoaktivnog intestinalnog peptida

Biolosku ulogu VIP ostvaruje posredstvom receptora, koji su prema
medunarodnoj uniji za bazi¢nu i klinicku farmakologiju, oznaceni kao receptori
vazoaktivnog intestinalnog peptida (VPAC receptori). VPAC receptori pripadaju
grupi GPCR receptora (engl. G protein-coupled receptor).

Dva glavna VIP-ova receptora su VPAC1i VPAC2. Ova dva proteina imaju
medusobno veoma malu sli¢nost na nivou primarnih struktura (homologija je

<50%), a razlikuju se i po distribuciji u tkivima:

e VPAC1 receptori su prisutni u CNS, dojkama, bubrezima, jetri, plu¢ima,
prostati, slezini i mukozi gastrointestinalnog trakta. U imunom sistemu
VPAC1 receptori su prisutni u T ¢elijama, monocitima i makrofagama.

e VPAC2 receptori su eksprimirani u CNS, u srzi nadbubrezne zlezde,
krvnim sudovima, plu¢ima, pankreasu, glatkim miSi¢ima i tiroidnoj
Zlezdi. U imunom sistemu prisutni su na aktiviranim T limfocitima i

makrofagama.

Vezivanje VIP-a za VPAC receptore uzrokuje konformacione promene
receptora, koje dovode do promena i na citoplazmatskim domenima, sto dalje
ima za posledicu razgradnju heteroproteinskog kompleksa sac¢injenog od tri
subjedinice [3].

VPAC receptori su prvenstveno vezani za Gas subjedinicu, koja dovodi do
aktivacije adenilat-ciklaze i povetanja sinteze cAMP. Intracelularna akumulacija
cAMP aktivira protein-kinazu A (PKA) i tako pokre¢e unutrasnji signalni put,
koji dovodi do ¢elijske proliferacije i diferencijacije (uloga VIP-a kao faktora
rasta) [6]. Aktivacija PKA takode uzrokuje i aktivaciju signalnih puteva
transkripcionih faktora, Sto rezultuje povetanom sintezom antiinflamatornih
citokina i smanjenom sintezom proinflamatornih citokina (antiinflamatorna

aktivnost VIP-a) [7].



Nekoliko studija ukazuju da se vezivanjem za Gai, Gaq, ili Gaue
subjedinice aktivira fosfolipaza C (PLC) i povecava intracelularna koncentracija
kalcijuma. Detaljan mehanizam, kojim VIP dovodi do povecanja intracelularnog
kalcijuma jo$ nije poznat. Jedino je dokazano da su razli¢iti mehanizmi
povezani sa aktivacijom VPAC1 i VPAC2, koja dovodi do povectanja

intracelularnog kalcijuma (Slika 1) [3].

PKA  PKC | el

Slika 1. Signalni putevi povezani sa aktivacijom VPAC receptora. AC-adenilat
ciklaza, cAMP- cikli¢cni adenozin-monofosfat, PKA- protein-kinaza A, PKC
protein-kinaza C, PLC-fosfolipaza C, DAG-diacilglicerol, IP3- inozitol 1,4,5-

trifosfat

U cilju dizajniranja aktivnih mimetika VIP-a (agonista i antagonista), koji
bi se mogli koristiti u terapijske svrhe, odreden je deo primarne strukture VIP-a,
koja je klju¢na za interakciju sa receptorima VPAC1 i VPAC2. Koriste¢i metod
sukcesivne zamene pojedina¢nih aminokiselina alaninom i desno orijentisanim
aminokiselinama u primarnoj strukturi VIP-a, Igarashi i saradnici su pokazali

sledece :
1. aminokiseline kljuc¢ne za vezivanje VIP-a za receptor VPAC1 su [8]:

Phe¢, Thr7, Asp8 na NH2-kraju

Val9, Lys21, Thr22, Ile26 na COOH-kraju molekula.



Navedeni autori su pokazali da na afinitet vezivanja VIP-a za VPAC1 receptor u

najvetoj meri utice zamena Phe sa Ala na poziciji 6 , §to smanjuje afiniteta za

vise od 1000 puta:

2. prostorna orijentacija bo¢nih nizova aminokiselina veoma je znacajna za
vezivanje VIP-a za VPAC2. Zamene levo orjentisanih aminokiselina sa
desno orjentisanim aminokiselinama na slede¢im pozicijama u strukturi

VIP-a, znac¢ajno smanjuje vezivanje VIP-a za receptor VPAC2 [9]:

D-Phet, D-Thr7, D-Asp8, D-Tyrt°,D-Thrt, D-Arg4, D-Lys'5, D-Met7, D-
Val9, D-Lys21, D-Tyr22 i D-Ile26

Iz rezultata funkcionalnog mapiranja VIP-a, izveden je zaklju¢ak da FTD motiv,
na poziciji 6 — 8 VIP-a, predstavlja najduzi kontinuirani deo primarne
strukture, koji ucestvuje u hemijskom vezivanju VIP-a za receptore VPAC1
(Slika 2), kao i da amino kiselina Phe® ima kljuénu ulogu u vezivanju za oba

receptora.

1 5 10 15 20 25
HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSILN

Slika 2. (a) Pozicija FTD aminokiselina u primarnoj strukturi VIP-a;
(b) Pozicija FTD aminokiselina u 3D strukturi VIP-a (oznacena je crnim
kvadratom); (e) Direktan kontakt FTD aminokiselina sa receptorom VPAC1 u
kompleksu VIP/VPAC1 [10] .
Na N-terminalnom delu VPAC1 receptora, koji obuhvata aminokiseline
8-117 (pozicije odgovaraju nematuriranom proteinu u koji je ukljucen signalni
peptid) oznacéene su aminokiseline koje su odgovorne za interakciju VIP-a sa
4



VPAC1 receptorom. Na slici 3. jasno su naglasene aminokiseline W67, D68,
W73 i G109 u nematuriranom proteinu (W37, D38, W43 i G79 u proteinu bez
signalnog peptida) za koje je dokazano da ucestvuju u direktnom vezivanju
VIP-a za VPAC1 receptor [11].

W73

Slika 3. 3D struktura N-terminalnog dela VPAC1 receptora

Podaci o 3D strukturi VPAC2 receptora nisu dostupni u bazi proteinskih

struktura.

1.1.2.Uloge VIP-a u imunom sistemu

VIP je snazan imunomodulator koji uti¢e na ¢itav niz vaznih komponenti
imunog sistema: pokretljivost limfocita i magrofaga, fagocitozu, proliferativni
odgovor limfocita, produkciju citokina i imunoglobulina, kao i aktivnost NK
éelija [12]. Cinjenica da se na povrsini limfocita nalaze razli¢iti receptori za
peptide koji ulaze wu satav prepro-VIP molekula, sugeriSe vaznu
imunomodulatornu ulogu VIP-a[13].  VIP vezivanjem za specifi¢ne receptore
(VPAC1, VPAC2) inhibira sintezu proinflamatornih molekula: TNFa, IL-6, azot-
monoksida (NO), hemokina i IL-12. Indirektno preko IL-12 VIP inhibira sintezu
IFNy od strane antigen stimulisanih pomo¢nickih Th ¢elija. StimuliSe sintezu
antiinflamatornog citokina IL-10. VIP smanjuje ekspresiju kostimulatornih
molekula B7.1 i B7.2 na makrofagama i tako sprecava pokretanje proliferacije

pomocnickih Th ¢elija (Slika 4) [14].



VIP utice na sintezu IL-2 i IL-4 u CD4 T ¢elijama. Produkcija IL-2 je
regulisana VIP-om na transkripcionom nivou, putem inhibicije sinteze IL-2
mRNK, dok je produkcija IL-4 modulisana na posttranskripcionom nivou [15].
Pretpostavlja se da VIP, inhibirajuéi sintezu IL-2 i IL-4, uti¢e na razvoj T celija u
timusu [16]. Imunomodulatorne osobine VIP-a imaju vaznu ulogu u razvoju
autoimunih bolesti: Parkinsonove i Alchajmerove bolesti, reumatoidnog

artritisa i multiple skleroze [17].

@ Proinflamantorni citokini

ﬁ Antiinflamantorni citokini

Slika 4. Uticaj VIP-a na sintezu proinflamatornih i antiinflamatornih citokina

1.1.3. Uloge vazoaktivhog intestinalnog peptida u infekciji HIV-1

virusom

Ustanovljeno je da postoji strukturna i informaciona slicnost izmedu
glikoproteina gp120 virusa HIV-1 sa VIP-om. Ova prirodna mimikrija dva
proteina omogucava interakciju proteina gp120 sa VPAC receptorima i njihovo
aktivno ucéesce u HIV infekciji [18].

Virus humane imunodeficijencije (HIV) je retrovirus koji uzrokuje
sindrom steCene imunodeficijencije (SIDA), stanje u kome imuni sistem
postepeno slabi dovodeci do po zivot opasnih oportunistickih infekcija. Infekcija
¢elije domacina HIV virusom i replikacija virusa odvija se kroz nekoliko koraka,

koji su prikazani na Slici 5.


http://hr.wikipedia.org/w/index.php?title=Retrovirus&action=edit&redlink=1
http://hr.wikipedia.org/wiki/AIDS
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Slika 5. Ciklus replikacije HIV virusa

The National Institute of Allergy and Infectious Diseases (www.niaid.nih.gov)

Dva glavna parametra koja se prate kod pacijenata zarazenim HIV
virusom, a koja nam govore o napredovanju bolesti su: broj virusnih kopija/ml
(eng.viral load) i broj CD4 ¢elija. Kada je broj CD4 c¢elija visok, broj virusnih
kopija/ml je obi¢no mali. Ako broj CD4 ¢elija padne ispod 350/uL ukljuéuje se
antiretroviralna terapija, koja ima za cilj povec¢anje broja CD4 ¢elija i pad broja
virusnih kopija/ml.

Glikoprotein gp120, prisutan je na povrsini HIV virusa i odgovoran je za
ulazak virusa u ¢eliju, jer ima kljuénu ulogu u interakciji virusa sa receptorima
na povrSini Celije. Naziv "gp120" ovog glikoproteina potice od njegove

molekularne teZine, koja iznosi 120 kDa. Konzervirani region proteina gp120
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odgovoran je za interakciju HIV virusa sa CD4 receptorom na pomoc¢nic¢kim Th

limfocitima [19].

Slika 6. Interakcija glikoproteina gp120 i CD4 receptora
Yost R, Pasquale TR, Sahloff EG. Maraviroc: a coreceptor CCR5 antagonist for management of
HIV infection. Am J Health Syst Pharm 2009; 66 : 715-726.

Epitop unutar C-terminalnog kraja drugog konzerviranog regiona
glikoproteina gp120, koji obuhvata amino kiseline 280 - 236
(RSANFTDNAKTIIVQLNESVEINCTRP) oznacen je kao C2 peptid. Unutar C2
peptida selektovan je deo, tzv. NTM peptid (RSANFTDNAKTIIVQLNESVEIN),
koji je strukturno i informaciono slican sa delom VIP-a. NTM peptid ukljucuje
FTD strukturni motiv VIP-a, koji ucestvuje u direktnoj interakciji VIP-a i VPAC1

receptora [20].
C2 peptid RSANFTDNAKTIIVQLNESVEINCTRP
NTM peptid RSANFTDNAKTIIVQLNESVEIN

Strukturna i informaciona sli¢nost izmedu glikoprotein gp120 i VIP-a
omogucava intereakciju gp120 sa VPAC1 i VPAC2 receptorima na povrsini CD4
celija. Prema predlozenom mehanizmu HIV ne koristi VPAC1 receptore da bi
inficirao ¢eliju, ve¢ da bi pospesio integraciju virusne cDNK u genom domacdina
[18].


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yost%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19336831
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pasquale%20TR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19336831
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sahloff%20EG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19336831
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19336831

Pretpostavlja se da je za integraciju virusne DNK znacajna aktivacija tirozin
kinaze [21], koja fosforiliSe tirozin u matriksnom proteinu HIV-a, ¢ime
omogucava formiranje preintegrativnog kompleksa [22,23].

Vezivanje virusa za CD4 receptore i koreceptore CCR5 i CXCR4
omogucava spajanje virusa sa cCelijskom membranom i translokaciju HIV
proteina i virusne RNK u ciljnu ¢eliju. Reverzna transkriptaza konvertuje RNK u
komplementarnu DNK (cDNK), koja gradi preintegrativni kompleks sa
fosforilisanim matriksnim proteinom (p17), integrazom i virusnim proteinom R
(Vpr). Za fosforilaciju matriksnog proteina p17, odgovorna je tirozin kinaza, koja
se aktivira u signalnom putu. Aktivaciju tirozin kinaze pokrete vezivanje
prirodnih liganda sekretina, VIP-a ili gp120 za VPAC1 receptor. Formirani
preintegrativni kompleks omoguéava transport virusne ¢cDNK u jedro i
formiranje 2-LTR-cirkularne DNK, koja se ugraduje u genom domacina
(Slika 7).

e
(/ VPACB
N-emy VP1 .

W

Aktivacija
tirozin kinaze

Fosforilacija

cDNK
p Preintegrativni 4
kompleks

RNK £

Citoplazma

Integracija’cDNK HIV-a
u genom domacina

Slika 7. Predlozeni mehanizam formiranja preintegrativnog kompleksa u HIV
infekeiji, koji ukljuc¢uje VPAC1 receptore.

Donald R. Branch, Neuropeptide Receptors: Novel Targets for HIV/AIDS Therapeutics.
Pharmaceuticals 2011; 4: 485-493.



Stimulacija VPAC2 receptora od strane specifi¢nih agonista dovodi do
aktivacije tirozin-fosfataze, koja vrsi defosfataciju tirozina u matriksnom
proteinu i time inhibira formiranje preintegrativnhog kompleksa (Slika 8) [24].

Navedena istrazivanja sugeriSu da od aktivacije odgovarujéeg VIP-ovog
receptora zavisi formiranje preintegrativnog kompleksa, jer aktivacija VPAC1
receptora omogucéava ugradnju virusne cDNK u genom domacina, dok aktivacija
VPAC2 receptora onemogucava formiranje preintegrativnog kompleksa i time

sprecava ugradnju cDNK virusa u genom domacina.

VPAC2
HIV' lagonists v VPAC2
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tirozin fosfataze

Defosforilacija

RNK £D) cDNK w/  Inhibicija atriksnog
formiranja proteina
preintegrativhog

kompleksa Citoplazma

Inhibirana
integracija Jedro
cDNK HiIV-a

u genom domacina

Slika 8. Sematski prikaz uloge receptora VPAC2 u formiranju preintegrativnog

kompleksa
Donald R. Branch, Neuropeptide Receptors: Novel Targets for HIV/AIDS Therapeutics.
Pharmaceuticals 2011; 4: 485-493.

1.1.4. Uloga vazoaktivhog intestinalnog peptida u malignim

bolestima

Vazoaktivni intestinalni peptid ima vaznu ulogu u patogenezi karcinoma dojke i

prostate.
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VIP ucestvuje u:
e proliferaciji i diferencijaciji maligno transformisanih celija;
e procesu neoangiogeneze, odnosno procesu prosirivanja starih i stvaranja
novih krvnih sudova u podrucju u kome je doslo do nastanka tumora;

e interakciji sa drugim faktorima rizika za nastanak ovih karcinoma.
1.1.4.1.Uloga vazoaktivnog intestinalnog peptida u karcinomu dojke

Prema rezultatima Svetske zdravstvene organizacije, rak dojke je
najrasprostranjenija, ali i najsmrtonosnija vrsta karcinoma medu Zenama u
Evropi i svetu. Svake godine otkrije se oko milion novoobolelih Zena, a skoro
pola miliona Zena godisnje umire od ove bolesti. U Srbiji svake godine oboli oko
4.000 Zena, dok hiljadu i po svake godine umre od karcinoma dojke. Prognoza
bolesti i mortalitet zavisi od vrste karcinoma dojke, stadijuma bolesti, terapije i
razvijenosti zemlje (stepen prezivljvanja je veéi u razvijenim zapadnim
zemljama).

VIP i VPAC receptori ukljueni su u proliferaciju, prezivljavanje i
diferencijaciju ¢elija tumora dojke. VIP istovremeno utice na neke od faktora
rizika za nastanak karcinoma dojke (npr.telesnu tezinu). Ustanovljeno je da
postoji povetana gustina VPAC1 i VPAC2 receptora na tumorskim ¢elijama
karcinoma dojke u odnosu na zdravo tkivo dojke. Ekspresija velikog broja
VPAC1 receptora na povrSini tumorskih celija raka dojke sugerise da
VPAC1/cAMP sistem igra znac¢ajnu ulogu u patogenezi ove bolesti [25].

1) PredloZeni mehanizmi uloge VIP-a, kao faktora rasta za ¢elije karcinoma
dojke:

e Postoji zavisnost izmedu koncentracije VIP-a i indukovane
koli¢éine cAMP u celijama karcinoma dojke. Ustanovljeno je da
nanomolarne koncentracije VIP-a stimuliSu sintezu c-fos i c-mic
onkogena, kao i da primena VIP antagonista blokira rast

tumorskih celija [26].
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Slika 9. Signalni put VIP-a odgovoran za povetanu ekspresiju c-fos onkogena.

VIP vezivanjem za VPAC1 receptor, aktivira adenilat-ciklazu (AC) preko (Gs)

subjedinice receptora. Porast cAMP (ciklicnog adenozinmonofosfata) aktivira

protein-kinazu A (PKA), koja fosforiliSe CREB protein (eng. cAMP response

element-binding protein). CREB je ¢celijski transkripcioni faktor, koji regulise

transkripciju c-fos onkogena.

VIP deluje kao faktor rasta na cCelije raka dojke kroz
transaktivaciju i stimulaciju fosforilacije EGFR receptora i tirozin
kinaznog receptora HER2 (receptori humanog epidermalnog
faktora rasta). Porast HER2 receptora na malignim ¢elijama
udruZen je sa brzim tumorskim rastom, pove¢anim rizikom od
pojave recidiva posle hirurske intervencije, slabim odgovorom na
konvencionalnu hemioterapiju, hormonsku terapiju i krace
prezivljavanje. Vezivanjem VIP-a za VPAC receptore aktivira se
signalni put koji dovodi do transaktivacije faktora rasta EGFR i
receptora  HER2 [27]. Eksperimenti sa siRNA (engl.small-
interference  RNA) su pokazali da je za navedene procese
odgovoran VIP/VPAC1 signalni put i da antagonisti VIP-a koji se
vezu za receptor VPAC1 blokiraju ove procese zbog cega su

predlozeni kao potencijalni terapeutski agensi za rak dojke [28].
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2) VIP stimuliSe proliferaciju i diferencijaciju maligno transformisanih

¢elija karcinoma dojke.

e Nedavno je otkriveno da VIP stimuli$e translokaciju VPAC1 iz
plazma membrane u jedro, gde je ovaj receptor ukljucen u
diferencijaciju i proliferaciju ¢elija raka dojke [29].

e Povectan broj VPAC receptora na tumorskim ¢elijama direktno je
odgovoran za njihovu proliferaciju [30]. Na osnovu ovog rezultata,
predlozeno je da se receptor VPAC1 koristi kao dijagnosticki
marker i terapeutski target za rak dojke [31,32].

Podatak da maligne celije karcinoma dojke same sintetiSu znatno vece
kolicine VIP-a i VPAC receptora u odnosu na druga tkiva, pokrenulo je
razmatranje moguénosti primene analoga VIP-a obelezenih radionuklidima
(64Cu i 99mTc), kao markera za neinvazivno, rano otkrivanje tumorskih

promena uz pomo¢ PET kamera [33].

3) VIP-ov signalni put, takode je povezan sa povetanom ekspresijom i
lu¢enjem vaskularnog endotelijalnog faktora rasta (VEGF) u celijama
tumorskog tkiva S$to ukazuje na proangiogenu ulogu VIP-a u razvoju

karcinoma dojke [34].

4) Uticaj VIP na telesnu tezinu, kao faktora rizika za nastanak karcinoma
dojke
PoviSen BMI (eng. Body mass index) kod Zena u menopauzi povezan je sa
rizikom za nastanak karcinoma dojke. Primenom PBGW analize
(eng.Pathway-Based Genom-Wide), na uzorku od 1000 ispitanika,
analizirano je preko 500.000 polimorfizama i 963 signalna puta vezanih
za povecanje telesne tezine. Rezultat je pokazao da su signalni putevi
vezani za VIP najodgovorniji, kako za regulaciju BMI, tako i za i ukupan
sadrzaj masti u organizmu [35]. Ovaj uticaj se prvenstveno ostvaruje
preko VPAC2 receptora. Ustanovljeno je da postoji znacajno smanjenje
sinteze VIP kod gojaznih ljudi [36] kao i da je VIP ukljuéen u regulisanje

apetita (povecane koli¢ine VIP-a dovode do anoreksije) [37].
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1.1.4.2.Uloga vazoaktivhog intestinalnog peptida u karcinomu

prostate

Karcinom prostate se gotovo iskljuc¢ivo javlja kod muskaraca starijih od
40 godina. Kod polovine muskaraca, starih preko 70 godina, mogu se ustanoviti
karcinoma u muskoj populaciji. Globalno se nalazi na tre¢em mestu po
ucestalosti u svetu, a na drugom mestu po broju smrtnih ishoda, iza raka pluca.

U Srbiji se nalazi na drugom mestu po ucestalosti, iza raka debelog creva [38].

Istrazivanja su pokazala da je VPAC2 pretezno eksprimiran na zdravom
tkivu prostate, dok maligno transformisane celije dominantno eksprimiraju

receptor VPAC1 [39].

Glavne uloge VIP-a na razvoj karcinoma prostate:

1) VIP indukuje sintezu COX2 (ciklooksigenaze 2) u malignim ¢elijama
karcinoma prostate, proporcionalno stadijumu bolesti. Pove¢ana sinteza
COX2 u tumorskm tkivu tesno je povezana sa biohemijskim promenama,
prisustvom udaljenih metastaza i stepenom prezivljavanja (poveéana
ekspresija COX2 vezana je za visok stepen smrtnosti). Ustanovljeno je da
inhibicija sinteze COX2 moze da poboljsa efekte terapije zracenjem [40].
Najveéa produkcija COX2 stimulisana od strane VIP je u agresivnoj fazi
progresije karcinoma i od strane androgen nezavisnih tumorskih celija.
VIP preko VPAC1 receptora deluje na NFkB, omogucavajuéi odvajanje I-
kB subjedinice i translokaciju kompleksa p65/p50 u jedro. Kompleks
p65/p50 pokrece transkripciju gena za COX2 (Slika 10). Navedeni podaci
sugeriSu da bi COX2 mogao biti ciljni molekul preko koga bi se smanjio

uticaj VIP na progresiju karcinoma prostate [41].
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Slika 10. Aktivacija gena za COX-2 preko VPAC1 receptora

2) VIP ima autokrino delovanje na maligne c¢elije tumora prostate
posredstvom kinaza: ERK (eng.extracellular signal-regulated kinase) i
MEK (eng.mitogen-activated protein kinase), Sto ima za posledicu
aktivaciju intracelularnog androgenog receptora. Poznato je da androgeni
hormoni, preko intracelularnog androgenog receptora, modulisu gensku
ekspresiju u maligno transformisanim c¢elijama i imaju vaznu ulogu u
ranom stadijumu razvoja tumora prostate. VIP omogucava aktivaciju
intracelularnog androgenih receptora nezavisno od androgena i na taj

nacin direktno podstice rast tumorskog tkiva (Slika 11) [42].
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Slika 11. Aktivacija intracelularnog androgenog receptora posredstvom VIP
molekula. VIP vezivanjem za VPAC receptor, aktivira adenilat-ciklazu (AC)
preko (Gs) subjedinice. Porast cAMP (ciklicnog adenozinmonofosfata) aktivira
protein-kinazu A (PKA) i omogucéava fosforilaciju Src regulatornog
proteina (Src protein kinaza). Src protein fosforiliSe Rap 1 (malu GTPazu,
mali citozolni molekul) koji ima vaznu ulogu u prenosu signala i koji pokrece
Raf/MEK/ERK signalni put i vezivanje AR (androgenog receptora) za ARE
(engl. androgen response element), ¢ime je omogucena transkripcija gena i

¢elijski rast, nezavisno od prisustva androgenih molekula.

3) VIP ima proangiogeni potencijal kod razvoja tumora prostate, jer
stimuliSe sekreciju vaskularnog endotelijalnog faktora rasta (VEGF). VIP
indukuje transkripciju VEGF gena posredstvom VPAC1 receptora. VEGF
deluje autokrino i parakrino, omogucéavaju¢i rast maligno
transformisanih ¢elija i neovaskularizaciju tumorskog tkiva, ¢ime se
olaksava Sirenje malignih ¢elija do udaljenih organa i tkiva [43].
Neovaskularizacija, zbog sporog protoka plazme kroz novoformirane
krvne sudove, dovodi do razvoja hipoksije. Sa jedne strane, hipoksija
stimuliSe povecanu sintezu VIP-a u ¢elijama tumora prostate, a sa druge
strane aktivira hipoksija-induktivni faktor (HIF-1), koji pokrece

ekspresiju VEGF gena i omogucava dalju vaskularizaciju tumorskog
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tkiva. HIF-1 molekul izgraden je od dve subjedinice: a i f. HIFia
subjedinica je smestena u citoplazmi i u nehipoksi¢nim uslovima ona je
prisutna u malim koli¢inama, jer se razgraduje od strane proteozoma. U
uslovima hipoksije, hidroliza HIF1a subjedinice je inhibirana, sto dovodi
do akumulacije navedenog molekula u citoplazmi. HIF1a subjedinica
prelazi u jedro, vezuje se za HIF13 i omogucava transkripciju VEGF gena.
VIP u uslovima hipoksije ne stimuliSe transkripciju HIF1 gena, veé
povecava translokaciju HIF1a iz citoplazme u jedro. S obzirom da VIP ne
moduliSe efekte inhibitora HIF1a, smatra se da je njegovo dejstvo

indirektno (Slika 12) [44].
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Slika 12. Uticaj hipoksije i VIP-a na transkripciju VEGF gena i angiogenezu.

U prisustvu kiseonika VHL protein (engl.von Hippel Lindau tumor suppressor
protein) omogucéava ubikvitizaciju HIFia subjedinice ubikvitinom (UB).
Ubikvitinacija je proces post-translacijske modifikacije proteina, koja nastaje
povezivanjem jednog ili viSe ubikvitinskih monomera, preko kovalentne veze.
Najznacajnija uloga ubikvitina je oznacavanje oproteina koji ¢e se razgraditi u
proteazomu. U hipoksi¢nim uslovima i pod uticajem VIP molekula HIF1a
subjedinica prelazi iz citoplazme u jedro i omogucava transkripciju gena za
VEGF (vaskularni endotelijalni faktor rasta) i pokre¢e VEGF molekulom

stimulisanu angiogenezu.
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4) VIP sprecava apoptozu celija karcinoma prostate kroz fosforilaciju BAD
proteina, koji ima znacajnu ulogu u kompleksnom procesu apoptoze. BAD
protein se visokim afinitetom vezuje za Bcl-XL antiapoptoticki protein
(protein iz familije Bcl-2 proteina) na membrani mitohondrija i pokreée
apoptozu. VIP indukuje fosforilaciju BAD proteina na poziciji Seri112,
aktivacijom VPAC1 i PKA. U fosforilaciji BAD proteina na poziciji Ser112 i
Ser136 ucestvuje i EGF (epidermalni faktor rasta) posredstvom Ras
proteina. Fosforilacija BAD proteina na poziciji Ser112 ,Ser136 ili na obe
pozicije omogucava interakciju BAD proteina sa 14-3-3 proteinom i
zadrzavanje BAD proteina u citoplazmi, ¢ime je onemoguceno njegovo
vezivanje za Bcl-XL protein na membrani mitohondrija, oslobadanje

citohroma c, pokretanje kaspaza i apoptoze (Slika 13) [45].

Plazma membrana

Citoplazma

Slika 13. Uticaj VIP-a na produzen celijski rast
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1.2. Anti-VIP autoantitela

S obzirom na imunomodulatornu aktivnost VIP-a, kao i Sirok spektar
bioloskih uloga VIP molekula, jasno je da ovaj multifunkcionalni peptid mora
biti pod strogom kontrolom u organizmu. Osnovnu ulogu u kontroli nivoa VIP u
cirkulaciji imaju anti-VIP autoantitela.

Rezultati dva nezavisna istrazivanja ukazuju da postoje dve vrste anti-
VIP antitela: kataliticka i neutraliSuca antitela.

Paul i saradnici su pokazali da po zavrsetku fizicke aktivnosti, dolazi do
porasta anti-VIP antitela u cirkulaciji. Uloga ovih antitela je uklanjanje viska
VIP-a sintetisanog u toku fizicke aktivnosti [46,47]. Anti-VIP antitela, koja su
izucavali Paul i saradnici spadaju u grupu kataliti¢kih antitela, koja deluju kao
enzimi. Navedena antitela predstavljaju VIP-aze, vezuju se za C-terminalni deo
VIP-a i vrSe njegovu proteolizu, tako sto seku peptid izmedu aminokiselina
Lyz20 i Lyz21 i izmedu aminokiselina Lyz21 i Tyr22 [48].

Neurath i saradnici su ispitivali antitela kod HIV-1 pozitivnih pacijenata
u razli¢itim stadijumima bolesti. Ustanovili su da su antitela, koja se vezu za
epitop unutar C-terminalnog kraja drugog konzerviranog regiona
glikoproteina gp120, koji obuhvata aminokiseline 280-236 oznacenog kao
peptid C2 (RSANFTDNAKTIIVQLNESVEINCTRP), prisutna samo u
asimptomatskoj fazi bolesti. U terminalnom stadijumu bolesti nije zabelezeno
prisustvo ovih antitela ni u jednom od 9 ispitivanih seruma. Izveden je zakljuc¢ak
da antitela, koja reaguju sa C peptidom u asimptomatskoj fazi bolesti, imaju
protektivni efekat u razvoju SIDE (sindroma steene imunodeficijencije) kod
HIV-1 pozitivnih pacijenata, odnosno da usporavaju progresiju bolesti [49].
Polazeti od ovoga, Neurath i saradnici su predlozili terapiju koja bi se zasnivala
na odrzavanju visoke koncentracije ovih antitela kod HIV pacijenata, bilo
aktivnom imunizacijom antigenima koji bi ukljucivali peptid 280 - 306, bilo
pasivnom imunizacijom (direktnim unosenjem ovih antitela u cirkulaciju).

NTM peptid (selektovan iz C2 peptida glikoproteina gp120) je strukturno
i informaciono slican sa delom VIP-a koji ukljucuje FTD strukturni motiv
(odgovoran za interakciji VIP-a sa VPAC1 receptorom) [20]. Antitela koja se
vezuju za NTM peptid, anti-VIP/gp120 antitela, ne deluju kao VIP-aze, veé
predstavljaju neutraliSuca antitela. Vezivanje anti-VIP/gp120 antitela za epitop
na VIP-u, koji ukljuéuje FTD strukturni motiv, blokira vezivanje vazoaktivnog
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intestinalnog peptida za VPAC1 receptor. Znacajno je napomenuti da se
neutraliSu¢a anti-VIP/gp120 antitela, za razliku od VIP-aza, vezuju za
N-terminalni deo VIP-a (Slika 14) [50].

P HSDAWZ¥ONYTRLRKQMAWSSYLNSILN

Slika 14. Prikaz strukturnih motiva u primarnoj strukturi VIP-a, koji su
odgovorni za interakciju VIP-a sa katalitickim antitelima (VIP-aze, plavo) i

neutraliSu¢im antitelima (anti-VIP/gp120, crveno).

Testiranja seruma dobrovoljnih davalaca krvi na prisustvo anti-
VIP/gp120 antitela, pokazala su da priblizno 5 % zdravih osoba ima prirodno

povecan titar ovih antitela u krvi [51].
1.2.1. Fizi¢ka aktivnost i anti-VIP/gp120 antitela

NTM peptid, koji vezuje anti-VIP/gp120 antitela, ukljucuje veoma
efikasan T-celijski epitop, koji nije aktivan u humanom imunom sistemu [52-
56]. Razlog za blokadu ovog T-celijskog epitopa najverovatnije je slicnost NTM
peptida sa humanim imunoglobulinima, ali i brojnim drugim proteinima u
organizmu (Slika 15) [49]. Visok stepen strukturne, funkcionalne i imunoloske
sliénosti gp120 proteina HIV-a sa humanim proteinima, posebno onim koji
ucestvuju u imunom odgovoru, predstavljaju glavnu prepreku u razvoju vakcine
za SIDU [57].

Strukturna sli¢nost i imunoloska krosreaktivnost glikoprotein gp120 sa
VIP-om, izdvojili su VIP kao moguéi prirodni molekul, koji bi mogao stimulisati
proizvodnju anti-VIP/gp120 antitela. Izucavanje biohemijskih procesa vezanih
za fizicku aktivnost pokazalo je da prilikom fizickog vezbanja dolazi do porasta
koncentracije vazoaktivnog intestinalnog peptida (VIP-a) u krvi. Ispitivan je
porast nivoa VIP-a tokom razli¢itih oblika fizi¢ke aktivnosti:

e kod zdravih osoba podvrgnutih fizickoj vezbi u trajanju od 16 do 32
minuta, koncentracija VIP-a u plazmi je porasla sa 3.3 na 5.6 pmol/L [58];
e nakon trocasovne voznje bicikla koncentracija VIP-a u plazmi se

povecava sa 1.8 na 22.3 pmol/l [59];
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e tokom vezbe vojnih specijalaca koja je trajala 5 dana i podrazumevala
skoro neprekidnu fizicku aktivnost, nivo VIP-a u cirkulaciji je porastao od
pocetnih 8.8 pmol/l na maksimalnih 23.4 pmol/l u toku drugog dana [60].

Izu¢avanjem anti-VIP autoantitela na populaciji zdravih ispitanika
pokazano je da njih 8 od 33 imaju prirodnio poviSen nivo ovih antitela.
S obzirom na raznoliku zastupljenost anti-VIP autoantitela kod 8 ispitanika,
koja se kretala izmedu 2,6% do 46,7%, izveden je zakljucak da je sinteza ovih
prirodnih autoantitela individualna karakteristika (razlikuje se od osobe do
osobe) [46]. Detaljnije ispitivanje osoba sa poviSenim nivoom ovih autoantitela
u krvi, dovelo je do zakljucka da fizicka aktivnost ispitanika predstavljaju vazan
faktor, koji utice na produkciju anti-VIP autoantitela. Prema rezultatima ovih
istrazivanja, specificna anti-VIP autoantitela bila su prisutna u povecéanoj
koncentraciji u plazmi, kod 29,6% zdravih ispitanika, koji su se redovno bavili
fizickom aktivnoscu, a samo kod 2,3% ispitanika koji su vodili pasivan nacin
zZivota [47].

Konstanta vezivanja VIP-a za vipazu, enzim koji razgraduje VIP u jetri,
bubrezima i mozgu, je 80 do 1300 puta manja nego kada je u pitanju vezivanje
VIP-a za anti-VIP autoantitela izolovana iz krvi osoba koje su se redovno bavile
fizickom aktivnoSéu [47]. Istrazivanja su pokazala da je izvor anti-VIP
autoantitela je veoma znacdajan kada je u pitanju njihova funkcija, posto su Paul
i saradnici otkrili da se osobine ovih antitela razlikuju u zavisnosti od toga da li
su ona izolovana iz krvi zdravih osoba ili osoba obolelih od astme kod kojih je

takode povisen nivo ovih antitela [61].
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peptid NTM RSANFTDNAKTIIVQLNXSVETIN
* * % % * * * * %
VIP AVFT NYTLRLK MAVEKEKYLN
* k Kk % * *
CD31 ANFTIQERKEDTTI
* * * * * * * * ok
laminin F Q N VEITR T E S
* * % * * *
platelet fac. KKIIEKEKLLES
* * * * *
desmoplakin KTTTIH L
* Kk Kk Kk %
biliary gp. KTITIV
* % * k k * % * *
IERP TIHYV LNDYVDTI
* % * *
ICAM-1 TIIV
* Kk % *
IL-1-Rec. IIVTL
* % * k *x %
EGF-Rec. II-QLN
* * % *
LDNAP I IVEKL
* k k *k k *
c-erb-B2 IVQLNOQ
* k k *k k Kk *
CSF-1 IVQLQES
* % % * %
IgVhIII VQLVES
* % % * * %
CD28 VQL QS
* k k *x *x *
apoptosis protein SVEINC

Slika 15. Sli¢nost humanih proteina sa NTM peptidom, koji je selektovan iz C2

peptida glikoproteina gp120 omotaca HIV virusa

1.2.2. Detekcija anti-VIP/gp120 antitela

Za detekciju prirodnih anti-VIP/gp120 antitela ne postoji komercijalni
test. U dosadasnjim istrazivanjima za detekciju anti-VIP/gp120 antitela
koris¢ena je ELISA metoda (direktan test). Mikrotitarska ploca je oblagana
NTM peptidom, koji je koriS¢en kao antigen za detekciju anti-VIP/gp120
antitela [62]. Princip detekcije anti-VIP/gp120 antitela ELISA metodom

prikazan je na Slici 16 .
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a)

VIP HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSILN (28 aminokiselina)
NTM RSANFTDNAKTIIVQLNESVEIN (23 aminokiseline)

b)

proizvod

Supstrit/

W + AA — SRES +ia —

polistirenska  anti-VIP/gp120 enzimom obelezena spektrometrijsko

ploca oblozena antitela sekundarna antitela odredivanje
NTM peptidom

Slika 16. a) Poredenje primarne strukture NTM peptida i VIP-a; b) Princip
detekcije anti-VIP/gp120 antitela ELISA metodom sa NTM peptidom

1.3. VRCo1 antitelo

Jedan od najvecih izazova u borbi protiv HIV infekcije u poslednje dve
decenije predstavlja razvoj efikasne i bezbedne vakcine protiv HIV virusa.
Vakcina bi trebalo da stimuliSe produkciju specifiénih antitela usmerenih na
konzervirane epitope (epitopi koji ne podlezu modifikaciji tokom mutacije HIV
virusa). Do danas je izolovano nekoliko neutraliSuéih antitela usmerenih na
konzervirane epitope glikoproteina gp120 i gp41 omotaca HIV virusa [63].
Jedan od epitopa, za koga je izolovano vise vrsta neutraliSu¢ih antitela
predstavlja i mesto vezivanja CD4 receptora na glikoproteinu gp120. Ispitivana
su neutraliSuc¢a antitela u eksperimentima sa makaki majmunima zarazenim
SIV virusom (eng. simian immunodeficiency virus), koji je analog HIV virusa
prisutan u populaciji majmuna. U navedenim eksperimentima pokazano je da

ispitivana neutraliSu¢a antitela ne kontrolisu replikaciju virusa (ne uticu na broj
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virusnih kopija/ml), ali usporavanju razvoja bolesti. Nedavno je identifikovano
VRCo1 antitelo, koje neutraliSe 90% najrasprostranjenijih izolata virusa HIV-1
[64]. Ovo antitelo je izolovano iz seruma sporo progresiraju¢ih HIV pacijenata i
deluje tako Sto sprecava infekciju HIV-1 virusom, vezivanjem za konzervirani
domen C2 glikoproteina gp120, koji je odgovoran za interakciju virusa sa CD4
receptorom [65]. Kristalografske studije su pokazale da vezivanje VRCo1 za
gp120 uzrokuje konformacione promene slicne onima koje indukuje CD4
receptor [66]. Epitop na glikoproteinu gp120 za neutraliSu¢éa VRCo1 antitela
ukljucuje aminokiseline N276 i D279. Mesto vezivanja receptora CD4 za
glikoprotein gp120 ukljucuje njegove tri aminokiseline N276, D279 i N280, koje
se nalaze u strukturnom motivu ANFTDN unutar peptide NTM, koji je
homologan sa VIP-om (Slika 17).

Vazno je naglasiti da antitela iz klase VRC nije moguée indukovati

pomocu vakcine [64].

Mesto vezivanja VRCO1 antitela Mesto vezivanja CD4 receptora za

za glikoprotein gp120 glikoprotein gp120

Slika 17. 3D struktura glikoproteina gp120 sa odgovaraju¢im vezivnim
mestima za VRCo1 antitela i CD4 receptor

Falkowska E, Ramos A, Feng Y, Zhou T, Moquin S, Walker LM, Wu X, Seaman MS, Wrin T,
Kwong PD, Wyatt RT, Mascola JR, Poignard P, Burton DR. PGVo4, an HIV-1 gp120 CD4
binding site antibody, is broad and potent in neutralization but does not induce conformational

changes characteristic of CD4. J Virol. 2012; 86:4394-4403.
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1.4. Fizicka aktivnost

Blagotvorni efekti, koje fizicka aktivnost ima na ljudsko zdravlje, vezani
su za "umerenu" fizicku aktivnost, a ne intenzivno vezbanje. Epidemioloski
podaci sugerisu da "umereno" fizicko vezbanje pozitivno uti¢e na imuni sistem.
Umerena fizicka aktivnost smanjuje za 29% ucestalost infekcije gornjih disajnih
puteva, dok intenzivna fizicka aktivnost, koja se odvija u duzem vremenskom
periodu (npr. maraton), povecava rizik od infekcije disajnih puteva. Jedan od
mogucih razloga povetanog rizika je inhibicija NK c¢elija tokom produZenog
fizickog vezbanja pojacanog inteziteta [67].

Povecana fizicka aktivnost (90-95% VO. Max) moze dovesti do
hipertrofije sréanog misi¢a, iako nema jasnih dokaza da ova promena utice na
povecanje morbiditeta i mortaliteta [68]. Prema rezultatima nekih studija
intenzivno vezbanje, kod zdravih osoba, moze dovesti do porasta endorfina i
tako uzrokovati ,,vezbanjem indukovanu euforiju® i stvaranje zavisnosti [69].
Navedeni efekti nisu uoceni kod umerene fizi¢ke aktivnosti.

Postoje znacajne varijacije u individualnom odgovoru na fizi¢ko vezbanje.
Aerobno vezbanje kod jednog dela populacije doprinosi udvostrucavanju
iskoristljivosti kiseonika, dok je kod drugog dela populacije ovaj efekat manji ili
u potpunosti izostaje [70]. Studije su pokazale da efekat koji fizicka aktivnost
ima na ljudsko zdravlje ne mora biti trenutan. Fizicko vezbanje u mladim
danima doprinosi poboljSanju fizi¢kih sposobnosti u poznim godinama [71].
Pored brojnih studija, koje su pratile efekte fizicke aktivnosti na zdravlje, malo
je onih koje predlazu konkretne mehanizme ovog preventivnog i terapijskog
efekta fizicke aktivnosti.

Najekonomicniji izvor energije za miSi¢ni rad su aerobni biohemijski
procesi. Aerobni procesi su relativno spori i odvijaju se brzinom, koja je
priblizno jednaka 1/3 brzine kojom se razlaze ATP. Ovo uslovljava da fizicka
aktivnost, koja koristi energiju iz ovog izvora, mora biti niZzeg intenziteta. Sa
druge strane, u energetskom pogledu aerobni procesi su daleko ekonomicniji,
jer obezbeduju 20 puta vecu kolicinu ATP-a u odnosu na anaerobne procese pri
istom utrosku glikogena.

Najveci aerobni efekat imaju one vezbe, koje angazuju velike grupe
miSi¢a uz povecCanje nivoa: sréane aktivnosti, brzine disanja i telesne
temperature. Plivanje, angazuje prakti¢cno celokupnu muskulaturu, dok tréanje i
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hod angazuju relativno velike grupe misica, ali ne u tolikoj meri kao plivanje. Iz
navedenih razloga efekati tréanja i hoda u vecoj meri zavise od intenziteta
aktivnosti ( ista kolic¢ina energije i kiseonika utrosi se u toku 30 minuta laganog
tréanja, 10 - 20 minuta intenzivnog tréanja i u toku jednog sata hoda).

Poznavanje stepena fizicke sposobnosti i optimalne doze optereéenja od
presudnog je znacaja, kako za uspeh veZzbanja, tako i za izbegavanje
komplikacija koje mogu nastati u toku vezbanja.

Svaki trening bi trebao da traje izmeod 20 i 60 minuta sa ponavljanjem
od 2-3 puta nedeljno (ucestalost) i sa intenzitetom od 50-80% maksimalne
srcane frekvencije (maksimalnog broja otkucaja). Tokom prvih petnaest minuta
aerobne aktivnostiglavni izvor energije je glikogen. Nakon 15-20 minuta
vezbanja energija za miSiéni rad se dobija sagorevanjem (metabolisanjem)
masti. Ovo je i razlog zbog koga bi aerobni trening trebao da traje najmanje 30
minuta. Tokom aerobnih treninga duzih od jednog cCasa, organizam nastavlja da
sagoreva masti ali ne istom brzim kao u prvih sat vremena. Ucestalosti aerobnih
vezbi ne bi trebalo da bude veéa od pet puta nedeljno, jer preterana fizicka
aktivnost ne pruza moguénost potpunog oporavka, ¢cime se smanjuje otpornost

organizma i veéa podloznost za razvoj razli¢itih oboljenja.

1.4.1. Fizicka aktivnost i virus humane imunodeficijencije

HIV infekcija povezana je sa gubitkom miSi¢ne mase, miSi¢nom slabos¢u,
umorom, smanjenjem radne sposobnosti, depresijom i generalno smanjenjem
kvaliteta zivota pacijenata. Fizicka aktivnost pozitivno deluje na smanjenje ovih
efekata, s obzirom da doprinosi poboljsanju fizi¢kih i psihi¢kih sposobnosti HIV
pacijenata. Intenzivna fizicka aktivnost smanjuje efikasnost imunog sistema
(povecava sintezu inflamatornih interleukina TNFq, IL6) i samim tim pogoduje
razvoju SIDE, zbog Cega se HIV pozitivnim pacijentima preporucuje samo
umerena fizicka aktivnost. Primeceno je da postoji razli¢it uticaj fizicke
aktivnosti na parametre koji se koriste za praéenje HIV pacijenata (broj virusnih
kopija/ml i broj CD4 ¢elija). Prema literaturnim podacima fizicka aktivnost ne
utice na broj CD4 ¢elija, ali je registrovan srednji pad broja virusnih kopija (0.65
log:o kopija) kod HIV pacijenata koji su bili izlozeni umerenoj i intenzivnoj

fizickoj aktivnosti, u odnosu na kontrolnu grupu. Najve¢i pad broja virusnih
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kopija (0.9 logio kopija) bio je u grupi pacijenata, koja je vezbala umerenim
intenzitetom [72,73].

Istrazivanja su pokazala da je za HIV pacijente optimalno da vezbaju
najmanje tri puta nedeljno u trajanju od 20-40 minuta [74]. Program vezbi,
koji se preporucuje HIV pozitivnim pacijentima, ukljucuje aerobne vezbe, vezbe
istezanja i vezbe snage. Fizicka aktivnost je delotvornija kod mladih u odnosu na
starije HIV pacijente. U vecini studija se navodi da je mali broj uzoraka
prepreka da bi se detaljnije ispitali pozitivni efekti, koje fizicka aktivnost ima na

kvalitet zivota HIV pacijenata.
1.4.2.Fizicka aktivnost i karcinom dojke

Brojne populacione i klinicke studije su ispitivale preventivne efekte,
koje fizi¢ke aktivnosti ima na razvoj karcinoma dojke, a izvedeni zakljucci su
veoma raznoliki. Podaci iz populacione studije, koja je obuhvatila 218.169 Zena
iz devet europskih zemalja, starosti od 20 do 80 godina, pokazuju da je fizicka
aktivnost povezana sa znacajnim smanjenjem rizika od pojave raka dojke kod
Zena u menopauzi [75]. Prema populacionoj studiji radenoj u Japanu na 21.353
Zena, fizi¢ko vezbanje (dva puta nedeljno ili ¢eS¢e), smanjuje rizik od raka dojke
bez obzira na status menopauze [76].

Redovna fizicka aktivnost u toku akademskog i preakademskog skolovanja
smanjuje rizik od raka dojke tokom celog zivota [77,78].

Grupa autora objavila je rad, koji je objedinio razlidita istrazivanja iz ove
oblasti. Prema autorima 29 od 73 objavljene studije (40%) ukazuju da postoji
statisticki znacajno smanjenje rizika za razvoj tumora dojke kod Zena koje se
bave fizickom aktivho$éu u odnosu na Zene, koje vode pasivan nacin Zivota.
Prose¢na vrednost smanjenja rizika je oko 25% [79].

Predlozeni su brojni bioloski mehanizmi preventivnog delovanja fizicke
aktivnosti, ali nijedan u potpunosti nije definisao jasnu uzroc¢no-posledi¢nu
vezu. Potpuno razjasnjenje uzrocno—posledi¢ne veze izmedu karcinoma dojke i
fizicke aktivnosti otezava veliki broj fizioloskih cinilaca i signalnih puteva

ukljucenih u kancerogenezu i u fizioloske procese koje pokrece fizicka aktivnost.
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Slika 18. Algoritam predloZenih mehanizama koji imaju ulogu u preventivhom

delovanju fizic¢ke aktivnosti

Gojaznost predstavlja faktor rizika za nastanak karcinoma dojke kod
Zena u menopauzi, dok kod Zena pre menopauze gojaznost ima i odredeni
protektivni efekat, s obzirom da je povezana sa smanjenim brojem ovulacija.
Studije pokazuju da se kod Zena u menopauzi povetava rizik za 12% na svaki
porast BMI od 5kg/m2 ( npr. porast BMI sa 25 kg/m2 na 30 kg/m2). Mnoge
studije u zadnjih 30 godina pokazuju da je smrtnost veéa kod gojaznih Zena
kojima se dijagnostikuje karcinom dojke u odnosu na smrtnost Zena sa
normalnom telesnom teZinom. Zene sa invazivnim karcinomima dojke i
BMI>25 kg/m?2 imaju 2,5 puta vecdi rizik za smrtni ishod u narednih pet godina
od postavljanja dijagnoze u odnosu na zene sa vrednostima BMI<21 kg/m2.
Umerena fizicka aktivnost (brza Setnja 120 minuta/nedeljno), povezana je sa
skromnim, ali povoljnim promenama telesne tezine, koje smanjuju mortalitet
medu Zenama obolelim od karcinoma dojke [80].

Dugotrajno prisustvo blago poviSenih koncentracija inflamatornih
molekula u krvi TNFa, IL-6, CRP i serumskog amiloida A (SAA) povezano je sa
povecanim rizikom za nastanak karcinoma dojke. Navedeni markeri inflamacije
najverovatnije uti¢u na apoptozu, proliferaciju, angiogenezu malignih ¢elija, kao
i Sirenje maligno transformisanih c¢elija do wudaljenih organa i tkiva
(metastaziranje). Ustanovljeno je da fizicka aktivnost, za sada nepoznatim
mehanizmima, suzbija hroni¢nu inflamaciju, kroz redukciju telesne tezine i
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uticajem na distribuciju masnog tkiva u organizmu. Inflamatorni molekuli u
velikoj meri koreliraju sa telesnom tezinom. Do danas je malo poznat

mehanizam uticaja fizicke aktivnosti na TNFa, IL-6 i CRP [80].

1.4.3. Fizicka aktivnost i karcinom prostate

Rezulat obimne studije, koja je obuhvatila pregled literature i meta-
analizu 19 populacionih i 24 Kklinicke studije sa ukupno 88 294 pacijenta,
ukazuje da postoji veza izmedu fizicke aktivnosti i smanjenog rizika za razvoj
tumora prostate. Na osnovu rezultata ove analize izveden je zakljudak da fizicka
aktivnost, bilo da je vezana za profesionalno bavljenje sportom ili rekreaciju,
smanjuje rizik od nastanka karcinoma prostate [81].

Studija, koja je ukljucila 1455 pacijenata obolelih od karcinomom
prostate, pokazala je da tri sata nedeljno brze Setnje u znacajnoj meri moze da
uspori ili potpuno obustavi progresiju bolesti [82].

Na osnovu analize 2.750 muskaraca s dijagnozom raka prostate pokazano
je da intenzivna fizicke aktivnosti (biciklizam, tenis, tréanje, plivanje) u trajanju

od tri sata nedeljno, mogu znac¢ajno smanjiti smrtnost od raka prostate [83].

29



2.CILJEVI ISTRAZIVANJA:

1. Dizajniranje i analiticka optimizacija ELISA testa za detekciju anti-

VIP/gp120 antitela
2. Ispitivanje prisustva anti-VIP/gp120 antitela kod:
e zdrave, fizicki neaktivne, kontrolne grupe muskaraca i zena;

e sportista (ispitivanje uticaja razlic¢itih sportskih disciplina na

produkciju anti-VIP/gp120 antitela)
e HIV porzitivnih pacijenata u asimptomatskoj fazi bolesti;

e pacijenata obolelih od karcinoma dojke i prostate;

3. Ispitivanje uticaja fizicke aktivnosti na promenu koncentracije anti-

VIP/gp120 antitela u serumima sportista, pre i nakon optereéenja.

4. Utvrdivanje mogucéeg imunoloskog mehanizma preventivnhog delovanja
fizicke aktivnosti kod sindroma humane imunodeficijencije (SIDE), kao i

razvoja tumora dojke i prostate.
5. Odredivanje, primenom bioinformaticke metode, mesta vezivanja VIP-a

na receptoru VPAC1, kao moguceg terapijskog targeta za SIDU , tumore

dojke i prostate.
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3. MATERIJALI Il METODE
3.1. Ispitanici

Istrazivanje je obuhvatilo 149 ispitanika, od toga 62 Zene i 87 muskaraca,
prikazanih u Tabeli 1. Ispitivani su uzorci pacijenata, koji nisu bili na
imunosupresivnoj terapiji i kod svih ispitanika je odredivana samo specificna

promena u nivou anti-VIP/gp120 antitela.

Tabela 1.

Ispitanici Ukupno Muskarci Zene Godine
Zivota

Sportisti 73 45 28 17-24

Kontrolna 37 20 17 18-26

grupa

Karcinom 15 - 15 36-64

dojke

Karcinom 17 17 - 48-70

prostate

HIV 7 5 2 20-46

pozitivni

pacijenti
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A. Sportisti

U ovom radu ispitivano je prisustvo anti-VIP/gp120 antitela u grupi
aktivnih sportista, koji su bili u dobrom opstem stanju, ukupna IgG antitela su
bila u granicama referentnog intervala ( IgG 11 + 2.9 g/l, referentni interval 7-16
g/l ), negirali su povrede u toku tekuce takmicarske sezone i nisu bili ni pod
kakvom terapijom. Na Slici 19 prikazana je distribucija svih ispitanika, koja je
ukljucivala 28 Zena (38%) i 45 muskaraca (62%). Na osnovu ostvarenih
rezultata svi ispitanici su rangirani u skladu sa nacionalnom kategorizacijom
sportista. Prosecan trenazni staz za Zene je bio 11,5 + 6,3 godine, a za muskarce
12,1 + 4,2 godine. Uzorci sportista su sakupljani Cetiri nedelje pre takmicarskog
trenaznog perioda, osim u slucaju 17 vaterpolista, ¢iji su uzorci testirani pre i 30
minuta posle treninga. Svi sportisti su bili na aktivnom odmoru, koji je

podrazumevao treninge malog intenziteta 1-2h dnevno.

U grupi sportistkinja najzastupljenije su bile odbojkasice 13(46%),
vaterpolistkinje 8 (29%) i plivadice 7 (25%). Grupu sportista ¢inili su
vaterpolisti 13 (29%), veslac¢i 8 (18%), rvaci 9 (20%), karatisti 9 (20%) i kik
bokseri 6 (13%).

Slika 19. Distribucija sportista po polu
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Zastupljenost pojedinacnih Zastupljenost pojedinacnih
sportova kod Zena sportova kod muskaraca

y

29%

Vaterpolo

46%
Odbojka

Slika 20. Zastupljenost pojedina¢nih sportova u ispitivanoj grupi aktivnih

sportista (Zene i muskarci)
B. Kontrolna grupa

Kontrolna grupa je bila sastavljena od zdravih, fizi¢ki neaktivnih osoba,
koje dnevno rade na racunaru 6-8 sati i rekreativho se ne bavi fizickom
aktivnos¢u. Grupu od 37 ispitanika cinilo je 20 muskaraca i 17 Zena. Starost
ispitanika kontrolne grupe odgovarala je starosti ispitivanih sportista. Ispitanici
u kontrolnoj grupi negirali su pusenje, konzumiranje alkohola, hroni¢ne bolesti,

kao idruge faktore rizika koji bi mogli da uti¢u na imuni sistem.
C. Pacijenti oboleli od karcinoma dojke i prostate

Ispitivani su uzorci 15 Zena sa karcinomom dojke, starosti od 36 do 64
godine, kao i 17 musSkaraca sa karcinomom prostate, starosti od 48 do 70
godina. Pacijenti su bili u razli¢itim stadijumima bolesti (od II do IV stadijuma),
ali su svi pacijenti imali normalne vrednosti ukupnih IgG antitela i nisu bili

podvrgnuti imunosupresivnoj terapiji ( IgG 11 + 2.7 g/l, referentni interval
7-16 g/1).
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D. HIV pozitivni pacijenti

Grupu HIV pozitivnih pacienata cinilo je 7 ispitanika. Pet ispitanika nije
bilo na terapiji, a dvoje je primalo HAART (eng.Highly Active Anti-Retroviral
Therapy). Za svakog pacijenta odreden je broj CD4 celija i broj virusnih
kopija/ml (eng.viral load). Svi pacijenti su svrstani u HIV progresore, jer je u

proseku proslo 6 godina od infekcije do odredivanja anti-VIP/gp120 antitela.
3.2.Sakupljanje i cuvanje uzoraka krvi

Uzorci krvi su sakupljani posle no¢nog gladovanja i u slucaju sportista,
24h nakon poslednjeg treninga u 9 ujutru u vakutajnerima (BD Vacutainer SST
IT Advance). Izuzetak je napravljen kod ispitivanja uticaja fizicke aktivnosti na
produkciju anti-VIP/gp120 antitela, kada su uzorci sportista sakupljani 30
minuta nakon treninga. Sakupljeni uzorci krvi su potom centrifugirani, a zatim
su serumi zamrzavani i ¢uvani na -80°C do odredivanja. Eksperimenti su radeni
u saradnji sa Institutom za nuklearne nauke ,Vinca“, Centrom za medicinsku
biohemiju KCS, Fakultetom sporta i fizickog vaspitanja, Institutom za
transfuziju krvi Srbije, laboratorijom Poliklinike "Labea Medica Dijagnostika",
Institutom za biomedicinska istrazivanja "Georg-Speyer-Haus", Nemacka i
laboratorijom za organsku hemiju i biohemiju Univerziteta u Janjini, Grcka. Svi
ucesnici u studiji su pre uzimanja krvi davali pisanu saglasnost i popunjavali su

upitnik.
3.3. ELISA metoda za detekciju anti-VIP/gp120 antitela

Enzimska imunoodredivanja (eng. Enzyme Immuno Assays-EIA) koriste
enzime kao obelezivace za detekciju i kvantifikaciju u imunoloskim reakcijama.
U toku testa sa ligandom prvo reaguju enzimski obelezena antitela, nakon cega
se dodaje enzimski supstrat. U zavisnosti od vrste supstrata detekcija moze da

bude fotometrijska, fluorescentna ili hemiluminiscentna.

ELISA (eng.Enzime-Linked Immunosorbent Assay) je heterogena EIA
tehnika u kojoj je jedna od reakcionih komponenti nespecificno adsorbovana ili
kovalentno vezana za povrsinu cvrste faze (bazen mikrotitarske ploce). Kada je
protein (antigen ili antitelo) vezan za ¢vrstu fazu, molekuli vode koji okruzuju

protein su pravilnije organizovani nego u rastvoru. Ovakva organizacija
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molekula vode doprinosi lakSem stvaranju nekovalentnih veza, kao $to su van
der Valsove interakcije. U takvim uslovima se postize nizi nivo detekcije s

obzirom da je olaksano formiranje kompleksa antigena i antitela [84,85].

ELISA metoda moze da se izvodi u nekoliko oblika. Ukoliko je antitelo
imobilisano za c¢vrstu fazu, radi se o tzv. "sendvi¢" metodama, koje sluze za
detekciju antigena. Kada je imobilisan antigen radi se o direknim ili indirektnim
testovima, koji se obi¢no koriste za analizu imunog odgovora na antigen [86]. U
ovom radu je primenjen heterogeni direktni ELISA test, kojim je ispitivan imuni

odgovor na peptidni NTM1 molekul.

Detekcija prirodnih anti-VIP/gp120 antitela je zahtevala dizajniranje
posebanog ELISA testa, jer komercijalni test za odredivanje ovih prirodnih
autoantitela nije prisutan na trzistu. Za postupak optimizacije metode koriséeni
su serumi u kojima je ocekivano poviSeno prisustvo anti-VIP/gp120 antitela
(serumi sportista) i uzorci seruma u kojima je ocekivan sniZzen nivo anti-
VIP/gp120 antitela, koji je iznad detekcionog limita (serumi zdravih

dobrovoljnih davalaca krvi) [100].

3.3.1.Hemikalije, reagensi i rastvori za ELISA detekciju anti-

VIP/gp120 antitela

A. Hemikalije

[u—y

Primarni kalijum hidrogenfosfat (KH.PO,)
Sekundarni natrijum hidrogenfosfat (Na.HPO4x2H-0)
Natrijum karbonat (Na.CO5x10H.O)

Natrijum hidrogenkarbonat (NaHCO;)

Natrijum hlorid (NaCl)

Kalijum hlorid (KCl)

Natrijum hidroksid (NaOH)

BSA (Bovine Serum Albumin fraction V),

© ® N oG s WP

Tween20,
10. Peptid za oblaganje ploce (NTM1),-SOC,, sintetisan na Hemijskom

fakultetu, Univerzitet u Janjini, Gréka
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B. Reagensi

1. Supstrat za alkalnu fosfatazu preuzet je iz komercijalnog testa za
odredivanje alkalne fosfataze
e Rui: Dietanolamin pufer 1,25 mol/L, pH 10,2
Magnezijum hlorid 0,625 mmol/L

e R2: p-Nitrofenil fosfat 50 mmol/L

2. Sekundarna antitela su kozja anti-humana IgG antitela obelezena alkalnom

fosfatazom

C. Rastvori

Za odredivanje anti-VIP/gp120 antitela pripremljeni su navedeni rastvori:

1. Bikarbonatni pufer (pufer za oblaganje) pH 9,6

e natrijum karbonat, Na,CO3x10H-0 28,6 g
e natrijum hidrogenkarbonat, NaHCO4 84¢
e destilovana voda H.O do 1000 ml

2. Fosfatni pufer pH 7.4

e primarni kalijum hidrogenfosfat, KH.PO, 0,2g
e sekundarni natrijum hidrogenfosfat, Na.HPO,x2H.O 1,58
e natrijum hlorid, NaCl 8,0g
e kalijum hlorid, KCl 0,2g
e destilovana voda, H.O do 1000 ml

Fosfatni i bikarbonatni puferi su sterilisani na 110°C i do upotrebe ¢uvani

na +4°C.

3. Rastvor BSA u fosfatnom puferu

Tokom eksperimenta je koris¢en 5% BSA u fosfatnom puferu. Rastvor je

¢uvani na +4°C.

4. Rastvor za ispiranje

Za ispiranje ploce koris¢en je 0,05% Tween u fosfatnom puferu, koji je
dobijen rastvaranjem 0,5 mL Tween 20 (deterdzent) u 1L fosfatnog pufera.
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5. Supstrat
Za detekciju sekundarnih antitela obelezenih alkalnom fosfatazom

koriScen je p-nitrofenil-fosfat u DEA puferu. Neposredno pred koriscenje je

rastvaran p-nitrofenil-fosfat u odnosu 1:10 u DEA puferu.

6. Rastvor za zaustavljanje reakcije

Nakon dodatka supstrata za alkalnu-fosfatazu, reakcija se zaustavlja sa
3M NaOH

3.3.2. Peptid (NTM1),-SOC, za detekciju anti-VIP/gp120 antitela

Postupak za sintezu peptida za oblaganje ploce, prema uputstvima
saradnika sa Hemijskog fakulteta, Univerziteta u Janjini, Grcka, koji su
sintetisali peptid. Postupak je podrazumevao sintezu konjugata (NTM1),-SOC,
manuelnim putem sa viSestepenim postupkom sinteze peptida na ¢vrstoj fazi uz

koris¢enje BOC-Gly-OCH.-Pam smole (1g, kapacitet 0,25 mmol/g).

Oligopeptidni nosac¢ (eng. Sequential Oligopeptide Carrier, SOC,) za
NTM1 peptid sacinjen je od ponavljajueg niza Lys-Aib-Gly. Procedura sinteze

podrzumeva:

e kuplovanje korak po korak zasi¢enih ostataka aminokiselina,kori§¢enjem
kompatibilnih grupa tetrabutiloksikarbonil(Boc)/benzil(Bzl) na SOC,
nosa¢ na smoli. Lizin se uvodi u obliku Boc-Lys(Fmoc)-OH. Fmoc je
o-fluorenilmetiloksikarbonil grupa.

e Posle uklanjanja Fmoc protektivne grupe sa e-amino grupe lizina uz
pomo¢ 20% piperidina u dimetilformamidu, sinteza epitopa FTDNAKTI
(NTM1 peptid) je vrSena simultanim vezivanjem svake rezidue u cetiri
kopije. Treonin je uvoden kao Boc-Thr(Bzl)-OH, lizin kao Boc-Lys(2,6-Di-
Cl-Bzl)-OH i asparaginska kiselina kao Boc-Asp(OBzl)-OH.

e Peptid je odvojen od smole koris¢enjem tec¢nog fluorovodonika (HF) u
prisustvu fenola i anizola u toku 30 minuta na -8°C1i 1,5 h na 0°C.

e Ekstrakcija je izvrSena sa 2M siréetnom kiselinom.
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Peptid dobijen navedenim postupkom preciscen je koriS¢enjem reverzno
fazne HPLC (eng.high pressure liquid chromatography) tehnike na
semipreparativnoj koloni Cig (25 cm x10 mm, 5 pum). Eluent A je bila 0,1%
trifluorosiréetna kiselina u vodi, a eluent B 0,1% trifluorosiréetna kiselina u
acetonitrilu. Linearni gradijent je bio 20% do 40% acetonitrila u 0,1%
trifluorosiréetnoj kiselini, pri protoku brzine od 4,7 ml/min u toku 30 minuta.

Detekcija je radena na A=214 nm.

Precis¢eni peptid je potvrden pomocu analiticke reverzno fazne HPLC
metode (tr=13,2 min) i ESI-MS masene spektrometrije. Karakterizacija
strukture je izvrSena pomocéu nuklearne magnetne rezonance i molekulskog

modelovanja.

3.3.3. Postupak za detekciju anti-VIP/gp120 antitela

Postupak za detekciju anti-VIP/gp120 antitela, koji je rezultat

optimizacije metode podrazumeva sledece korake:

1. Oblaganje mikrotitarske ploce sa 1ug peptida (NTM1),-SOC,/otvoru u
duplikatu za svaki ispitivan uzorak. Istovremeno se za isti uzorak ploca
oblaze sa o0,5ug SOC,/otvoru u cilju merenja signala koji potice od
nespecificnog vezivanja antitela za oligopeptidni nosa¢ SOC,. Na ploci se
nalaze Cetiri polja za kontrolu kontaminacije plo¢e tokom izvodenja ELISA
metode (eng. ELISA background signal). Od pomenuta cetiri kontrolna
polja, na dva polja se nalazi samo pufer za oblaganje bez peptida (ispituje se
nespecifiéno vezivanje antitela za mikrotitarsku plo¢u) i dva polja u kojima
se ne dodaju primarna antitela (uzorak seruma), ve¢ samo sekundarna
antitela (ispituje se nespecificno vezivanje sekundarnih antitela za peptid).
Prihvataju se rezulati samo sa mikrotitarske ploce, koji imaju zanemarljivo
niske signale na kontrolnim poljima. Svako polje ploce je oblozeno sa 100ul
rastvora/otvoru.

2. Oblozena ploca se inkubira preko noc¢i na temperaturi +4 C° u frizideru.

3. Ciklus od 6 ispiranja sa 300 pl rastvora za ispiranje.

4. Blokiranje ploée sa 200 pl 5% BSA u fosfatnom puferu. Blokiranje traje 2h
na sobnoj temperaturi.
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5. Ciklus od 6 ispiranja sa 300 pl rastvora za ispiranje.

6. NanosSenje 100 pl rastvora primarnih antitela. Rastvor primarnih antitela je
rastvor dobijen razblazenjem seruma u 5% BSA u odnosu 1:100. Primarna
antitela se ne nanose u kontrolna polja obloZena peptidom i SOC nosacem.
Ploca sa primarnim antitelima se inkubira 4h na sobnoj temperaturi.

Ciklus od 6 ispiranja sa 300 pl rastvora za ispiranje.

B

8. Nanosenje 200 pl rastvora sekundarnih antitela. Rastvor sekundarnih
antitela ¢ine kozja anti-humana IgG antitela obelezena alkalnom fosfatazom,
razblazena u odnosu 1:2500 sa 5%BSA.

9. Ciklus od 6 ispiranja sa 300 pl rastvora za ispiranje.

Za detekciju se dodaje 100 pl supstrat p-nitrofenilfosfata. Reakcija se
zaustavlja za 15 minuta sa rastvorom 3M NaOH. Apsorbancija se ocitava na

405/620 nm.

3.4. Metoda informacionih spektara (ISM) koris¢ena za analizu
VIP/VPAC interakcije

Funkcionalne osobine proteina i DNK molekula definisane su
raspodelom strukturnih motiva (sekvenci) sa odredenim fizicko-hemijskim
karakteristikama, koji se periodi¢no ponavljaju u primarnim strukturama
navedenih makromolekula. Metod informacionih spektara (ISM metod)
predstavlja virtuelnu spektroskopsku tehniku, koja omogucava analizu
raspodele aminokiselnskih ili nukleotidnih motiva, koji odreduju biolosku
funkciju proteinskih i nukleotidnih sekvenci. U tekstu koji sledi bi¢e opisane

osnovne karakteristike ovog bioinformati¢kog metoda [87-90].
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Algoritam ISM analize

r
Numericka Informacioni
Sekvenca .
prezentacija spektar
L

MEEZPQSDPSVEPPLSQETPSDLWKLLPE || 0.08226 0.00580 0.00580
NNVLSPLPSQAMDDLMLS PDDIEQNFTE 0.01979 0.07606 0.08292
DPGPDEAPRMPEAAPRVAPAPAAPT PAA 0.12630 0.01979 0.08292
PAPAPSWPLSSSVPSQKTYQGSYGYRLG 0.00569 0.00580 0.01979
FLHSGTAKSVTCTYSPALNKMFCQLAKT 0.01979 0.00000 0.08292
CPVOLWVDSTPPPGTRVRAMAIYKQSOH 0.07606 0.00580 0.09408
MTIEVVRRCPHHE 0.09460 0.08292 0.12630
0.00000 ....

AVPLITUOE

] '
FREQUENCY

Slika 21. Sematski prikaz ISM metode

U okviru ovog metoda svaka sekvenca, izgradena od N aminokiselna ili
nukleotida, tretira se kao linearni niz od N ¢lanova. Svakom ¢lanu niza
pridruzuje se odredena tezinska (numericka) vrednost. Numericka vrednost
koja se dodeljuje komponentama sekvence predstavlja vrednost potencijala
elektron-jon interakcije (eng. electron-ion interaction potential, EIIP) [91,92].
Potencijal elektron-jon interakcije odreduje elektronske osobine aminokiselina i
nukleotida, koje su bitne za njihovu biolosku funkciju [93]. U Tabeli 2 date su

vrednosti potencijala elektron-jon interakcije izracunate za 20 aminokiselina.

U prvom koraku analize proteina primenom ISM metode, prevodimo
alfabetski kod, kojim je predstavljen redosled aminokiselina u primarnoj

strukturi proteina, u numericki niz (Slika 21).
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Tabela 2. Vrednosti potencijala elektron-jon interakcije za aminokiseline

Potencijal elektron-jon

Aminokiselina interakcije (Ry*)

Leu (L) 0.0000

Ile () 0.0000
Asn (N) 0.0036
Gly (G) 0.0050
Val (V) 0.0057
Glu (E) 0.0058
Pro (P) 0.0198
His (H) 0.0242
Lys (K) 0.0371
Ala (A) 0.0373
Tyr (Y) 0.0516
Trp (W) 0.0548
GIn (Q) 0.0761
Met (M) 0.0823
Ser (S) 0.0829
Cis (O) 0.0829
Thr (T) 0.0941
Phe (F) 0.0946
Arg (R) 0.0959
Asp (D) 0.1263

*1Ry =13.61eV
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Dobijeni numericki niz u narednim koracima se tretira kao konacan
diskretani signal. U slucaju proteinskih sekvenci diskretni signal ima 20
mogucih vrednosti, a u slucaju nukleinskih sekvenci ima 4 moguce vrednosti. S
obzirom na strukturu peptidne veze, moze se usvojiti aproksimacija da se bo¢ni
nizovi aminokiselina u proteinu nalaze na priblizno jednakim rastojanjima. Ista
pretpostavka vazi i za rastojanje izmedu nukleinskih baza u nukleinskim
kiselinama. Rastojanje u sekvencama je ekvidistantno (d=1). Iz navedenog sledi

da je maksimalna frekvenca koja se moZze analizirati u frekventnom domenu:

F=1/2d =05

Vazno je uociti da frekventni opseg u kome se vrsi analiza ne zavisi od
broja tacaka sekvence. Ukupan broj tacaka sekvence utice iskljuc¢ivo na
rezoluciju spektra. U slucaju niza od N tacaka rezolucija u spektru je definisana
kao: f=1/N.

Svaka spektralna funkcija disktetnog niza je diskretna funkcija i n-ta

tacka ove funkcije odgovara frekvenci:

f(n)=n— f=n/N

Minimalan broj tacaka, koji se moZe analizirati, odreden je Zeljenom

rezolucijom spektra.

Prevodenjem genskih sekvenci u numeric¢ki niz, moguce je egzaktno
odrediti razlike i sli¢nosti ovakvih nizova. Poznato je iz teorije signala da se za
odredivanje slicnosti i zajednickih komponenti numeri¢kih nizova koristi
unakrsna spektralna analiza. Unakrsna analiza primenjuje se i u cilju

utvrdivanja sli¢nosti genskih sekvenci.

Slede¢i korak u ISM analizi podrazumeva transformaciju numeri¢kog
niza u frekventni domen primenom diskretne Furijeove transformacije (DFT),

koja je definisana na sledeéi nacin:
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gde je x(m) m-ti ¢élan analiziranog numeri¢kog niza, N ukupan broj ta¢aka niza,
dok je X(n) n-ti koeficijent DFT.

Koeficijenti DFT opisuju amplitudu, fazu i frekvencu sinusoida od kojih
se sastoji originalni diskretni signal. Ovi koeficijenti predstavljaju niz
kompleksnih brojeva. Absolutna vrednost ovih brojeva opisuje amplitudni

spektar analiziranog signala, dok fazni deo definise fazni spektar:

Kompletna informacija o originalnoj sekvenci sadrzana je u
amplitudnom spektru i faznom spektru. U nekim sludajevima relevantna

informacija moZe biti sadrzana samo u jednoj od ove dve spektralne funkcije.

Za analizu genskih sekvenci vazan je amplitudni spektar i u tom slucaju

je povoljno analizirati spektar gustine energije, koji je definisan na sede¢i nacin:

Za sekvence bioloskih makromolekula ovako definisana spektralna

funkcija nazvana je informacioni spektar (IS).

U cilju utvrdivanja parametara, koji korelira sa bioloskom funkcijom
odredenih sekvenci, vazno je odrediti zajednicke karakteristike sekvenci sa
zajednickom bioloskom funkcijom. Unakrsna spektralna funkcija (KS), definise
zajednicke frekventne karakteristike dva signala. Za diskretne signale (nizove)

unakrsna spektralna funkcija je definisana na sledeéi nacin:

S(n)= X(n)Y(n)’ n=12..,N/2
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X(n) su koeficijenti DFT niza X(m), a Y(n) konjugovano-kompleksni DFT
koeficijenti drugog niza y(m). Pikovi u unakrsnoj spektralnoj funkciji definisu

zajednicke frekventne karakteristike analiziranih nizova.

Za odrdivanje zajednickih frekventnih komponenti za citavu grupu
sekvenci, koristi se viSestruka (multipla) spektralna funkcija, (mKS), koja se

definiSe na sledeéi nacin:

M(n)=X1(n)X2(n)..Xk(n) n=12..,N/2

Xk(n) xk(m) DFT koeficijenti odgovarajucih xk(m).

Multipla unakrsna spektralna funkcija za grupu sekvenci sa istom
bioloSkom funkcijom naziva se konsenzus informacioni spektar. Pikovi u
viSestrukoj unakrsnoj spektralnoj funkciji oznacavaju zajednicke frekventne
komponente za celokupnu analiziranu grupu sekvenci. Kao meru sli¢nosti
analizirane grupe sekvenci uzetemo odnos signal/Sum, (S/N) za pikove u
unakrsnoj spektralnoj funkeciji. Odnos S/N se definiSe kao odnos korisnog
signala i srednje vrednosti ostalog dela spektra. U sluc¢aju genskih sekvenci
tesko je unapred reci Sta je koristan signal a Sta Sum, zbog cega je S/N definisan
kao odnos svakog znacajog pika (korisnog signala) i srednje vrednosti citavog
spektra. Pretpostavka od koje se polazi podrazumeva da svaki znacajni pik moze

da bude koristan signal.

Prilikom izracdunavanja visestruke unakrsne spektralne funkcije javlja se
problem mnoZenja spektara sekvenci razlicite duzine. Poznato je da se spektar
numeri¢kih nizova uvek nalazi u frekventnom opegu (0-0.5), medutim
rezolucija spektra zavisi od ukupnog broja tacaka polazne sekvence. Iz
navedenih razloga nemoguce je mnoziti spektre, tacku po tacku, u sluéaju
sekvenci razlic¢ite duZine i u tom slucéaju je potrebna interpolacija unutar spektra
manje rezolucije. Dodavanjem nula na orginalni niz ne menja se oblik
odgovarajuce spektralne funkcije, ali se broj tacaka u spektralnoj funkciji
povecava. Za racunsku realizaciju ISM metoda koriS¢ena je brza diskretna
Furijeova transformacija, koji zahteva da duzina analiziranog niza bude jednaka

nekom stepenu broja dva. Kako bi se zadovoljio navedeni kriterijum potrebno je
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podesiti duzinu sekvence dodavanjem nula, ¢ak i u slu¢aju odredivanja spektara
pojedinacnih sekvenci. Na isti nac¢in se unutar grupe sekvenci, podesava duzina
pojedinih sekvenci prema duzini najduze sekvence. Za proteinske sekvence

koris¢ene su standardne duzine nizova od 32, 64, 128, 256, 512 i 1024 tacaka.
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3.5. Ispitivanje reaktivnosti VRCo1 antitela i NTM1 peptida

primenom AMF mikroskopije

AFM (Atomic Force Microscopy) predstavlja mikroskopsku tehniku
visoke rezolucije, koja sluzi za ispitivanje materijala u nanometarskom podrucju
[94,95].

AFM mikroskop se sastoji od sonde (nosa¢ sa ostrim vrhom), koja se
koristi za skeniranje uzorka. Nosac je obi¢no od silicijuma ili silicijum-nitrita sa
precnikom reda veli¢ine nanometra.

Sonda se spusta do povrSine uzorka. Izmedu sonde i povrsine uzorka,
deluju sile koje dovode do otklona sonde, koji se meri AFM mikroskopijom. U
zavisnosti od vrste ispitivanja AFM mikroskopijom se mogu meriti ja¢ine van
der Valsove sile, kapilarne sile, hemijske veze, elektrostaticke sile, magnetne
sile, sile solvatacije, itd. Najceste se otklon meri pomocu laserskog snopa
reflektovanog sa vrha sonde prema mrezi fotodioda. Ostale metode Kkoriste
opticku interferometriju ili kapacitivne senzore.

AFM se moze koristiti u razli¢itim rezimima rada zavisno od potreba.
Generalno AFM mikroskopijom, slika se moze dobiti na dva nacina: staticki
(kontaktni) nacin i nekontaktni (eng. ,tapping mode“) nacin, kada se slika
povrsine uzorka dobija vibriranjem sonde.

U ovom radu AFM je koriSéen za ispitivanje reaktivnosti VRCo1 antitela
sa NTM1 peptidom. Vizuelizacija (NTM1),-SOC, peptida, antitela i
peptid/antitelo kompleksa vrsena je sa sisitemom "VECCO scanning probe
microscope Quadrex MutiMode IIle". U ambijentalnim uslovima snimanja
korisc¢ena je komercijalna VECCO sonda RFSEP (k = 3 N/m, radijus tipa manji
od 10 nm).

Na cdistu povrsinu HOPG (visoko orjentisanog pirolitickog grafita)
nanosena je kapljica vodenog rastvora (NTM1),-SOC, peptida, SOC, nosaca i
antitela. Nakon susSenja na sobnoj temperaturi istovremeno je snimana povrsina
u nekontaktnom i faznom SPM modu. Odmah po otpocinjanju snimanja
podesSeno je da sila interakcije izmedu SPM sonde i HOPG povrSine bude
minimalna, odnosno bliska nuli. Sila je tokom daljeg merenja bila stalno

kontrolisana. Topografske slike povrsine dobijene su koriS¢enjem vibrirajuceg
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moda, dok je fazni mod sluzio za kontrolu artefakata (razlikovanje slucajnih
HOPG neravnina od nanesenih bioloskih objekata).
Topografske SPM slike uzoraka prestavljene su bez dodatnih korekcionih

procesa podesavanja i uklanjanja Suma, odnosno priloZene su neobradene slike.
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3.6. Statisticka obrada podataka

U obradi i analizi dobijenih podataka koris¢ene su sledece statisti¢ke metode:

e deskriptivna statistika za opis podataka: srednja vrednost (Xsr),
standardna devijacija (SD), minimum (Min) i maksimum (Max)

e Kolmogorov Smirnov test za proveru distribucije podataka

e Student t-test za ispitivanje razlike izmedu grupa (za normalno
distribuirane parametre)

¢ Jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) za analiziranje viSe grupa

parametarskih podataka

Znacajnost razlika je procenjivana na osnovu postavljenog kriterijuma

P<0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Dizajniranje i analiticka optimizacija ELISA testa za detekciju

anti-VIP/gp120 antitela

Dizajniranje ELISA metode za detekciju anti-VIP/gp120 antitela

podrazumevala je definisanje :
¢ optimalne koli¢ine antigena za oblaganje ploce
¢ optimalnog razblazenja seruma
e optimalnog razblazenja detekcionih antitela
¢ optimalnog razblaZzenja rastvora za blokiranje ploce

4.1.1. Analiza strukturne i informacione sli¢cnosti izmedu VIP-a i
peptida koris¢enih za detekciju anti-VIP/gp120 antitela ELISA

metodom

U ranijim istrazivnjima za detekciju anti-VIP/gp120 antitela koriSc¢en je
deo gp120 proteina tzv. NTM peptid, koji ima informacionu i strukturnu sli¢nost
sa VIP-om. Homologni domen VIP-a i NTM peptida obuhvata FTD strukturni
motiv, vazan za interakciju VIP-a sa VPAC1 receptorom. Kombinovanje
strukturnih podataka sa podacima dobijenim iz ISM analize za peptide VIP i
NTM omogucilo je selekciju novog peptida FTDNAKTI, koji je oznaden kao
NTM1 peptid. NTM1 peptid je najmanji deo glikoproteina gp120 iz omotaca HIV
virusa, koji ima visok stepen informacione i strukturne sli¢nosti sa VIP-om. Na
Slici 22 prikazana je slicnost u primarnoj strukturi VIP, NTM i NTM1, kao i
njihovi informacioni spektri. Svi prikazani spektri imaju dominantnu frekvencu
F(0,2188). Domen VIP proteina koji daje najveci doprinos informaciji sadrzanoj
u ovoj frekvenci ukljuc¢uje aminokiseline na poziciji 6-13. Sa druge strane najveci
doprinos informaciji sadrzanoj u frevenci F(0,2188) u spektru NTM peptida,
koji je ranije koriséen za detekciju anti-VIP/gp120 antitela je mali NTM1 peptid
(koris¢en za detekciju anti-VIP/gp120 antitela u ovom istrazivanju). Ova
strukturna i informaciona slicnost ukazuje na funkcionalnu i imunolosku

krosreaktivnost.
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a) VIP HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSILN (28 aminokiselina)

NTM RSANFTDNAKTIIVQLNESVEIN (23 aminokiseline)
NTM1 FTDNAKTI (8 aminokiselina)
b)
Informacioni spektar VIP-ovog domena 6-13 Informacuioni spektar NTM1 peptida
Peptid FTDNYTRL Peptid FTDNAKTI
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Slika 22. a) Poredenje primarnih struktura VIP proteina, NTM peptida i
NTM1 peptida. Crvenim slovima je prikazana podudarnost u redosledu
aminokiselina u primarnoj strukturi navedenih molekula;

b) Informacioni spektri VIP-ovog domena 6-13 , NTM1 i NTM
peptida
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4.1.2. Odabir adekvatne kolic¢ine (NTM1),-SOC, peptida za oblaganje
ploce

U cilju definisanja optimalne koli¢ine peptida za oblaganje mikrotitarske
ploce koriScena su serumi sportista u kojima se ocekivao poviSen nivo anti-
VIP/gp120 antitela. U ovom postupku optimizacije koriSéena su tri uzorka
sportista. Dva uzorka su uzrokovana od sporista u mirovanju, a jedan uzorak je
uzet neposredno nakon fizicke aktivnosti, kada se ocekuje najvisa koncentracija

ovih antitela u cirkulaciji.

Oblaganje je vrseno sa 1oo0ul rastvora peptida (NTM1),4-SOC, i 100l
rastvora SOC, po otvoru. Peptidi i nosa¢ SOC, su rastvoreni u bikarbonatnom
puferu (pufer za oblaganje). Testirano je oblaganje ploc¢e sa razli¢itim

koli¢inama peptida:

e 2 ug/otvoru (0,02 g/l),
e 1pug/otvoru (0,01 g/1)
e 0,5ug/otvoru (0,005 g/1).
Za negativnu kontrolu su kori$éena polja ispunjena sa 100yl ¢istog bikarboatnog

pufera. Ploc¢a je inkubirana preko no¢i na 4°C.

0,35

03 =

0,25

02

0,15

0,1 . /

0,05 /

0 - / ‘ : .

0 0,5 1 2
Koli¢ina peptida (NTM1)4SOC4

Apsorbancija (405/620)nm

—e—Sportista nakon treninga —e—Sportista u mirovanju
Sportista u mirovanju

Slika 23. Graficki prikaz vrednosti apsorbancije u odnosu na koli¢inu peptida

za oblaganje ploce
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4.1.3. Izbor optimalnog razblazenja seruma

Izabrana su dva uzorka sportista (serumi u kojim su ocekivane povisene
vrednosti anti-VIP/gp120 antitela) i dva kontrolna uzorka dobrovoljnih
davalaca (uzorci u kojima se ocekuju sniZzene vrednosti anti-VIP/gpi120
antitela). Svaki uzorak je testiran u duplikatu i izracunata je prosecna
apsorbancija. Ploca je obloZena sa 1 pg (NTM1),-SOC, peptida/otvoru. Kako bi
odredili signal koji potice iskljuéivo od specifi¢nog vezivanja primarnih antitela
za NTM1 peptid, kao kontrola na ploci su oblozena polja sa rastvorem SOC,
(nosac za koji je vezan peptid) u puferu za oblaganje. Svaki uzorak seruma je
testiran na (NTM1),-SOC, peptid i nosa¢ SOC,. Na ovaj nacin oduzimanjem
apsorbancije dobijene vezivanjem primarnih antitela iz seruma za (NTM1),-
SOC, peptid i apsorbancije koja je poledica nespecificnog vezivanja antitela za
nosac¢ SOC,, dobija se apsorbancija koja je iskljucivo odraz specificnog vezivanja

anti-VIP/gp120 antitela za NTM1 peptid (engl.optical density O.D.).
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g 035 -
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©
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=
o 01 -
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=
<L o,05 -
0 T T T 1
1/100 1/100 11250 1/250
RazblaZenje seruma

Slika 24. Uticaj razblazenja seruma na detekciju anti-VIP/gp120

antitela
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4.1.4. Izbor optimalnog razblazenja detekcionih antitela

U ovom koraku odredivano je optimalno razblazenje konjugata (enzimski
obelezenog sekundarnog antitela), koje ¢e istovremeno obezbediti

zadovoljavajucu analiticku osetljivost i specificnost ELISA testa.
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Slika 25. Uticaj razblazenja konjugata na detekciju anti-VIP/gp120 antitela
4.1.5. Izbor optimalnog razblazenja rastvora za blokiranje ploce

U poslednjem koraku ispitivan je uticaj razblaZzenja BSA (eng. Bovin
Serum Albumin) rastvora na analiti¢ku osetljivost testa. Testirana je primena
2,5% 1 5% rastvora govedeg serumskog albumina u postupku blokiranja, kao i za
rastvaranje primarnih i sekundarnih antitela. Kao i u prethodnim
eksperimentima kori§¢ena su dva seruma sportista i dva uzorka kontrole

(dobrovoljnih davalaca krvi).
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Slika 26. Uticaj razblazenja rastvora BSA na detekciju anti-VIP/gp120 antitela
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4.1.6. Provera nepreciznosti u seriji

U cilju provere nepreciznosti metode deset puta je ponovljeno

odredivanje antitela u istom uzorku na polistirenskoj plo¢i. U Tabeli 3

prikazani su rezultati mernja.

Tabela 3. Vrednosti O.D. za deset uzastopnih odredivanja anti-VIP/gp120

antitela u istom uzorku

Merenje 0.D.

1 0,225

2 0,236

3 0,243

4 0,258

5 0,236

6 0,242

7 0,256

8 0,255

9 0,266

10 0,269

Xsr 0,249
Sd 0,014
KV (%) 5,62
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4.1.7. Provera nepreciznosti iz dana u dan

Za odredivanje varijacije merenja iz dana u dan koris¢ena su dva uzorka

sportista (muskog i Zenskog pola), kao i dva uzorka kontrole oba pola.

Odredivanje anti-VIP/gp120 antitela u navedenim uzorcima ponavljano je

tokom 5 dana.

Tabela 4 . Vrednosti O.D. za odredivanje varijacije iz dana u dan

Dan Sportista Kontrola Sportista Kontrola
Zena Zena muskarac muskarac
1 0,289 0,077 0,136 0,050
2 0,272 0,072 0,158 0,053
3 0,267 0,078 0,167 0,063
4 0,281 0,062 0,149 0,052
5 0,234 0,077 0,143 0,061
Xsr 0,269 0,073 0,151 0,056
Sd 0,021 0,007 0,012 0,006
KV(%) 7,81 9,59 7,94 10,71

4.2. Ispitivanje prisustva anti-VIP/gp120 antitela kod razlicitih grupa

ispitanika

U ovom radu ispitivali smo prisustvo anti-VIP/gp120 antitela u razli¢itim

grupama ispitanika:

e zdravoj, fizi¢ki neaktivnoj, kontrolnoj grupi muskaraca i Zena;

e u grupi aktivnih sportista

¢ kod pacijenata obolelih od karcinoma dojke i prostate;

e kod HIV pozitivnih pacijenata u asimptomatskoj fazi bolesti;
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Rezultati svih grupa ispitanika su imali normalnu raspodelu, zbog ¢ega su za

analizu koriSéeni parametarski statisticki testovi.

4.2.1. Testiranje seruma zdravih, fizicki neaktivnih osoba, na

prisustvo anti-VIP/gp120 antititela

U cilju utvrdivanja prisustva prirodnih anti-VIP/gp120 antitela kod
zdravih osoba testirani su serumi dobrovoljnih davalaca krvi (20 muskaraca i 17
Zena). Analiza izmerenih apsorbancija primenom Studentovog t-testa pokazala
je da ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu apsorbancija izmerenih za

kontrolnu grupu Zena i muskaraca (P=0,9547).

Tabela 5. Prikaz rezultata O.D. za kontrolnu grupu zdravih, fizicki neaktivnih

ispitanika
Ispitanici Xsr SD MIN MAX
Zene (n=17) 0,04094 0,02455 0,0075 0,087
Muskarci 0,04052 0,01968 0,0085 0,0765
(n=20)
0,07 1 Anti-VIP/gp120 antitela
0,06 -
0,05 -
5 0,04 -
O 003 |
0,02 -
0,01 -
0 - .

Kontrola Zene Kontrola muskarci

B Srednja vrednostiSD

Slika 27. Uporedni prikaz rezultata anti-VIP/gp120 antitela za kontrolnu grupu
muskaraca i zena.
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4.2.2. Testiranje seruma aktivnih sportista na prisustvo anti-

VIP/gp120 antitela

Vrednosti izmerenih apsorbancija, koje odgovaraju nivou anti-VIP/gp120

antitela, za sve grupe sportista imale su normalnu raspodelu. Primenom

parametarskih testova uocCena je statisticki znacdajna razlika u nivou anti-

VIP/gp120 antitela kod svih grupa sportista u odnosu na odgovarajucu

kontrolnu grupu muskaraca i Zena U Tabeli 6 su date srednje vrednosti,

standardne devijacije, kao i minimalne i maksimalne vrednosti za sve sportiste.

Tabela 6.Vrednosti O.D. kod razli¢itih grupa sportista

Sportisti - Zene
0,1644 0,09564 0,049 0,361
(n=28)
Odbojka (n=13) 0,1041 0,03264 0,049 0,163
Plivanje (n=7) 0,269 0,07391 0,135 0,361
Vaterpolo (n=8) 0,1709 0,1050 0,05 0,299
Sportisti - muskarci
0,1055 0,04527 0,034 0,23
(n=45)
Vaterpolo (n=13) 0,1047 0,05034 0,04 0,23
Veslanje (n=8) 0,1309 0,04588 0,069 0,2105
Karate (n=9) 0,1082 0,02025 0,082 0,15
Rvanje (n=9) 0,1064 0,05392 0,0385 0,2125
Kik boks (n=6) 0,06783 0,03065 0,034 0,114
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4.2.2.1. Vaterpolo - zene

Utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika izmedu nivoa anti-
VIP/gp120 antitela kod vaterpolistkinja u odnosu na kontrolnu grupu Zena
(p = 0,0106). Srednje vrednosti apsorbancije za populaciju vaterpolistkinja je

viSe od 4 puta veca od srednje vrednosti za kontrolnu grupu.

0.3 Anti-VIP/gp120 antitela
0,25 -

0.2 -
a
' 0,15 -
o

0,1 -

0,05 -

.

Vaterpolistkinje Kontrola Zene

B Srednja vrednosti SD

Slika 28. Poredenje izmerenih apsorbancija za grupu vaterpolistkinja i

kontrolnu grupu Zena
4.2.2.2. Plivanje - Zene

Odredivanjem anti-VIP/gp120 antitela u grupi plivacica pokazano je da postoji
statisticki znacdajna razlika u nivou anti-VIP/gp120 antitela u odnosu na
kontrolnu grupu (p = 0,0001). Srednja vrednost izmerenih apsorbancija je 6,5

puta veca za grupu plivacica od kontrolne grupe Zena.

04 1 Anti-VIP/gp120 antitela
0,35 -

03 -
0,25 -

0,15 -
0,1 4
0,05 -

Plivacice Kontrola Zene

u SrednjavrednostiSD

Slika 29. Poredenje izmerenih apsorbancija za grupu plivacica i kontrolnu
grupu zena
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4.2.2.3. Odbojka - Zene

Testiranje seruma odbojkaSica na prisustvo anti-VIP/gp120 antitela
pokazalo je da postoji statistic¢ki znacajna razlika izmedu odbojkasica i kontrolne
grupe zene (p < 0,0001). Srednja vrednost izmerenih apsorbancija za grupu

odbojkasica je oko 2,5 puta veca od kontrolne grupe.

0,16 1 Anti-VIP/gp120 antitela
0,14 -
0,12 -
0,1 -
0,08 -

0,06 -

O.D.

0,04 -
0,02 -
0 -4

Odbojkasice Kontrola Zene

B Srednja vrednostiSD

Slika 30. Poredenje izmerenih apsorbancija za grupu odbojkasica i kontrolnu

grupu Zena
4.2.2.4. Veslanje - muskarci

Odredivanje anti-VIP/gp120 antitela u grupi veslaa pokazalo je da
postoji statisticki znacajna razlika izmedu anti-VIP/gp120 antitela izmedu
veslaca i kontrolne grupe muskraca (p=0,0007). Izmerena srednja vrednost za

veslace je viSe od tri puta veca u odnosu na srednju vrednost za kontrolne grupe.

0.2 7 Anti-VIP/gp120 antitela
0,18 A

0,16 -
0,14 |
0,12 -
01 |
0,08 -
0,06
0,04 -
0,02 -

0.D.

Vesladi Kontrola muskarci

= SrednjavrednostiSD

Slika 31. Poredenje izmerenih apsorbancija za grupu veslaca i kontrolnu grupu

muskaraca
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4.2.2.5. Rvanje - muskarci

Testiranje nivoa anti-VIP/gp120 antitela u grupi rvaca pokazalo je da

postoji statisticki znacajna razlika izmedu grupe rvaca i kontrolne grupe

muskaraca (p=0,0061). Izmerena srednja vrednost apsorbancije je 2,5 puta veca

od srednje vrednosti kontrolne grupe.

0,18 -

O.D.

Anti-VIP/gp120 antitela

Rvadi

0,16
0,14
0,12 -
0,1
0,08 |
0,06 -
0,04
0 A T

Kontrola muskarci

E Srednjavrednosti SD

Slika 32. Poredenje izmerenih apsorbancija za grupu rvaca i kontrolnu grupu

muskaraca

4.2.2.6. Karate - muskarci

Uoceno je da postoji statisti¢ki znacajna razlika u nivou anti-VIP/gp120

antitela izmedu aktivnih sportista, koji treniraju karate i kontrolne grupe

muskaraca (p < 0,0001). Srednja vrednost izmerenih apsorbancija za grupu

karatista je nesto viSe od 2,5 puta ve¢a u odnosu na kontrolnu grupu muskaraca.

0,14

0,1 |

0,08

O.D.

0,06 |
0,04 -

0,02

Anti-VIP/gp120 antitela

Karatisti

Kontrola muskarci

B Srednjavrednosti SD

Slika 33. Poredenje izmerenih apsorbancija za grupu karatista

grupu muskaraca

i kontrolnu
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4.2.2.7. Vaterpolo - muskarci

Testiranjem grupe vaterpolista ustanovljeno je da postoji statisticki
znacajna razlika izmedu nivoa anti-VIP/gp120 antitela vaterpolista i nivoa ovih
prirodnih antitela u kontrolnoj grupi muskaraca (p=0,0006). Izracunata
srednja vrednost apsorbancije je oko 2,5 puta veta od srednje vrednosti

izra¢unate za kontrolnu grupu muskaraca.

0.18 1 Anti-VIP/gp120 antitela
0,16 -

0,14 -
012 -
01 -
0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 -

0 4

0.D.

Vaterpolisti Kontrola muskarci

u Srednja vrednostiSD

Slika 34. Poredenje izmerenih apsorbancija za grupu vaterpolista i kontrolnu

grupu muskaraca
4.2.2.8. Kik boks - muskarci

Odredivanje nivoa anti-VIP/gp120 antitela u grupi ativnih sportista koji
treniraju kik boks ustanovljeno je da postoji statisti¢ki znacajna razlika u nivou
anti-VIP/gp120 antitela izmedu kik boksera i kontrolne grupe muskaraca
(p=0,0151). Srednja vrednost apsorbancije za grupu kik boksera je 1,6 puta vec¢a

od srednje vrednosti odredene za kontrolnu grupu.

0,12 Anti-VIP/gp120 antitela

Kik bokseri Kontrola muskarci

B Srednjavrednosti SD

Slika 35. Poredenje izmerenih apsorbancija za grupu kik boksera i kontrolnu
grupu muskaraca
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4.2.3. Uticaj pola na porast anti-VIP/gp120 antitela kod aktivnih
sportista

Poredenjem nivoa anti-VIP/gp120 antitela u grupi Zena i muskaraca koji
se aktivno bave fizickom aktivno$¢u, pokazano je da postoji statisticki znacajna
razlika izmedu nivoa anti-VIP/gp120 antitela kod Zena sportista u odnosu na
muskarce sportiste (p=0,0043), iako svi ispitivani sportisti imaju statistic¢ki
znacajano viSi nivo anti-VIP/gp120 antitela u odnosu na kontrolnu grupu.
Izra¢unata srednja vrednost za grupu Zena sportista je oko 1,5 puta veca od

srednje vrednosti izracunate za grupu muskaraca.

0,18 . .
0,1644 Anti-VIP/gp120 antitela
0,16

0,14
0,12

0,1055

0,1

O.D.

0,08
0,06
0,04

0,02

0
Sportisti - Zene Sportisti - muskarci

B Srednja vrednost

Slika 36. Uticaj pola na nivo anti-VIP/gp120 antitela kod aktivnih sportista
4.2.4. Uticaj vrste sporta na nivo anti-VIP/gp120 antitela

Analiza nivoa anti-VIP/gp120 antitela izmedu pojedina¢nih grupa
sportista, primenom jednofaktorske analize varijanse, pokazala je da postoji
statisticki znacajna razlika izmedu ispitivanih grupa sportisa kod Zena (p<0,05).
Najveci porast anti-VIP/gp120 antitela uocen je kod plivacdica, a najmanji kod
odbojkasica (Slika 37).

U grupi muskaraca nije uocena statisti¢ki znacajna razlika u nivoa anti-
VIP/gp120 antitela kod razlicitih grupa sportista (Slika 38), ali su sportisti bez
obzira na vrstu sporta imali statisticki znacajno vi§i nivo anti-VIP/gp120

antitela u odnosu na kontrolnu, fizi¢ki neaktivnu grupu zdravih muskaraca.
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0,25 -
02 -
D: 0,15 -
01 -

0,05 -

03 | 0.268°

Plivacice Vaterpolistkinje Odbojkasice

Anti-VIP/gp120 antitela

0.1709°

B Srednjavrednost

a nivo anti-VIP/gp120 se razlikuje u odnosu na vaterpolistkinje i

odbojkasice (p<0,05)

b nivo anti-VIP/gp120 se razlikuje u odnosu na odbojkasice (p<0,05)

Slika 37. Prikaz srednjih vrednosti izmerene apsorbancije kod Zena u odnosu

na vrstu sporta

Anti-VIP/gp120 antitela

0,1082 0,1064  0,1047

I I I |

0,14 1 0,1309
0,12 -
01 -
5 008
O 0,06 -
0,04 -
0,02 -

0 .
Veslaci

Karatisti Rvaci  Vaterpolisti Kik bokseri

B Srednjavrednost

Slika 38. Prikaz srednjih vrednosti izmerene apsorbancije kod muskaraca u

odnosu na vrstu sporta
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4.2.5. Ispitivanje anti-VIP/gp120 antitela kod vaterpolista pre i

nakon fizi¢ke aktivnosti

Posebno je ispitivana produkcija anti-VIP/gp120 antitela, u mirovanju i
30 minuta nakon fizicke aktivnosti (opterecenja). Ispitivani su serumi 17
vaterpolista u periodu kada nisu intenzivno trenirali (na kraju ¢etvoronedeljnog
aktivnog odmora vaterpolista, pred pocetak trenaznog ciklusa, koji je ukljucivao
treninge niskog intenziteta u trajanju od 1 — 2 sata dnevno).

Rezultati Student t-testa pokazuju da postoji statisticki znacajna razlika
u nivou anti-VIP/gp120 antitela kod sportista pre i nakon kontrolisanog
treninga (P<0,001). Porast anti-VIP/gp120 antitela zabelezen je i kod
vaterpolista N2, N4, N5, N7, No, N11 i N12 , koji su imali nizak pocetan nivo
antitela u mirovanju. Navedeni podatak je dokaz da fizicka aktivnost dovodi do
porasta anti-VIP/gp120 antitela, bez obzira na razli¢it individualni nivo
prirodnih  autoantitela (intraindividualnu varijaciju u koncentraciji

autoantitela).

A Uticaj fizicke aktivnosti na nivo anti-VIP/gp120 antitela
04 -
035 -
03 -

0,25

O.D.

02 -
015
0,1 -

0,05 1

N e TR s BRI R - TR B SN oAk Wb W A
DI LI PLPIIIILILEL

B Prefizicke aktivnosti Posle fizicke aktivnosti

Slika 39. Prikaz nivoa anti-VIP/gp120 antitela kod vaterpolista pre i nakon

opterecenja
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4.3. Testiranje seruma HIV pozitivnih osoba na prisustvo anti-

VIP/gp120 antitela

Testirani su serumi HIV pozitivnih pacijenata na prisustvo antitela koja
se vezuju za mali NTM1 molekul (FTDNAKTI). Od 7 testiranih seruma HIV
pozitivnih pacijenata, Cetiri pacijenta su imali poviSen nivo anti-VIP/gp120
antitela. Treba napomenuti da su u ovom eksperimentu kori$¢ena sekundarna
antitela obelezena peroksidazom. Za pacijente P6, P7 i P8 nivo anti-VIP/gp120

antitela je bio ispod detekcionog limita.

Tabela 7. Podaci ispitivanih HIV pozitivnih pacijenata

Z 33 <500 419 <1988 HAART B
7 35 900 470 2000 HAART

36 688000 91 1997 bez B
terapije

M 38 59 863 2001 bez B
terapije

M 46 769 1008 2001 bez B
terapije

M 29 4460 855 2002 bez B
terapije

M 39 2500 844 2003 bez B
terapije
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Slika 40. Apsorbancije dobijene testiranjem seruma HIV pozitivnih pacijenata

na prisustvo anti-VIP/gp120 antitela.

4.4. Testiranje seruma osoba obolelih od karcinoma dojke i prostate

na prisustvo anti-VIP/gp120 antitela

U cilju ispitivanja protektivne uloge anti-VIP/gp120 antitela na razvoj
tumora dojke i prostate, ispitivan je nivo ovih prirodnih antitela kod pacijenata
u razli¢itim stadijumima bolesti. Testirano je 15 Zena sa karcinomom dojke i 17
muskaraca sa karcinomom prostate. Rezultati Student t-testa su pokazali da
postoji statisticki znadajna razlika u nivou anti-VIP/gp120 antitela izmedu
kontrolne grupe i pacijenata obolelih od karcinoma dojke (P=0,0071) i prosate
(P=0.0026). Treba naglasiti da je ukupan nivo IgG antitela u obe populacije
pacijenata u granicama referentnog intervala sa prose¢nim vrednostima 11+2.7
g/l, Sto potvrduje da sniZen nivo anti-VIP/gp120 antitela nije posledica

imunosupresivne terapije.

Tabela 8. Rezultati O.D. za pacijente obolele od karcinoma dojke i prostate

0,02143 | 0,01108 | 0,0065 | 0,0355

0,02197 | 0,01398 0,003 0,0505
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Kontrola muskarci
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Slika 41. Uporedni prikaz rezultata izmerenih apsorbancija, koji odgovaraju

nivou anti-VIP/gp120 antitela,

kontrolne grupe muskaraca

O.D.

0,07 -

0,06
0,05
0,04
0,03
0,02
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0

Anti-VIP/gp120 antitela

-l

Karcinom dojke

Kontrola Zene

H Srednja vrednosti SD

kod pacijenata sa karcinomom prostate i

Slika 42. Uporedni prikaz rezultata izmerenih apsorbancija, koji odgovaraju

nivou anti-VIP/gp120 antitela, kod pacijenata sa karcinomom dojke i kontrolne

grupe zena
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4.5. Analiza interakcije izmedu (NTM1),-SOC,; antigena i
neutralisu¢eg anti-HIV monoklonskog antitela VRCo1 primenom

elektronske mikroskopije

AFM elektronskom mikroskopijom testirano je da li se monoklonska
neutraliSu¢éa VRCo1 antitela vezuju za povrSinu NTM1 peptida. Monoklonsko
VRCo1 antitelo se vezuje za aminokiseline unutar D petlje smeStene na C-
terminalnom kraju druge konzervirane regije proteina gpi120. D petlja je
uklju¢ena u neposredno hemijsko vezivanje proteina gp120 za receptor CD4.
NTMa1 peptid selektovan u ovom radu za testiranje seruma na prisustvo anti-
VIP/gp120 antitela, najve¢im delom se preklapa sa petljom D proteina gp120

(7 od 8 amino kiselina, Slika 41).

D petlja NFTDNAKT

* K X K X X %

Peptid NTM1 FTDNAKTI

Slika 43. Poredenje redosleda aminokiselina, koje ulaze u sastav D peptida i
NTM1 peptida

Peptid koriS¢en u eksperimentima je (NTM1),-SOC, sadrzi 4 molekula
NTMa1 vezana za oligopeptidni nosa¢ SOC (eng. Sequential Oligopeptide Carrier)
i izgraden je od ponavljajueg segmenta lizin-a-aminoizobuterna kiselina-glicin
(Lys-Aib-Gly). AFM elektronskom mikroskopijom testirano je da li se
neutraliSu¢a VRCo1 antitela vezuju za povrsinu peptida (NTM1),-SOC,, koji na
svojoj povrSini ima strukturni motiv FTD, odgovoran za vezivanje VIP-a za
receptore VPAC11 VPAC2.
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10.000 nm

Slika 44. Oligopeptidni nosa¢ SOC, snimljena AFM mikroskopom pri

rezoluciji od 150 nm.

a) b)

10.000  nm

Slika 45. Peptid (NTMs),-SOC, snimljen AFM elektronskim mikroskopom pri

rezoluciji od 150 nm (a) i1 um (b).
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a) b)

Slika 46. Monoklonsko antitelo VRCo1 snimljeno AFM elektronskim
mikroskopom pri rezoluciji od 200 nm (a) i 1 um (b).
a) b)

Slika 47. AFM slika monoklonskih antitela VRCo1 vezanih za (NTMs),-
SOC, pri rezoluciji 300 nm (a) i 1um (b).

Kako bi potvrdili da objekat prikazan na Slici 46 (a) predstavlja
kompleks antitela vezanih za (NTM1),-SOC, peptid, uporedili smo njegove

dimenzije sa dimenzijama monoklonskog antitela VRCo1 sa Slike 45 (a).
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a) Karakteristike monoklonskog antitela VRCo1;

o Nm Section Analysis
“
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lc oC
.==,! Y sl RaClc) 1.329 nm
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> T T T T T
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Spectrum Horiz distance(L) 55.056 nm
vert distance 0.171 nm
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b) Karakteristike kompleksa VRCo1/ (NTM1)4-SOC,.
o mm Section Analysis
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8

peptid+ab.016

Slika 48. Poredenje dimenzija monoklonskog antitela VRCo1 i

kompleksa dobijenog vezivanjem navedenih antitela za konjugat (NTM1)4-SOC,.

Prema podacima prikazanim na Slici 48(a), monoklonsko antitelo
snimljeno AFM elektronskim mikroskopom je sferni objekat pre¢nika = 55 nm.
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Duzina objekta prikazanog na Slici 48 (b) iznosi 220 nm, §to je priblizno cetiri
puta veée od vrednosti preénika monoklonskog antitela VRCo1. Na osnovu
navedenih podataka, kao i ¢injenice da su za SOC, vezana cCetiri NTM1 peptida,
mozemo zakljuditi da objekat prikazan na Slici 48(b) predstavlja kompleks
Cetiri antitela VRCo1 vezana za konjugat (NTM1)4-SOC, .

AFM elektronskim mikroskopom potvrdeno je da konjugat
(NTM1),-SOC,4 na svojoj povrsini prezentuje Cetiri epitopa, koja preko FTD

segmenta vezuju Cetiri monoklonska antitela VRCo1.

4.6. Analiza interakcije VIP/VPAC receptori

Primenom ISM metode vrsena je analiza primarne strukture VIP-a i VPAC
receptora u cilju odredivanja domena VIP-a, koji je odgovoran za dugodoseznu

medumolekulsku interakeiju sa receptorima na rastojanju od 10 do 1000 A.

Korak 1:0dredivanje informacionog spektra za proteine: VIP, VPAC1 i
VPAC2

VIP VPAC1 . VPAC2

025F F(0.2188)

o
>
S
T
w
IS o

b e

&

~
Amplituda

~ w

Amplituda
Amplituda

" L " . J Nl L A fll N |
0 01 02 03 04 05 0 01 0.2 03 04 05 0 041 02 03 04 05

Frekvenca Frekvenca Frekvenca

Slika 49. Pojedina¢ni informacioni spektri VIP-a i njegovih VPAC
receptora. Na apscisi su predstavljene frekvencije u informacionom spektru, a

na ordinati amplitude u arbitrarnim jedinicama.
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Korak 2: Odredivanje unakrsnog spektra VIP/VPAC1 i VIP/VPAC2

a)
Unakrsni spektar VIP/VPAC1
0.71 F (0.2188)
0.6-F(0.0310)
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Slika 50. Unakrsni spektri dobijeni medusobnim mnozZenjem
pojedinacnih informacionih spektara VIP-a i njegovih receptora VPAC1 i

VPAC2.

Rezultati ISM analize pokazuju da su u oba slucaja za interakciju VIP-a sa
njegovim receptorima vazne dve frekvence F(0.2188) i F(0.0310). U unakrsnom
spektru VIP/VPAC1 dominantna je frekvenca F(0.2188), dok je u unakrsnom
spektru VIP/VPAC2 dominantna frekvenca F(0.0310). Prema ISM konceptu
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mozemo da zaklju¢imo da je za interakciju na velikim rastojanjima VIP-a sa
VPAC1 receptorom znacajna informacija, koja odgovara frekvenciji F(0.2188),
dok je za interakciju sa VPAC2 receptorom znacajna informacija, koja odgovara

frekvenci F(0.0310).

Korak 3: Odredivanje domena primarne strukture VIP-a, koji daje

najvedi doprinos informaciji, koja odgovara frekvencama F(0.2188) i F(0.0310).

Analiza primarne strukture VIP-a obuhvata postepeno izracunavanje
informaciog spektra za peptide sastavljene od 10 aminokiselina u nizu,
pomerajuci se za 1 aminokiselinu. Prvi peptid u nizu, koji se analizira obuhvata
prvih 10 aminokiselina VIP-a, naredni peptid ¢ine aminokiseline na poziciji 2-

11, sledeé¢i 3-12 i tako redom.

Prema rezultatima prikazanim na Slici 51 peptid, koji je u najvecoj meri
odgovoran za informaciju koja odgovara frekvenci F(0.2188) ukljuéuje prvih 10
aminokiselina VIP-a (HSDAVFTDNY). Drugim reéima, prvih deset
aminokiselina u primarnoj strukturi VIP-a je odgovorno za prepoznavanju i

interakciju izmedu VIP-a i VPAC1 receptora na rastojanjima od 10 do 1000 A.
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Slika 51. Graficki prikaz rezultata udela (doprinosa) pojedina¢nih
domena primarne strukture VIP-a u informaciji, koja odgovara frekvenci
F(0.2188) u unakrsnom spektru VIP/VPAC1
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Slika 52. Graficki prikaz rezultata udela pojedinaénih domena primarne
strukture VIP-a u informaciji, koja odgovara frekvenci F(0.031) u unakrsnom
spektru VIP/VPAC2

Graficki prikaz rezultata na Slici 51 pokazuje da je peptid, koji ukljucuje
aminokiseline na poziciji 14-23 (RKQMAVKKYL) odgovoran za interakciju na

velikim udaljenostima i prepoznavanje izmedu VIP-a i VPAC2 receptora.

Na osnovu izloZenih rezultata ISM analize moze se zakljuditi da su za

interakciju sa receptorima VPAC1 i VPAC2 odgovorni razli¢iti domeni VIP-a.

4.7. Odredivanje domena na receptorima VPAC 1 i VPAC 2, koji su

odgovorni za interakciju sa VIP-om

U cilju odredivanja domena VPAC1 i VPAC2 receptora, koji su odgovorni za
dugodoseznu interakciju sa VIP-om, izvr§ena je ISM analiza primarne strukture
ovih receptora. U analizi su koriSéeni maturirani VPAC1 i VPAC2 proteini,
odnosno proteini bez signalnog peptida. DuZzina signalnog peptida za VPAC1 je
30 aminokiselina, a za VPAC2 je 23 aminokiseline. Sekvence VIP-ovih receptora
su skenirane peptidom duzine 35 aminokiselina. Pri skeniranju peptid je
pomeran sa korakom od jedne aminokiseline duz primarne strukture receptora,
pri ¢emu je za svaku poziciju odredena amplituda u informacionom spektru
datog peptida na frekvencama F(0.2188) i F(0.031), koje karakteriSu interakciju
VIP-a sa receptorima VPAC1 i VPAC2.
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Slika 53. Rezultati skeniranja receptora VPAC1 i VPAC2 peptidima
duzine 35 amino- kiselina. Na apscisi su predstavljene pozicije peptida, a na
ordinati vrednosti amplituda na frekvenci 0.218 za VPAC1 receptor i na

frekvenci 0.031 za VPAC2 receptor, ra¢unate za svaki pojedinacni peptid.

U Tabeli 9 prikazane su pozicije prvih deset peptida (duZine 35
aminokiselina) u primarnoj strukturi VPAC1 receptora, koje daju najveéi

doprinos informaciji prezentovanoj frekvencom F(0.2188).
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Tabela 9. Pozicije peptida u primarnoj strukturi VPAC1 receptora, koji daju

najveti doprinos informaciji prezentovanoj frekvencom F(0.218).

37

35

39

31

40

36

38

32

33

62

0.24482

0.23409

0.23383

0.23014

0.22413

0.21374

0.20976

0.20749

0.20500

0.19368

4.34054

4.26488

4.36145

4.15497

4.18875

3.78930

3.61566

3.79679

3.80790

2.82513

Na osnovu prikazanih rezultata mozemo zakljuditi da je za interakciju sa

VIP-om na rastojanju od 10 do 1000A odgovoran domen VPAC1 receptora, koji

obuhvata aminokiseline na poziciji 31-96.
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Tabela 10. Pozicije peptida u primarnoj strukturi VPAC2 receptora, koji daju

najveci doprinos informaciji prezentovanoj frekvencom F(0.031).

244

242

241

245

238

243

239

240

233

184

0.24768

0.23400

0.22990

0.22810

0.22289

0.21657

0.21264

0.20955

0.20831

0.18889

3.51021

3.39851

3.41547

3.19928

3.42120

3.07784

3.13385

3.03681

3.30231

3.50410

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 10 moZemo zakljuciti da je za

dugodoseznu interakciju sa VIP-om odgovoran domen VPAC2 receptora, koji

obuhvata aminokiseline na poziciji 244 — 278.
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5.Diskusija

Redovna fizicka aktivnost se u preporukama Svetske zdravstvene
organizacije cesto navodi kao mera, koja deluje preventivno u razvoju mnogih
hroni¢nih bolesti, ali i kao terapijsko sredstvo za poboljSanje kvaliteta zivota
pacijenata obolelih od karcinoma, depresije, dijabetesa tip 2, pacijenata sa
povisenim krvnim pritiskom i brojnim drugim oboljenjima [96].

Tri osnovna uslova za povoljan efekat fizicke aktivnosti predstavljaju
umerenost, ucestalost i kontinuitet vezbanja. Definisati granicu umerene fizicke
aktivnosti nije jednostavno, s obzirom na ¢injenicu da ona u mnogome zavisi od
individualnih karakteristika. Uprkos individualnim razlikama moguce je dati
jednu opstu definiciju umerene fizicke aktivnosti, koja glasi: umerena je svaka
fizicka aktivnost, koja za posledicu ima fizioloske reakcije u organizmu, koje se
kre¢u u granicama njegove tolerancije, Sto podrazumeva da je nakon njenog
prestanka omogucen brz i potpun oporavak organizma. Od posebnog znacaja za
dobar efekat fizickih vezbi je njihov kontinuitet. Praksa pokazuje da se u sluéaju
srekreativnog vezbanja” fizicka kondicija nakon pauze postize priblizno istom
brzinom, kojom se do nje stizalo u momentu prekida vezbanja. Na primer, ako
se rade¢i odredeni skup vezbi, dobra fizicka pripremljenost postigla za 12
nedelja, a potom napravila pauza od 4 nedelje, pri nastavku treba poéi od
programa koji je predviden za devetu nedelju. Pored intenzivnog istrazivanja,
molekularni mehanizmi koji leZe u osnovi pozitivnog delovanja fizicke aktivnosti
na ljudsko zdravlje, nisu razotkriveni. Jedan od retkih izuzetaka predstavlja veza
izmedu fizicke aktivnosti i fizioloske uloge VIP-a. Pokazano je da fizicka
aktivnost poveéava koncentraciju VIP-a u cirkulaciji, sto dalje dovodi do porasta
nivoa anti-VIP/gp120 antitela u plazmi, koja su odgovorna za odrzavanje
koncentracije VIP-a u fizioloSkim granicama. Anti-VIP/gp120 antitela, koja su
po svojoj prirodi neutraliSu¢a antitela, moguée je kod zdravih osoba stimulisati
jedino fizickom aktivnoséu. Ispitivanje nivoa anti-VIP/gp120 antitela na
populaciji kategorisanih sportista, zdravih dobrovoljnih davalaca krvi i HIV
pozitivnih pacijenata, kao i osoba obolelih od karcinoma dojke i prostate
potvrduje da je nivo anti-VIP/gp120 antitela tesno povezan sa otpornoséu
organizma na pomenute bolesti. Fizicka aktivnost je od posebnog znacaja za

populacije nerazvijenih i srednje razvijenih zemalja, kojima nisu dostupne
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sofisticirane i skupe metode za ranu detekciju i lecenje SIDE , tumora dojke i

prostate.
5.1.0ptimizacija ELISA metode za detekciju anti-VIP/gp120 antitela

Optimizacija ELISA metode bila je izazov u istrazivanju, jer komercijalan
test za detekciju anti-VIP/gp120 antitela nije prisutan na trzistu. Kao polazna
tacka za optimizaciju ELISA metode koriSc¢eni su protokoli iz ranijih istrazivanja
u kojima su odredivana anti-VIP/gp120 antitela. U ranijim istrazivanjima za
detekciju anti-VIP/gp120 antitela koriScen je ELISA test u kome je peptid za
detekciju bio NTM peptid, sa¢injen od 23 aminokiseline [97].

U ovom radu je za detekciju anti-VIP/gp120 antitela koris¢en NTM1
peptid, koji iako se sastoji od samo 8 aminokiselina, takode ima visok stepen
strukturne i informacione sli¢nosti sa VIP-om, kao i ranije koriS¢eni NTM
peptid. Kao $to smo pokazali u rezultatima, interakcija izmedu VIP-a i VPAC1
receptora karakteriSe se frekventnom komponentom F(0,2188) u
informacionim spektrima ovih proteina. Domen VIP-a, koji daje najveci
doprinos ovoj frekvenci ukljucuje aminokiseline na poziciji 6-13 (Slika 22 b).
Sa druge strane deo NTM peptida, koji daje najve¢i doprinos informaciji
reprezentovanoj ovom frekvencom je kratki NTM1 peptid, koji je u ovom radu
koris¢en za detekciju anti-VIP/gp120 antitela. Vazno je uociti da NTM1 peptid,
takode obuhvata domen najvece homologije izmedu VIP-a i NTM peptida
(Slika 22 a). Ova strukturna i informaciona slicnost sugerisSe funkcionalnu i
imunolosku unakrsnu reaktivnost izmedu peptida VIP (3-16) i NTM1.

Prema literaturnim podacima antigen koji se koristi za direktnu detekciju
antitela (bez prisustva nosac¢a) mora biti peptid sa¢injen od najmanje 15-20
aminokiselina [98]. U cilju bolje izloZenosti, kao i vec¢eg broja epitopa po jedinici
aktivne povrsine, peptid NTM1 je vezan za nose¢i molekul SOC,. Na jednom
SOC, nosacu vezana su 4 molekula NTM1 peptida. Da bi se iskljucio uticaj
nespecificnog vezivanja antitela za SOC, nosac, svaki uzorak je imao svoju
kontrolu, $to znaci da je za svaki uzorak oblagano po dva bazena sa (NTMs),-
SOC, i dva sa SOC,; nosacem. Oduzimanjem vrednosti apsorbancije, koja potice
od nosaca SOC, od apsorbancije izmerene za polja (NTMs),-SOC,, dobijena je
vrednost O.D. koja iskljuéivo poti¢e od specifiénog vezivanja anti-VIP/gp120

antitela za NTM1 peptid.
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Prilikom postupka optimizacije najvaznije je odrediti optimalnu
koncentraciju antigena za oblaganje polistirenske ploce, sto se postize nekom
vrstom titracije, s obzirom da kapacitet proteina za apsorpciju zavisi od njegovih
specificnih karakteristika. Za ELISA metodu zasi¢enje vezivnih mesta na
povrsini otvora se najceSce postiZze u opsegu koncentracija 0.1-1ug/otvoru kada
se radi o zapremini od 100 pl/otvoru [99]. Pufer za oblaganje ne sme da sadrzi
nijedan protein koji bi mogao da dovede do nespecifi¢nog vezivanja za plocu.

Ispitivana je zavisnost ocitane apsorbancije od koncentracije antigena
kojom je obloZena mikrotitarska ploca. Na Slici 23 jasno se uocava korelacija
izmedu promene vrednosti O.D. i promene koli¢ine antigena. Uzorak u kome su
ocekivani vi§i nivoi anti-VIP/gp120 antitela (uzorak uzet neposredno posle
treninga) pokazivao je povecanje reaktivnosti sa povetanjem koli¢ine NTM1
peptida/otvoru, dok je kod dva uzorka sa manjim titrom antitela (uzorak
sportista uzet u mirovanju) raktivnost za vrednosti veée od 0,5 pg
peptida/otvoru bila ujednacena. Ujednaceni porast apsorbancije, bez obzira na
koli¢inu peptida moZe se objasniti tako S$to se pri odredenoj koli¢ini antigena
postiZze plato u reaktivnosti usled cega dalje povecanje kolicine peptida ne
dovodi do promene intenziteta boje [99].

U testiranju je pokazano da se pri koncentracijama ve¢im od 0,5 ug po
otvoru apsorbancija nije znacajno menjala. Kako je planirano istrazivanje
podrazumevalo paralelno odredivanje anti-VIP/gp120 antitela u uzorcima
sportista nakon optereenja, kada se ocekuje poviSen nivo antitela, kao i
odredivanje u uzorcima sa niskom koncentracijom anti-VIP/gp120 antitela
(kontrolna grupa dobrovoljnih davalaca krvi i pacijenti oboleli od karcinoma)
opredelili smo se za vrednosti 1 ug (NTM1),-SOC, peptida/otvoru.

S obzirom na losu termicku provodljivost mikrotitarskih ploéa i opasnosti
od nejednakog vezivanja u svim bazenima na poviSenim temperaturama,
oblaganje je trajalo od 16-18 sati na 4°C.

U narednim koracima ispitivano je optimalno razblazenja seruma i
konjugata (sekundarnih antitela obelezenih enzimom). Primarna i sekundarna
antitela rastvarana su u rastvoru za blokiranje, sa inertnim proteinom (BSA,
eng. Bovin Serum Albumin) koji sprecava pasivno vezivanje antitela, ali
istovremeno omogucava specificnu imunolosku reakciju [99]. Prilikom izbora

optimalnog razblaZenja za ispitivane serume koriSéeni su uzorci u kojima se
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ocekuje pozitivan rezultat, dok su kao kontrole koriséeni uzorci kod kojih se nije
ocekivalo povetanje vrednosti merenog parametra. Razli¢ita razblazenja
primarnih antitela omogucila su poredenje dobijenih vrednosti apsorbancija
izmedu pozitivnih i negativnih seruma, kao i ispitivanje eventualne pojave
nespecifi¢ne reakcije, pri razli¢itim razblazenjima negativnih kontrola [100].

Na Slici 24 se jasno vidi da je dobijen jaci signal pri manjem razblazenju
seruma (1:100). Pri ovom razblaZenju je vrednost apsorbancija za kontrolna
polja, koja nisu bila oblagana peptidom, kao i vrednost za ona polja u koja nije
stavljan serum ve¢ samo konjugat, bila niska. Brojevi iznad stubica u
histogramu dobijeni su deljenjem vrednosti rezultata za jedan pozitivan i jedan
kontrolni uzorak. Navedene vrednosti ukazuju da se bolja diskriminacija izmedu
pozitivnih i kontrolnih uzoraka postize pri razblazenja seruma 1:100 nego pri
razblazenju 1:250. Iz ovih razloga je u daljem radu koriséeno razblazenje seruma
1:100. U poredenju sa ELISA testovima koji se koriste za odredivanje antitela
koja se specifiéno sintetiSu u razli¢itim infekcijama, ovo je malo razblazenje
seruma. Takva situacija je i ocCekivana, s obzirom da se radi o prirodnim
antitelima, koja su prisutna u znatno manjim koncentracijama u odnosu na
antitela ¢ija je sinteza stimulisana prisustvom infektivnog agensa.

U okviru optimizacije ELISA testa, takode je odredivano optimalno
razblazenje sekundarnih antitela, koje ¢e dati maksimalnu analiti¢ku osetljivost.
Testiranje je pokazalo da razblaZenje sekundarnih antitela u odnosu 1:250 daje
visoku apsorbanciju u kontrolnim otvorima na plo¢i bez primarnih antitela, kao
i u poljima sa kontrolnim uzorcima i uzorcima sportista. Ovo ukazuje na
izrazenu nespecificnu reakciju. Bilo je potrebno napraviti kompromis izmedu
dva suprotna faktora, specificnosti i osetljivosti. Manje razblaZzenje konjugata
daje jaci signal ¢ime se povetava osetljivost testa. Ipak, veée koncentracije
sekundarnih antitela su povezane sa povecanim nespecificnim signalom (eng.
background) [101].

Kori$¢enje razblazenja konjugovanih antitela od 1:250 davalo je visok
signal na kontrolnim poljima, koja nisu oblagana antigenima. Ovo je ukazivalo
da se pri visokim koncentracijama, sekundarna antitela nespecificno vezuju za
samu polistirensku ploc¢u. Razblazenje konjugata u odnosu 1:2500 nije bilo

praceno kontaminacijom kontrolnih bazenci¢a na mikrotitarskoj ploc¢i i davalo
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je jasnu razliku izmedu ispitivanih i kontrolnih uzoraka, zbog ¢ega je ovo
razblazenje sekundarnih antitela koriséeno u daljem radu (Slika 25).

U poslednjem koraku ispitivan je uticaj koncentracije rastvora za
blokiranje na analiticku osetljivost testa. Poredeno je blokiranje ploce i
rastvaranje primarnih i sekundarnih antitela u 2,5% i 5% rastvoru BSA. Manja
koncentracija BSA nije dala dobre rezultate, iako je postignuta zadovoljavajuca
jacina signala. KoriS¢enje 2,5% rastvora BSA dovelo je do pojave nespecificnog
signala u kontrolnim bazenci¢ima na mikrotitarskoj plo¢i u koje nije dodat
serum, a koja su sluzila za kontrolu kontaminacije procesa. Koris¢enje 5% BSA
doprinelo je da odnos apsorbancije dobijene za uzorak sportista i uzorak
kontrole (prikazan vrednostima iznad stubi¢a na histogramu), bude neznatno
ve¢i u odnosu na vrednosti dobijene koris¢enjem 2,5% BSA (Slika 26). U
narednim eksperimentima kori$¢en je 5% rastvor BSA, s obzirom da bi upotreba
manjih razblazenja ovog proteina u postupku blokiranja, smanjila specifiénost
ELISA testa.

Nepreciznost u seriji je odredena deset puta ponovljenim merenjem
jednog uzorka sportiste. Za procenu nepreciznosti iz dana u dan merenje je
obavljeno na dva uzorka sporista oba pola i dva kontrolna uzorka, na pet
razli¢itih mikrotitarskih ploca tokom pet dana. Prema literaturnim podacima
koeficijent varijacije manji ili jednak 15% za vrednost apsorbancije ukazuje na
prihvatljivu reproducibilnost ELISA testa za ponavljane uzorke na istoj polodi,
kao i za ponavljanje merenja iz dana u dan [99]. Koeficijent varijacije (CV) za
nepreciznost deset uzastopnih merenja na istoj ploci bio je 5,62%, dok je za
reproducibilnost iz dana u dan CV varirao od 7,81 do 10,71%. Treba naglasiti da
je na reproducibilnost ELISA testa za detekciju anti-VIP/gp120 antitela uticao
veliki broj manuelnih postupaka pocev od sinteze peptida za oblaganje, preko
pravljenja puferskih rastvora do manuelnog pipetiranja tokom izvodenja samog
eksperimenta.

Iz svega navedenog moze se zakljuciti da ELISA metoda, cija je
optimizacija prikazana u ovom radu, a detaljan postupak izvodenja izlozen u
poglavlju materijjala i metoda, predstavlja semikvantitativnu metodu
odgovarajuce osetljivosti i specificnosti za detekciju prirodnih anti-VIP/gp120

antitela.
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5.2.Uticaj pola na nivo anti-VIP/gp120 antitela

U ovom radu smo odredivali nivo anti-VIP/gp120 antitela kod grupe
dobrovoljnih davalaca krvi (20 muskaraca i 17 Zena), koji ne upraznjavaju
rekreativnu fizicku aktivnost. Pokazano je da ne postoji statisti¢ki znacajna
razlika u nivou anti-VIP/gp120 antitela izmedu muskaraca i Zena. Ovaj rezultat
potvrduje i cinjenica da ne postoji razlika u referentnom intervalu za
koncentraciju VIP-a u populaciji zdravih muskaraca i Zena [102]. Grupa autora
izvrsila je testiranje seruma 398 dobrovoljnih davalaca krvi ELISA testom, u
kome je kao antigen koriséen NTM peptid [51]. Prema rezultatima ove studije
priblizno 5% zdravih osoba ima prirodno znacajno povisen nivo anti-VIP/gp120
antitela. Ispitivanje izvrSeno na 33 zdrava ispitanika pokazalo je da njih 8 ima
prirodno povisen nivo ovih antitela i ustanovljeno je da je nivo ovih antitela
individualna karakteristika [103].

Testiranje nivoa anti-VIP/gp120 antitela u grupi od 17 vaterpolista u
mirovanju i 30 minuta posle fizicke aktivnosti je pokazalo da fizicka aktivnost
uzrokuje porast ovih prirodnih autoantitela kod svih ispitanika bez obzira na
njihov pocetni, individualni nivo (Slika 39). Porast novoa anti-VIP/gp120
antitela nakon fizicke aktivnosti posledica je povecanja koncentracije VIP-a
tokom fizicke aktivnosti, s obzirom da je osnovna uloga ovih prirodnih
autoantitela da reguliSu nivo VIP-a u cirkulaciji [46,47]. Literaturni podaci
ukazuju da razlicite vrste fizicke aktivnosti dovode do povec¢anja koncentracije
VIP-a. Pracenje nivoa VIP-a tokom 30 minuta intenzivne voznje bicikla (50%
VO2max) pokazalo je znacajno povecéanje koli¢ine VIP-a u cirkulaciji nakon 20
minuta intenzivne voznje bicikla, ali je takode ustanovljeno da nivo VIP-a u
cirkulaciji nastavlja da se povecava jo$ 5 do 10 minuta nakon prestanka fizicke
aktivnosti [103]. Kod dvanaest skijasa, koji su u toku 4.45 do 6.5 casova u
organizvanoj trci presli 9o km, najviSa koncentracija VIP-a je detektovana
neposredno nakon zavrsetka fizicke aktivnost i nije se spustala na pocetni nivo u
toku slede¢ih 140 min [104].

Analizom porasta anti-VIP/gp120 antitela posle fizicke aktivnosti kod
sportista i sportistkinja (Slika 36) utvrdeno je da fizicka aktivnost dovodi do
veceg porasta ovih antitela kod Zena, nego kod muskaraca (p=0,0043). Srednja

vrednost apsorbancije kod Zena sportista iznosi 0,1644 Sto predstavlja
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povecanje od 4 puta u odnosu na odredenu srednju vrednost kontrole za Zene,
koja iznosi 0,041. Istovremeno, srednja vrednost apsorbancije kod muskaraca
sportista iznosi 0,1055, Sto predstavlja povecanje od 2,6 puta u odnosu na
vrednost 0,04 koja je odredena za muskarce u kontrolnoj grupi. Testiranje
dobrovoljnih davalaca pokazalo je da ne postoji statisticki znacajna razlika u
nivou anti-VIP/gp120 antitela izmedu muskaraca i zena kod fizi¢ki neaktivne
zdrave populacije (p<0,05), zbog Cega se navedena razlika moZe objasniti
¢injenicom da polni hormoni razlicito uticu na ekspresiju VIP-a tokom fizicke
aktivnosti. Prema literaturnim podacima estradiol indukuje povetanu
produkciju VIP-a stimuliSuc¢i transkripciju VIP-og gena [105], za razliku od
testosterona koji ne utice na ekspresiju ovog gena [106]. Treba naglasiti da se
znacajno razlikuju literaturni podaci, kada je re¢ o uticaju fizicke aktivnosti na
nivo estrogena. Prema jednoj grupi autora neposredno nakon intenzivnog
fizickog vezbanja dolazi do porasta koncentracije estradiola, testosterona i
androstendiona u cirkulaciji, ali umerena fizicka aktivnost ne dovodi do
statisticki znacajne promene u koncentraciji estradiola [107]. Drugi autori
ukazuju da fizi¢ka aktivnost dovodi do pada nivoa estradiola u cirkulaciji, zbog
cega se fizicka aktivnost preporucuje u prevenciji estrogen zavisnih tumora
dojke [108]. Za znacajniji porast nivoa VIP-a u serumu kod Zena tokom fizicke
aktivnosti, takode je odgovaran DHEA (dehidroepiandrosteron), koji dovodi do
aktivacije estrogenskih receptora ligand-nezavisnim putem. Fizicka aktivnost
utice na porast koncentracije DHEA u cirkulaciji, u meri u kojoj moze da
aktivira estrogenske receptore i u sluc¢aju niskog nivoa estrogena u cirkulaciji
[107]. Na osnovu navedenih podataka moze se zakljuciti da fizicka aktivnost
utice na ligand-nezavisni put aktivacije estrogenskog receptora, sto dalje ima za
posledicu povecanu transkripciju VIP-ovog gena kod Zena. Kao odgovor na
povecanu produkciju VIP-a raste i nivo prirodnih anti-VIP/gp120 antitela. Na
ovaj nacin se moze objasnti uocena razlika izmedu muskaraca i Zena u pogledu
uticaja fizi¢ke aktivnosti na produkciju anti-VIP/gp120 antitela.

Literaturni podaci takode ukazuju na razlike izmedu muskaraca i Zena u
imunom odgovoru na fizicku aktivnost. Tako je uoceno da Zene imaju za 38%
ve¢i limfocitni odgovor od muskaraca pri dugotrajnoj voznji bicikla [109].
Registrovana je pozitivna korelacija izmedu nivoa estrogena u cirkulaciji i CD19

¢elija (B limfocita) kao odgovor na voznju bicikla u trajanju od jednog sata u
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toku kasne folikularne menstrualne faze [110]. Testiranje na Zivotinjama je
pokazalo da se imuni sistem Zenki brze regeneriSe posle fizicke aktivnosti nego
muzjaka, kao i da je prezivljavanje nakon virusne infekcije kod zZenki vece [111].
Takode je pokazano da Zenke imaju povetanu imunu reaktivnost u odnosu na
muzjake (mereno procentom limfocita u cirkulaciji) nakon dugotrajnog plivanja
[112].

Kod Zena je registrovan znatno slabiji inflamatorni odgovor na povrede
misSic¢a u toku fizickog vezbanja nego kod muskaraca, iako se radilo o slicnom
stepenu ostecenja [113]. Rezultati pracenja apoptoze limfocita izazvane
intenzivnom fizickom aktivno$c¢u ukazuju da je ova razlika izmedu muskaraca i
Zena karakteristicna samo za zene koje se redovno bave intenzivnom fizickom
aktivnoSéu, dok razlika nije uocena kod Zena koje se sporadi¢no bave fizi¢kim
vezbanjem [114]. Ovaj rezultat ukazuje da dugotrajna fizicka aktivnost
znacajnije utice na imuni sistem od povremenog neregularnog fizickog vezbanja.

Na osnovu rezultata prikazanih u ovom radu, kao i rezultata drugih
autora, moze se pretpostaviti da ¢e protektivni efekat fizicke aktivnosti zasnovan
na delovanju anti-VIP/gp120 antitela biti izraZzeniji kod Zena nego kod
muskaraca. Ovaj zakljuéak moze biti posebno znacajan kada se razmatra
primena fizic¢ke aktivnosti kako u prevenciji i terapiji raka dojke i prostate, tako i

u terapiji ovih malignih bolesti.

5.3. Uticaj vrste sporta na produkciju anti-VIP/gp120 antitela

U ovom radu je testiran bazalni nivo anti-VIP/gp120 antitela kod grupe
sportista (vaterpolisti, karatisti, vesladi, rvaéi, kikbokseri) i sportistkinja
(plivacice, vaterpolistkinje, odbojkaSice) u odnosu na nivo anti-VIP/gp120
antitela, koji odgovara kontrolnoj grupi zdravih fizi¢ki neaktivnih dobrovoljnoih
davalaca. Ustanovljeno je da sve grupe sportista bez obzira na vrstu sporta koji
treniraju imaju statisticki znacéajano visi nivo anti-VIP/gp120 antitela u odnosu
na zdravu kontrolnu grupu, koja vodi pasivan nacin zivota. Nazalost testiranje
ovih prirodnih autoantitela nije vrSeno u drugim studijama na populaciji
sportista, zbog cCega nije moguce uporediti dobijene rezultate sa drugim
istrazivanjima. Takode, nije poznat uticaj vrste sporta na porast koncentracije
VIP-a u cirkulaciji, ali je utvrdeno je da razli¢iti vidovi fizicke aktivnosti

povecavaju nivo VIP-a u cirkulaciji. Bazalna koncentracija VIP u cirkulaciji se
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krec¢e u intervalu 3,3 — 3,6 pmol/l, dok se posle fizicke aktivnosti poveéava na
5.3 do 10.2 pmol/L, u zavisnosti od vrste fizicke aktivnosti i njenog trajanja
[115].

U grupi ispitivanih sportista ne postoji statisticki znacajna razlika u nivou
anti-VIP/gp120 antitela u odnosu na vrstu sporta (Slika 38), iako je
ustanovljena statisticki znacajna razlika u nivou ovih prirodnih autoantitela u
odnosu na kontrolnu grupu zdravih muskaraca kod svih ispitivanih vrsta sporta
pojedinacno. Za razliku od muskaraca kod Zena je primenom jednofaktorske
analize varijanse pokazano da postoji statisticki znacajna razlika u nivou ovih
prirodnih autoantitela u odnosu na vrstu sporta, koji Zene treniraju. U ovom
istrazivanju zabeleZen je najvisi nivo anti-VIP/gp120 antitela kod plivacica, a

najnizi kod odbojkasica (Slika 37).

5.4. Analiza interakcije izmedu VIP-a i VPAC receptora

U ovom radu izvrSena je analiza primarnih struktura VIP-a i VPAC
receptora primenom ISM metode. Na osnovu dobijenih rezultata izveden je
zakljuéak da je za interakciju VIP-a sa VPAC1 i VPAC2 receptorima na velikim
rastojanjima (rastojanja ve¢a od 5 A) znadajna informacija, koja je u njihovim
informacionim spektrima reprezentovana frekventnim komponentama
F(0.2188) i F(0.0310), respektivno (Slika 50). Odredivanjem domena
primarne strukture VIP-a, koji daje najveéi doprinos informaciji, koja odgovara
frekvencama F(0.2188) i F(0.0310) ustanovljeno je da je prvih deset
aminokiselina u primarnoj strukturi VIP-a (HSDAVFTDNY) odgovorno za
interakciju sa VPAC1 receptorom (Slika 51), kao i da je domen koji ukljucuje
aminokiseline 14 - 23 (RKQMAVKKYL) odgovoran za interakciju VIP-a sa
VPAC2 receptorom na udaljenostima veéim od 5 A (Slika 52). Prema
literaturnim podacima klju¢nu ulogu u interakciji VIP/VPAC1 na udaljenosti
manjoj od 5 A, kada dolazi do hemijskog vezivanja molekula, imaju tri
aminokiseline na N-terminalnom kraju VIP-a: Phe®, Thr7, Asp8 (strukturni
motiv FTD) [8]. Funkcionalno mapiranje VIP-a, izvrSeno metodom
informacionih spektara pokazalo je da domen, koji je odgovoran za interakciju
na velikim udaljenostima izmedu ovog peptida sa VPAC1 receptorom ukljucuje i

pomenuti strukturni FTD motiv.
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Ranije je pokazano da serumi osoba inficiranih HIV virusom i pacijenata
obolelih od astme sadrze pove¢anu koncentraciju anti-VIP/gp120 antitela, koja
se vezuju za NTM peptid. NTM peptid se nalazi u konzerviranom C2 domenu
glikoproteina gp120 HIV virusa i sadrzi aminokiselinski FTD motiv [20]. Da bi
utvrdili da 1i se kao odgovor na fizicku aktivnost sintetiSu anti-VIP/gp120
antitela, ¢iji epitop ukljuc¢uje FTD motiv, razvijen je ELISA test u kome je kao
antigen koriS¢en NTM1 peptid (FTDNAKTI) koji je znatno kraci u poredenju sa
ranije koris¢enim peptidom NTM. Testiranje seruma aktivnih sportista na
prisustvo anti-VIP/gp120 antitela je pokazalo da su ova antitela reaktivna sa
NTM1 peptidom, kao i da fizicka aktivnost dovodi do povecane koncentracije
ovih prirodnih autoantitela nezavisno od vrste fizicke aktivnosti ili pola
sportista.

Kako je se strukturni motiv FTD, koji je ukljucen u interakciju izmedu
VIP-a i receptora VPAC1 unutar NTM1 peptida, moze se zakljuditi da anti-
VIP/gp120 antitela koja se vezu za ovaj peptid interferiraju sa VIP/VPAC1

interakcijom, a da ne uti¢u na VIP/VPAC2 interakciju.

5.5. Znacaj anti-VIP/gp120 antitela u HIV infekciji

Ranije je u longitudinalnoj studiji ispitivana reaktivnost seruma uzetih od
310 HIV inficiranih pacijenata sa NTM peptidom [116]. Broj CD4 ¢elija kod
ispitanika se kretao u intervalu od 10 do 800/pl. Rezultati ove studije su
pokazali da je na pocetku HIV infekcije, kada se broj CD4 limfocita kod
inficiranih osoba nalazi u intervalu od 600 do 800/pl, koli¢ina anti-VIP/gp120
antitela mala. Sa razvojem bolesti kolicina anti-VIP/gp120 antitela raste, da bi
dostigla najvecu vrednost pri broju CD4 ¢elija izmedu 200 i 400/pl. Kada broj
CD4 celija padne ispod 200/ul koli¢ina NTM-reaktivnih antitela u serumu HIV
pacijenata pocinje da opada i taj trend se zadrzava do kraja bolesti. Na osnovu
ovih rezultata autori su sugerisali da NTM-reaktivna antitela predstavljaju jedan
od poslednjih nivoa odbrane organizma od razvoja SIDE.

Rezultati izlozeni u ovom radu su u saglasnosti sa ovom studijom
(Slika 40). Kod pacijena 5, 6 i 7, kod kojih je broj CD4 ¢elija bio u granicama
normale (Tabela 7), nivo anti-VIP/gp120 antitela je bio ispod granice
osetljivosti testa. Kod pacijenata P1 i P2, kod kojih je broj CD4/ul bio blizak

400/l apsorbancije su imale najveée vrednosti. Pacijent P3, koji je bio u
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stadijumu izrazene SIDE kod koga je broj CD4/ul iznosio samo 91, nivo anti-
VIP/gp120 antitela je bio blizak vrednostima za kontrolnu grupu HIV
negativnih ispitanika. Jedino znacajno odstupanje nasih rezultata od onih koji
su dobijeni u opisanoj longitudinalnoj studiji se odnosi na rezultat dobijen kod
pacijenta P4 koji je i pored velikog broja CD4/ul imao visok nivo anti-
VIP/gp120 antitela. Ako se uzme u obzir veoma mali broj virusnih kopija/ml
(engl. viral load) kod ovog pacijenta, kao i ¢injenica da pacijent nije podvrgnut
terapiji, iako je od trenutka infekcije do uzorkovanja seruma za analizu proslo
vise od 5 godina, ne moze se iskljuciti moguénost da ovaj pacijent spada u grupu
osoba koje imaju prirodno povisen nivo anti-VIP/gp120 antitela, $sto doprinosi
prirodnom usporavanju toka bolesti i svrstava ga u potencijalne LTNP HIV
pacijente (eng. Long-term nonprogressors). Prilikom poredenja rezultata
izloZenih u ovom radu sa rezultatima koji su dobijeni u prethodno opisanoj
longitudinalnoj studiji treba imati u vidu da je u studiji za ELISA test koriS¢en
NTM peptid, koji je znatno duzi od NTM1 peptida, Sto moZe biti razlog da se
rezultati dobijeni u ELISA testovima u izvesnoj meri razlikuju.

Grupa autora je u klinickoj studiji pokazala da pasivna imunizacija
plazmom HIV-negativnih osoba, koja je obogacena anti-VIP/gp120 antitelima i
selektovana pomo¢éu NTM peptida, usporava razvoj bolesti. Nakon
Sestomesecne terapije, koja se sastojala od infuzije 1L plazme obogacene anti-
VIP/gp120 antitelima mesecno, broj CD4 c¢elija se kod tretiranog pacijenta
znatno povecao i ostao stabilan tokom naredne 4 godine. Treba naglasiti da je
maksimalan broj CD4 ¢elija dostignut dve godine nakon okonéanja terapije [51].
Cinjenica da je usporavanje bolesti produzeno znatno nakon nestanka anti-
VIP/gp120 antitela koja su data pacijentu infuzijom ukazuje da se pozitivan
efekat koji je ostvaren ovom terapijom ne moze pripisati iskljucivo
neutraliSuéem delovanju prirodnih autoantitela ili njihovom uticaju na Zivotni
ciklus virusa. Autori ukazuju da je delovanje anti-VIP/gp120 antitela takode
povezano sa sa nekim molekularnim mehanizmom, koji na duZi vremenski
period usporava razvoj bolesti. Polazeéi od strukturne i informacione sli¢nosti
izmedu imunoglobulina i proteiona gp120 predloZen je mehanizam prema kome
ovaj virusni protein moduliSe aktivnost imunog sistema tako sto se ukljucuje u
imunu mrezu kao njena aktivna komponenta [117]. Prema ovom modelu protein

gp120 se mutacijama adaptira tako da kodira sopstvene idiotope domacina.
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Izmenjeni protein gp120, koji kodira imunoglobulinski idiotip se u velikoj
koli¢ini eksprimira na povrsini inficiranih T c¢elija. Antitela koja prepoznaju
idiotip (anti-idiotipska antitela), koji se nalazi na izmenjenom molekulu gp120
imaju moguc¢nost da se vezuju za receptore na B limfocitima i inhibiraju sintezu
antitela na gp120. Imunomodulatornog delovanja proteina gpi20 na imuni
sistem dovelo je do smanjene sinteze antitela, koja blokiraju vezivanje VIP-a za
CD4 receptore. To podrazumeva da se u repertoaru antitela, koja se produkuju
kao odgovor na HIV infekciju smanjuje kolicina anti-VIP/gp120 antitela koja se
vezuju za NTM1 peptid, koji je direktno ukljucen u vezivanje HIV-a za CD4
receptor.

Prirodna autoantitela koja ¢ine oko 30% svih antitela u cirkulaciji, igraju
vaznu ulogu u imunom sistemu, jer neposredno uti¢u na odrZavanje njegove
homeostaze. U ovu kategoriju prirodnih autoantitela spadaju i anti-VIP/gp120
antitela. Smanjenje broja ili potpuni izostanak nekih od prirodnih autoantitela
moze poremetiti funkciju celokupne imune mreze. Autori sugerisu da ukoliko se
ova antitela vestackim putem nadomeste, kao Sto je to ucinjeno pasivnom
imunizacijom anti-VIP/gp120 antitela u opisanom klinickom eksperimentu,
narusena imuna mreza se moze ponovo uspostaviti, Sto ¢e imunom sistemu
omoguciti u duzem periodu uspesnu odbranu protiv HIV virusa.

PoviSen nivo anti-VIP/gp120 antitela naden je kod posebne grupe HIV
pozitivnih pacijenata, kod kojih se bolest ne razvija 15 i viSe godina nakon
infekcije virusom HIV-1 uprkos otsustvu terapije (LTNP pacijenti) [97].

Interesantno je uoditi da se procenat LTNP pacijenata, koji u opstoj
populaciji HIV pacijenata krece oko 3%, Sto je priblizno procentu zdravih osoba
(dobrovoljnih davalaca krvi) kod kojih je nivo anti-VIP/gp120 antitela prirodno
povecan [51].

Prikazani rezultati sugeriSu da bi fizicka aktivnosti imala protektivni
efekat u usporavanju razvoja SIDE kod HIV pacijenata, jer utice na povetanu
produkciju anti-VIP/gp120 antitela. Znacaj fizicke aktivnosti je utoliko vedéi, sto
fizicka aktivnost predstavlja jedini izvor ovih prirodnih antitela, koja nije
moguce indukovati vakcinom zbog sli¢nosti sa humanim imunoglobulinima i
drugim humanim proteinima u organizmu (Slika 15). Slicnost proteina gp120
sa humanim imunoglobulinima ima poseban znacaj kada je u pitanju razvoj

efikasne vakcine protiv HIV virusa [118].
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Grupa istrazivaca ukazala je na znacaj prirodne mimikrije izmedu VIP-a
i gp120 u zivotnom ciklusu HIV-a. Prema predloZzenom mehanizmu HIV preko
VPAC1 receptora pospesuje integraciju virusne cDNK u genom domacina, jer
omogucava formiranje preintegrativnog kompleksa (Slika 7) [22,23]. Sa druge
strane aktivcija VPAC2 receptora pomocu agonista VIP-a dovodi do aktivacije
tirozin-fosfataze, koja defosforilacijom tirozina u matriksnom proteinu virusa
sprecava stvaranje preintegrativnog kompleksa (Slika 8) [24].

Ako se ima u vidu informaciona slicnost NTM1 peptida sa VIP-om i
njegova strukturna slicnost sa domenom Kkoji je ukljuéen u direktnu interakciju
VIP-a sa receptorom VPAC1 (Slika 22), moZe se ocekivati da anti-VIP/gp120
antitela sprecavaju generisanje signala, koji dovodi do formiranja
preintegrativnog kompleksa putem blokiranja interakcije izmedu glikoproteina
gp120 sa receptorom VPAC1. Vazno je uoditi da se epitop ovih prirodnih
autoantitela nalazi izvan dela VIP-a koji je ukljucen u njegovu interakciju sa
receptorom VPAC2 (Slika 52). To ukazuje da anti-VIP/gp120 antitela ne uti¢u
na vezivanje VIP-a za VPAC2 receptore i defosforilaciju tirozina u matriksnom
proteinu HIV-a, ¢ime se sprecava formiranje preintegrativnog kompleksa.

U ovom radu je AFM elektronskim mikroskopom testirano da li se
monoklonska neutraliSu¢éa VRCo1 antitela vezuju za povrsinu NTM1 peptida na
kome se nalazi epitop za prirodna anti-VIP/gp120 antitela. VRCo1 je
neutraliSu¢e antitelo koje svojim vezivanjem za gpi20 prekriva oko 98%
povrsine proteina gp120, koja je odgovorna za interakciju sa CD4 receptorom.
Epitop na glikoproteinu gpi120 za neutraliSuéa VRCo1 antitela ukljucuje
aminokiseline N276 i D279, koje se nalaze u NTM1 peptidu. Mesto vezivanja
receptora CD4 za glikoprotein gp120 ukljucuje tri aminokiseline N276, D279 i
N280 iz NTM1 peptida (Slika 17). Imajuéi u vidu mesta vezivanja neutraliSucih
VRCo1 antitela, kao i ¢injenicu da antitela iz VRC klase nije moguce indukovati
vakcinom, postoji moguénost da su antitela detektovana u cetiri od sedam
ispitivanih seruma HIV pacijenta pomocu NTM1 peptida, upravo neutraliSuca
antitela, koja sprecavaju vezivanje HIV-a za CD4 receptor. Rezultati elektronske
mikroskopije prikazani u ovom radu, koji potvrduju vezivanje antitela VRCo1 za
peptid NTM1, idu u prilog ovoj predpostavci. Poredenjem dimenzija
monoklonskog antitela VRCo1 i kompleksa dobijenog vezivanjem navedenih

antitela za konjugat (NTM1),-SOC,; primenom AFM elektronske mikroskopije
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(Slika 48) potvrdeno je da konjugat (NTM1),-SOC,4 na svojoj povrsini ima cetiri
epitopa za vezivanje Cetiri VRCo1 antitela. Dobijeni rezultat ukazuje na ¢injenicu
da bi ELISA test u kome bi ploca bila oblozena (NTM1),-SOC, peptidom
omogucila detekciju anti-VIP/gp120 antitela, Sto je eksperimentalno i
potvrdeno.

Kao $to smo ranije opisali, za sada jedina poznata antitela koja su u
mogucénosti da efikasno neutralisu vise od 90% svih tipova HIV-a su ona koja
sprecavaju njegovo vezivanje za CD4 receptor. Ova antitela, u koja spada i
VRCo1 antitelo, iako izolovana iz HIV pacijenata, nije moguce indukovati
vakcinom [119]. Nedavno su McGuire i saradnici predlozili modifikaciju
strukture gp120, koja bi omogucila da se ovaj protein koristi kao antigen za
produkciju VRCo1 antitela [120]. Prema ovim autorima, da bi se omoguc¢ilo da
vakcina zasnovana na proteinu gp120 stimuliSe produkciju VRCo1 antitela,
neophodno je izvrsiti mutacije unutar njegovog epitopa koji uklju¢uje NTM1
peptid.

Na osnovu ovih podataka moze se zakljuciti da anti-VIP/gp120 antitela

deluju protiv HIV-a na slede¢a tri nacina:

¢ blokiraju vezivanje glikoproteina gp120 za CD4 receptor

e sprecavaju interakciju glikoproteina gp120 i VIP-a sa receptorom VPAC1,
$to onemogucava formiranje preintegrativnog kompleksa neophodnog za
translokaciju virusne ¢cDNA u jedro i njenu ugradnju u genom domacina

e uti¢u na odrzavanje homeostaze imune mreze.

Rezultati prikazani u ovom radu, koji potvrduju stimulativno delovanje
fizicke aktivnosti na produkciju protektivnih anti-VIP/gp120 antitela, sugerisu
da fizicko vezbanje treba da bude sastavni deo terapije HIV pozitivnih
pacijenata u cilju poboljSanja kvaliteta Zivota i usporavanja progresije bolesti.
Posebno bi bilo znacajno povecati nivo fizicke aktivnosti HIV pacijenata u
periodu kada se zbog toksicnih efekata privremeno prekida HAART terapija
(visoko aktivna antiretrovirusna terapija), Sto nosi rizik za povecanu replikaciju
virusa u ¢elijama rezervoarima. Za kratak period tzv. odmora od leka (eng.drug
holiday) koli¢ina virusnih kopija/ml u krvi se moze veoma brzo povecati (od
nemerljivog broja virusnih kopija/ml (ispod 50 kopija/ml), pa do nekoliko
hiljada virusnih kopija/ml za samo nekoliko nedelja). Svaki prekid, terapije
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takode nosi rizik za razvoj rezistencije virusa na lekove i pogorSanja opsteg
stanja pacijenta, zbog ¢ega bi trebalo fizicku aktivnost ukljuciti kao deo terapije i
prirodan izvor anti-VIP/gp120 antitela, koja mogu umanjiti navedene negativne

efekte strategijskog prekida terapije.

5.6. Znacaj anti-VIP/gp120 antitela u malignim bolestima

Neutralisuéa anti-VIP/gp120 antitela vezivanjem za epitop, koji ukljucuje
FTD strukturni motiv inhibiraju brojne uloge VIP-a u kancerogenezi, koje ovaj
molekul ostvaruje vezivanjem za VPAC1 receptore. U malignim bolestima
VPAC1 receptori su molekularni targeti za dijagnozu i prevenciju karcinoma
dojke i prostate. Brojni literaturni podaci ukazuju da fizicka aktivnost ima
preventivni znacaj u nastanku karcinoma dojke i prostate, kao i da umerena
fizicka aktivnost moze poboljsati kvalitet Zivota i smanjiti mortalitet pacijenata
obolelih od karcinoma dojke i prostate. U ovom radu ispitivan je nivo
anti-VIP/gp120 antitela kod grupe pacijenata sa karcinomom dojke i prostate.
Na osnovu rezultata ove studije kao i raspoloZivih literaturnih podataka
predloZena je mogucéa uloga koju fizicka aktivhost moZe imati u prevenciji
nastanka i terapiji ovih vrsta karcinoma, s obzirom da fizicka aktivnost

doprinosi porastu anti-VIP/gp120 antitela u cirkulaciji.
5.6.1. Anti-VIP/gp120 antitela i karcinom dojke

Prema literaturnim podacima fizi¢ka aktivnost utice na smanjeni rizik za
nastanak karcinoma dojke. U studiji, koja je obuhvatila 1233 pacijentkinje sa
karcinomom dojke i 1237 Zena koje su ¢inile zdravu, kontrolnu grupu, nije
nadena zavisnost izmedu fizicke aktivnosti i rizika za nastanak karcinoma dojke
kod Zena u reproduktivhom periodu, ali je ustanovljeno da fizicka aktivnost
umanjuje rizik za nastanak karcinoma dojke kod Zena u menopauzi.
Najznacajniji pad rizika za nastanak karcinoma dojke u menopauzi imale su
zene kod kojih je povecana fizicka aktivnost vezana za profesiju, ali i kod Zena
koje su obavljale naporne kuéne poslove u odrzavanju domacinstva. Zakljucak
izveden u ovoj studiji je da dugotrajna fizicka aktivnost u veoj meri smanjuje
rizik za nastanak karcinoma dojke u odnosu na periodi¢no, rekreativno
bavljenje sportom [121]. Rezultati meta analize koja je obuhvatila 50 studija

pokazala je da postoji smanjene rizika za nastanak karcinoma dojke, u proseku
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za 15 - 20%, kod Zena koje se bave fizickom aktivno$¢u u odnosu na zene, koje
vode pasivan nacin zZivota [122].

Pored brojnih istrazivanja koja ukazuju da postoji pozitivan uticaj fizicke
aktivnosti na nastanaka karcinoma dojke, mnoga pitanja ostaju otvorena: koliko
cesto,koliko dugo i koliko intenzivno fizi¢cko vezbanje ima pozitivan uticaj na
samo smanjenje rizika. Takode, postavlja se pitanje da li kod svih vrsta
karcinoma dojke fizicka aktivnost ima povoljan ué¢inak. Studija, u kojoj je grupa
istrazivaca pokusala da odgovori na ova pitanja ukljucila je 1504 Zene (233 sa
neinvazivnom formom tumora, a 1271 sa invazivnim krcinomima dojke).
Kontrolu je ¢inilo 1555 zdravih Zena izmedu 20-98 godina, koje su poticale sa
istog podneblja, ¢ime je iskljucen uticaj sredine na nastanak karcinoma dojke.
Zakljucci izvedeni na osnovu podataka prikupljenih u ovoj studiji ukazuju da
zene, koje su vezbale 10-19 sati/nedeljno imaju smanjeni rizik za nastanak
karcinoma dojke za ¢ak 30%, u odnosu na Zene, koje su vodile pasivan nacin
zivota. Fizicka aktivnost posebno usporava nastanak karcinoma dojke, koji
eksprimira hormonske receptore. Nisu uocene razlike u smanjenju rizika za
karcinom dojke u odnosu na intenzitet vezbanja. Izveden je i zakljucak da fizicka
aktivnost, nezavisno od njenog intenziteta, povoljno utie na prevenciju
karcinoma dojke Zena u reproduktivnom periodu i u menopauzi [123].

Drugi literaturni podaci ukazuju da intenzivna fizicka aktivhost moze
poboljsati kvalitet Zivota i smanjiti mortalitet Zena u menopauzi koje su obolele
od karcinoma dojke, ukljucujuéi i pacijentkinje koje su vodile pasivan nacin
zivota pre postavljanja dijagnoze. Znacajan terapijski efekat je registrovan kod
Zena koje su 3 - 5 sati nedeljno vezbale. U zakljucku autori ove studije sugerisu
da bi trebalo ohrabriti Zene sa dijagnostikovanim karcinomom dojke da se bave
fizickom aktivnoscu [124].

U ovom radu odredivan je nivo anti-VIP/gp120 antitela kod pacijentkinja
obolelih od karcinoma dojke. Ispitivano je prisustvo anti-VIP/gp120 antitela,
kod 15 pacijentkinja, pri ¢emu je njihova ukupna koncentracija IgG antitela u
serumu bila u granicama referentnog intervala, ¢ime je potvrdeno da nisu bile
podvrgnute imunosupresivnoj terapiji. Na osnovu dobijenih rezultata izveden je
zakljucak da pacijentkinje obolele od karcinoma dojke imaju statistic¢ki znacajno
snizen nivo protektivnih anti-VIP/gp120 antitela u odnosu na kontrolnu grupu

Zena. Male koncentracije anti-VIP/gp120 antitela predstavljaju faktor rizika za
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nastanak karcinoma dojke, s obzirom da ova prirodna autoantitela igraju
znacajnu ulogu u regulaciji aktivnosti VIP-a kao faktora rasta i proangiogenog
faktora u procesu kancerogeneze tumora dojke. Prema rezultatima ovog rada,
anti-VIP/gp120 antitela vezivanjem za molekule VIP-a u segmentu koji
ukljucuje strukturni FTD motiv, blokiraju delovanje VIP-a preko VPAC1
receptora na celije karcinoma dojke. U prilog znacaju preventivnog delovanja
anti-VIP/gp120 antitela govori c¢injenica da je ekspresija VPAC1 receptora
povetana u najranijem stadijumu maligne transformacije kada morfoloske
promene na malignim celijama nije moguce detektovati histoloskim pregledom.
VPACI1 receptori su za 100% povecano eksprimirani na povrsini ¢elija svih vrsta
karcinoma dojke (na povrs$ini maligno transformisane ¢elije karcinoma dojke
nalazi se 104 VPAC1 receptora). Povecanje gustine VPAC1 receptora u
najranijem stadijumu maligne transformacije upotrebljeno je za razvoj nove
generacije dijagnostickih biomarkera za rano otkivanje karcinoma dojke
pomocu PET kamera. Dijagnosticki biomarker TP3805, obelezen radioizotopom
64Cu je specifican i vezuje se velikim afinitetom za VPAC1 receptore
(Kd 3,3 109M) tumora dojke, bez obzira na njihov hormonski status i stadijum
kancerogeneze. TP3805 omogucava ranu i preciznu dijagnozu karcinoma dojke
upravo zahvaljujuéi svojoj specifi¢nosti za VPAC1 receptore [125]. Isti autori su
dizajnirali i molekularni marker za PET kameru TP3939 koji za osnovu ima N-
terminalni peptid VIP-a HSDAVFTDNZTKLRKQ koji sluzi za dijagnostiku
tumora dojke, prostate, jajnika, pankreasa, pluca, debelog creva i jetre.
Cinjenica da tumorske éelije raka dojke eksprimiraju na svojoj povrsini
veliki broj VPAC1 receptora otvara mogucnost koriS¢enja VPAC1 proteina kao
znacajnog terapeutskog targeta. Citostatici koji se koriste u terapiji ove maligne
bolesti su po pravilu veoma toksi¢ni za zdravo tkivo, zbog cega izazivaju brojne
pratece nezeljene efekte. Da bi se ovaj efekat umanjio potrebno je koristiti $to
nize doze leka uz priblizno isti terapijski efekat. Danas se to postiZze upotrebom
nanocestica (lipidi, srebro, hidroksiapatit, itd) koje nose samo nekoliko
molekula leka. Problem nove generacije lekova je u tome $to nosete nanocestice
nisu tkivno-speciféne. Da bi se usmerile na zZeljeni terapijski target (u ovom
slucaju receptor VPAC1), na njih se vezu ,usmeravaju¢i“ molekuli koji
predstavljaju njegov prirodni ligand ili anti-target antitela. Predlozena je

primena citostatika inkapsuliranih u biorazgradivu i1 biokompatibilnu
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nanocesticu fosfolipida koja kao "usmeravajué¢i" molekul prema receptoru
VPAC1 koristi VIP [126].

Navedeni rezultati sugeriSu znacaj anti-VIP/gp120 antitela, koja
sprecavaju vezivanje VIP-a za VPAC1 receptore i direktno inhibiraju funkciju
VIP-a kao faktora rasta tumorskih ¢elija. Ako se uzme u obzir podatak da su
upravo faktori rasta molekuli, koji omogucéavaju rast tumorskih ¢celija u kulturi,
kao i ¢injenica da veliki broj tumora ima autokrino regulisanu sekreciju ovih
molekula, onda se moze smatrati da je protektivho delovanje anti-VIP/gp120
antitela veoma znacajno. Selektivni inhibitorni efekat, koji anti-VIP/gp120
antitela imaju u prenosu signala preko VPAC1 receptora moze biti jednim delom
odgovoran za rezultate epidemioloskih studija prema kojima Zene koje se
aktivno bave fizickom aktivnoScu imaju smanjeni rizik za nastanak karcinoma
dojke u odnosu na Zene koje vode pasivan nacin zivota.

Brojna istrazivanja ukazuju na znacaj primene antagonista VPAC1
receptora u terapiji karcinoma dojke. Mali interferiraju¢i molekuli RNK
(engl. small interference RNA, siRNA), korisSéeni su za ispitivanje uticaja VIP-a
na Celije karcinoma dojke, koje na svojoj povrSini imaju veliki broj VPAC1
receptora. Mali siRNK molekul u potpunosti ometa stimulatorni efekat VIP-a,
koji se ostvaruje preko VPAC1 receptora, na lucenje glavnog angiogenog faktora
VEGF, kao i transaktivaciju receptora epidermalnog faktora rasta EGFR i HER2.
Navedeni receptori pripadaju proteinskoj familiji HER receptora tirozin kinaze.
Istrazivéi su ukazali na znacaj transaktivacije EGFR i HER2 receptora u VIP
stimulisanoj sekreciji VEGF molekula. Dobijeni rezultat je potvrden blokiranjem
aktivnosti tirozin kinaze primenom selektivnih HER inhibitora. U zakljucku
ovog istrazivanja istaknut je znacaj specificnog signala, koji se ostvaruje preko
VPAC1 receptora u malignim éelijama karcinoma dojke i sugeriSe se primena
antagonista VPAC1 receptora u kombinovanim, ciljnim terapijama raka dojke
[28]. Fizicka aktivnost, kao prirodan izvor anti-VIP/gp120 antitela, koja
selektivno ometaju interakciju VIP-a sa VPAC1 receptorima mogu da poboljsaju
efikasnost terapije karcinoma dojke. Ovo indirektno potkrepljuju i rezultati
epidemioloske studije prema kojima fizicka aktivnost smanjuje mortalitet Zena
u menopauzi, koje su obolele od karcinoma dojke [124].

VPAC1 receptori su povecano eksprimirani na povrsini estrogen zavisnih

i estrogen nezavisnih karcinoma dojke. Nedavno je otkriveno da VIP u maligno
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transformisanim celijama raka dojke uzrokuje prebacivanje jednog dela VPAC1
receptora sa Celijske membrane u jedro gde ucestvuje u procesima genske
transkripcije, Sto dodatno potvrduje znacaj ovog proteina kao terapijskog
targeta za karcinom dojke [29]. O znacaju smanjenja rizika za nastanak
karcinoma dojke kod profesionalnih spotista govori studija provedena na grupi
6124 ispitanika. Ispitanike su c¢inili aktivni sportisti seniori (starosti >17
godina) koji su udestvovali u medunarodnim takmicenjima, isklju¢ivo u
pojedinacnim disciplinama u periodu od 1936-2006. godine. Potvrdeno je da
postoji smanjeni rizik za nastanak karcinoma dojke u grupi ispitanika, posebno
Zena koje su nastavile sa umerenom fizickom aktivno$¢u i nakon prestanka
profesionalnog sportskog angazovanja [127]. U navedenoj studiji nije ponuden
molekularni mehanizam koji bi dao objasnjenje za dobijene rezultate.
Odredivanje anti-VIP/gp120 antitela kod profesionalnih sportista pokazalo je
statisti¢ki znacajan porast prirodnih autoantitela u odnosu na kontrolnu grupu
Zena. Na osnovu rezultata prikazanih u ovom radu predlozen je mehanizam
preventivnog delovanja fizicke aktivnosti, prema kome anti-VIP/gp120 antitela
vezivanjem za strukturni FTD motiv u molekulu VIP-a onemoguéavaju njegovo
vezivanje za VPAC1 receptore ¢ime se blokira aktivnost VIP-a kao faktora rasta i
proangiogenog faktora u tumorskim c¢elijama karcinoma dojke. Nedostatak anti-
VIP/gp120 antitela omogucava pojacano delovanje VIP-a u kancerogenezi, $to
potvrduju rezultati testiranja pacijentkinja sa karcinomom dojke.

U uvodnom delu ovog rada prikazan je znacaj VIP-a u regulaciji BMI i
smanjenju ukupnog sadrzaja masti u organizmu, koji se ostvaruje posredstvom
VPAC2 receptora. Rezulati PBGW analize (eng.Pathway-Based Genom-Wide)
identifikovali su VIP kao najznacajniji faktor u redukciji BMI [35]. Gojaznost je
uzrok razvoja 7-15% karcinoma dojke u razvijenim zemljama. Preko 100 studija
ukazuje da je prekomerna telesna tezina uzrok poveéanog rizika za nastanak
karcinoma dojke kod Zena u menopauzi [127,128].

Meta analiza koja je ukljucila 31 studiju Zzena u menopauzi ukazuje na porast
rizika za nastanak karcinoma dojke za ¢ak 12% za svako povecanje BMI za 5
kg/m2 (npr. porast BMI sa 25 na 30 kg/m2) [128]. Umerena fizicka aktivnost,
kao Sto je brza Setnja 120 min/nedeljno povezana je sa promenom sadrzaja
masti kod Zena u menopauzi, Sto se odrazava na smanjenje stope smrtnosti kod

zena sa karcinomom dojke [129]. Zene mlade od 45 godina kod kojih je
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dijagnostikovana invazivna forma karcinoma dojke i ¢iji je BMI > 25 kg/m?2
imaju 2,5 puta veci rizik od smrtnog ishoda u narednih 5 godina od postavljanja
dijagnoze, u odnosu na zZene ¢iji je BMI < 21 kg/m2[130].

Odredivanje segmenta VIP-a koji je odgovaran za interakciju VIP-a sa
VPAC2 receptorima pokazalo je da su aminokiseline od 14-23 u primarnoj
strukturi VIP-a odgovorne za njegovu interakciju sa VPAC2 receptorima. Kako
se anti-VIP/gp120 antitela ne vezuju za ovaj segment VIP-a ona ne interferiraju
sa aktivacijom signalnog puta koji ukljuc¢uje VIP/VPAC2 interakciju. Navedeni
podaci sugeriSu da fizicka aktivnost kroz stimulaciju povecane sinteze VIP-a,
posredstvom VPAC2 receptora utice na smanjenje BMI, ¢ime se smanjuje
smrtnost kod Zena sa dijagnostikovanim karcinomom dojke. MozZe se
pretpostaviti da i u ovom slucaju, kao Sto je to konstatovano i kod HIV infekcije,
anti-VIP/gp120 antitela blokirajué¢i interakciju VIP-a sa VPAC1 receptorom
potencirajé¢i njegovo delovanje na VPAC2 receptore.

Iz svega navedenog moze se zakljuciti da fizicka aktivnost deluje
protektivno na razvoj karcinoma dojke, jer sa jedne strane direktno uti¢e na
smanjenje telesne tezine, kroz pove¢anu produkciju VIP-a i indirektno dovodi
do porasta protektivnih anti-VIP/gp120 antitela, koja sprecavaju delovanje VIP-

a kao faktora rasta i proangiogenog faktora za tumorske ¢elije karcinoma dojke.

5.6.2. Anti-VIP/gp120 antitela i karcinom prostate

Karcinom prostate je jedan od najéeséih uzroka morbiditeta i mortaliteta
u muskoj populaciji u svetu. Prema analizama objavljenim u preglednom radu
koji je analizirao studije koje su se bavile efektima fizicke aktivnosti na
smanjenje rizika za nastanak karcinoma prostate ustanovljeno je da fizicka
aktivnost dovodi do smanjenog rizika za nastanak karcinoma prostate u proseku
10-30% [131]. Istrazivanje uticaja fizicke aktivnosti na karcinom prostate, koje je
ukljudilo 307 muskaraca (164 belca i 143 crnca) ukazalo je da kod pripadnika
crne rase nije nadena zavisnost izmedu nivoa fizicke aktivnosti i rizika za
nastanak karcinoma prostate. Takode, utvrdeno je da kod pripadnika bele rase,
muskarci izloZeni umerenoj ili intenzivnoj fizickoj aktivnosti imaju smanjeni
rizik za nastanka karcinoma prostate za ¢ak 53%. Ista grupa istrazivaca pokazala
je da fizicka aktivnost kod pacijenata sa karcinomom prostate za 13% smanjuje

rizik za progresiju karcinoma do visih stadijuma [132]. Prema literaturnim
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podacima nije nadena zavisnost izmedu intenziteta fizicke aktivnosti i
smanjenja rizika za nastanak karcinoma prostate. Kod grupe muskaraca koji su
40 1 viSe sati tokom nedelje fizi¢ki aktivni ustanovljeno je smanjenje rizika za
nastanak karcinoma prostate za ¢ak 27%. Medutim smanjeni rizik za nastanak
karcinoma prostate naden je takode i kod grupe muskaraca koji su se
rekreativno bavili fizickom aktivnoscéu 3 - 4,7 sati/nedeljno [133]. Studija koja je
ukljucila 2705 pacijenata sa karcinomom prostate u periodu 1990-2008. godine
ukazala je na smanjen mortalitet kod 61% pacijenata, koji su se bavili fizickom
aktivnoscu viSe od 3 sata/nedeljno. U zakljucku ove studije naglaseno je da je
pozitivan efekat ostvaren kroz razlicite vidove fizicke aktivnosti: voznju bicikla,
tenis, tréanje i plivanje [134].

U ovom radu smo ispitivali nivo anti-VIP/gp120 antitela kod 17
pacijenata sa karcinomom prostate i ustanovili da postoji snizen nivo ovih
prirodnih protektivnih autoantitela u odnosu na zdravu kontrolnu grupu.
Ukupan nivo IgG antitela bio je u granicama referentnog intervala sto ukazuje
da je smanjenje anti-VIP/gp120 antitela kod ove grupe pacijenata bilo
specifiéno. Kao i u slucaju karcinoma dojke VIP preko VPAC1 receptora igra
vaznu ulogu u proliferaciji i diferencijaciji tumorskih ¢elija karcinoma prostate.
VIP igra vaznu ulogu u tkivu prostate s obzirom da stimuliSe sekreciju ove
Zlezde, inhibira kontrakciju njene muskulature, stimulise proliferaciju epitelnih
¢elija i povetava sekreciju prostata specificnog antigena (PSA). U studiji
sprovedenoj na zivotinjama pokazano je da je odnos VPAC1/VPAC2 receptora
na prostati pacova 80/20 i da su registrovani funkcionalni samo VPAC1
receptori, ¢cime je potvrden znacaj ovih receptora i VIP-a u tkivu prostate [135].
Brojni literaturni podaci govore o znacaju VIP-a i VPAC1 receptora u
kancerogenezi, jer VIP deluje na proliferaciju i diferencijaciju tumorskih celija
prostate ukljucivanjem u razlicite procese:

e neuroendokrinu stimulaciju diferencijacije tumorskih ¢elija prostate
posredstvom kinaza ERK (eng.extracellular signal-regulated kinase),

MEK (eng.mitogen-activated protein kinase) i PI3K

(eng.phosphoinositide 3-kinase) [136];

o stimulisanje sinteze Ras onkogena $to doprinosi malignoj transformaciji

¢elija karcinoma prostate [137];
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o aktivira antiapoptoticki signalni put i time produzava zivotni vek maligno

transformisanim ¢elijama karcinoma prostate [45];

e VIP predstavlja proinflamatorni citokin koji deluje preko

NFkappaB/COX-2 sistema u karcinomu prostate [138];

e VIP stimulise rast malignih ¢elija i deluje kao proangiogeni faktor kod

karcinoma prostate [139].

Posebno je znacajno pomenuti istrazivanje u kome je ispitivan uticaj
oksidativnog stresa i fizicke aktivnosti na razvoj karcinoma prostate [140].
Fizicka aktivnost uzrokuje povecéanje nivoa slobodnih kiseoni¢nih radikala
(eng.reactive oxygen species, ROS), koji posredstvom razli¢itih mehanizama
stimuli$u razvoj karcinoma prostate [141]. Sa druge strane, aktiviranje VIP-ovog
signalnog puta znacajno doprinosi oksidativnom stresu, a samim tim i
povecanju ROS-a.Primena antagonista VIP-a JV-1-53 blokira oslobadanje
kiseoni¢nih radikala [142]. Na osnovu ovih rezultata mogao bi se izvesti
zakljucak da fizicka aktivnost negativno utice na razvoj karcinoma prostate, sto
je u suprotnosti sa rezultatima opisanih epidemioloskih studija, koji govore o
protektivnom efektu fizicke aktivnosti. Moguce objasnjenje za ovu
neusaglasenost, koju u svome radu posebno diskutuju autori navedenog
istrazivanja, lezi u anti-VIP/gp120 antitelima. Naime fizicka aktivnost u
kratkom vremenskom periodu znacajno povecéava nivo VIP-a u cirkulaciji, ali
istovremeno stimuliSe i produkciju anti-VIP/gp120 antitela, koja sa jedne strane
sprecavaju delovanje VIP-a kao tumorskog faktora rasta, a sa druge strane
sprecavaju aktiviranje signalnog puta VIP-a, koji uzrokuje porast kiseoni¢nih
radikala. Ovo ¢ini da je ukupni efekat fizicke aktivnosti pozitivan kada je u
pitanju kancer prostate.

Cinjenica da tumorske éelije raka prostate eksprimiraju znatno veéi broj
VPAC1 receptora od celija zdravog tkiva prostate, omogucio je razvoj
dijagnostickih testova za rano otkrivanje karcinoma prostate. Jedan od
dijagnostickih testova koristi analog VIP-a TP3939, koji se koristi i za ranu
detekciju karcinoma dojke. Tkivna distribucija TP3939 (%ID/g) je daleko veca u
tumorskom tkivu prostate u poredenju sa zdravim tkivom prostate (distribucija
7.48 + 3.63 %ID/g za 4 h u tumorskom tkivu i 1.9 + 0.5 %ID/g za 4 h u zdravom
tkivu prostate) [143].
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Rezultati istrazivanja u ovom radu kao i navedeni literaturni podaci
drugih autora nedvosmisleno ukazuju da VIP kao faktor rasta i proangiogeni
faktor ima veoma vaznu ulogu u patogenezi karcinoma dojke i prostate. Ako se
ima u vidu da anti-VIP/gp120 antitela predstavljaju jedan od osnovnih
regulatora nivoa VIP-a u organizmu [46,47,61], moZe se ocekivati da ova
prirodna autoantitela imaju znacajanu protektivnu ulogu kod raka dojke i
prostate. Obzirom da je nivo ovih antitela kod HIV pacijenata znacajno visi u
poredenju sa anti-VIP/gp120 antitelima zdravih fizi¢ki neaktivnih osoba, moglo
bi se océekivati da infekcija ovim virusom predstavlja protektivni faktor za razvoj
karcinoma dojke i prostate u HIV-pozitivnoj populaciji. Drugim recima,
ucestanost ovih malignih bolesti kod HIV inficiranih osoba trebalo bi da bude
manja od one koja odgovara opstoj populaciji. Rezultati brojnih epidemioloskih
i klinickih studija potvrduju ovu pretpostavku. Uprkos ¢injenici da je ucestalost
malignih bolesti (karcinom pluca, jetre, grla, debelog creva, melanomi i
leukemije) znacajno povecana kod osoba inficiranih HIV-om [144-146] u
odnosu na ops$tu populaciju, uéestanost karcinoma dojke i prostate je znacajno
manja [147,148]. Grupa autora ukazuje da je karcinom dojke jedino maligno
oboljenje u populaciji HIV inficiranih Zena, koji ¢e se sa znacajno malom
verovatnocom razviti kod ove grupe pacijentkinja [149]. Sa druge strane autori
jedne retrospektivne studije ukazuju na malu incidencu za nastanak karcinoma
dojke u populaciji HIV pozitivnih Zena navode¢i podatak da je do 2004. godine
objavljeno samo 46 sluéajeva ovog oboljenja kod HIV-pozitivnih [150]. Rizik za
nastanak karcinoma prostate je za 50% manji kod HIV pozitivnih pacijenata u
odnosu na opstu populaciju [151]. Na osnovu rezultata ovih studija moze se
pretpostaviti da anti-VIP antitela blokirajuéi aktivnost glikoproteina gp120 kao
VIP mimetika znacajno doprinosi kontroli SIDE, ali istovremeno protektivno
deluje na rak dojke i prostate sprecavaju¢i uticaj VIP-a na maligno
transformisane Celije. Rezultati testiranja seruma osoba obolelih od karcinoma
dojke i raka prostate na prisustvo anti-VIP/gp120 antitela, koji su prikazani u
ovom radu, potvrduju da je nivo anti-VIP/gp120 antitela znacajno nizi kod
obolelih u poredenju sa zdravom kontrolnom grupom. Vazno je uoditi da su
ukupni imunoglobulini kod testiranih pacijenata bili u granicama referentnog
intervala iz cega se moZze zakljuciti da funkcija imunog sistema nije bila znacajno

naruSena boleS¢u. Ovo ukazuje da snizen nivo anti-VIP/gp120 antitela
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predstavlja faktor rizika za nastanak i progresiju karcinoma dojke i prostate, sto
sugeriSe da nivo ovih antitela u serumu moZze posluziti kao prognosticki marker
za ove bolesti. Sa druge strane, fizicka aktivnost koja uti¢e na pove¢anu sintezu
anti-VIP/gp120 antitela predstavlja vazan faktor u prevenciji i terapiji
karcinoma dojke i prostate. Medutim, ¢injenica da VIP i njegov signalni put
predstavljaju samo deo u kompleksnom mehanizmu patogeneze tumora dojke i
prostate ne moze se ocekivati da fizicka aktivnost u potpunosti obezbedi
prevenciju i kontrolu ovih malignih bolesti.

Rezultati izlozeni u ovom radu koji pokazuju da fizicka aktivnost
stimuliSe sintezu anti-VIP/gp120 antitela, koja suprimiraju aktivnost VIP-a, kao
i brojni literaturni podaci koji potvrduju pozitivan uticaj fizicke aktivnosti na
karcinom dojke i prostate, moze se zakljuciti da fizicko vezbanje predstavlja
prirodan, neskodljiv i svima dostupan nacin prevencije i pomoc¢ne terapije.

U prilog ovom zakljucku idu i nedavno objavljeni rezultati najvece
evropske studije o uticaju fizicke aktivnosti na rak dojke [152]. Prema ovoj do
sada najobimnijoj studiji koja je obuhvatila 257.805 Zena sa srednjim
vremenskim intervalom praéenja od 11,6 godina, umerena i intenzivna fizicka
aktivnost smanjuje procenat oboljevanja od agresivnih oblika karcinoma dojke
za 13% kod fizicki aktivnih Zena u odnosu na Zene koje vode pasivan nacin
Zivota. Veci uticaj fizicke aktivnosti moze se ocekivati u prevenciji i terapiji
karcinoma dojke u odnosu na karcinom prostate s obzirom da je zabelezen
znacajniji porast anti-VIP/gp120 antitela kod sportistkinja u odnosu na porast

ovih antitela koji je zabeleZen kod sportista u odnosu na kontrolnu grupu.

102



5.7. Znacaj N-terminalnog domena primarne strukture VPAC1

receptora za selekciju antagonista VIP-a

ISM analizom primarne strukture VPAC1 receptora identifikovan je
domen 31-96 na N-terminalnom delu receptora VPAC, koji je odgovoran za
interakciju sa VIP-om. Pregledom baze proteinskih struktura (eng. Protein Data
Bank - PDB) uporedeni su dobijeni rezultati sa dostupnim podacima o
3D strukturi proteina, prema kojima se na N-terminalnom delu VPAC1
receptora nalazi segment, koji obuhvata aminokiseline 8-117 (pozicije
odgovaraju nematuriranom proteinu u koji je ukljucen signalni peptid) i koji je
kljucan za interakciju sa VIP-om. Na Slici 3 istaknute su aminokiseline koje
ucestvuju u direktnom vezivanju VIP-a za VPAC1 receptor: W67, D68, W73 i
G109 u nematuriranom proteinu (W37, D38, W43 i G79 u proteinu bez
signalnog peptida) [11]. Kao Sto se moze videti na Slici 3 domen od 31-96, koji
je identifikovan ISM analizom formira dZep vazan za interakciju sa VIP-om.
Ovakva struktura je povoljna za ugradnju malih molekula ili peptida, koji bi
mogli da inhibiraju aktivnost VPAC1 receptora i tako posluZiti za konstrukciju
farmakofora, koje bi koristili u razvoju lekova za modulisanje VIP-ovog
signalnog puta.

Strukturne karakterike domena VPAC2 receptora, koji je ukljuéen u
dalekodoseznu interakciju sa VIP-om, a koji obuhvata amino kiseline 81 — 120 u
maturiranoj formi proteina, nije bilo moguce analizirati s obzirom da u bazi

proteinskih struktura ne postoje podaci za ovaj protein [153].
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6. Znacaj istrazivanja i nauéni doprinos

U skladu sa ciljevima studije, razvijen je ELISA imunoesej koji se pokazao

kao pouzdan za odredivanje prisustva anti-VIP/gp120 prirodnih autoantitela u

serumu. Primenom ovog testa pokazano je da postoji statisticki znacajna razlika

u nivou anti-VIP/gp120 antitela u serumima HIV-pozitivnih osoba, pacijenata

obolelih od karcinoma dojke i prostate, sportista i kontrolne grupe zdravih,

fizicki neaktivnih ispitanika. Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuditi:

1.

Peptid NTM1, koji se nalazi unutar konzerviranog C2 regiona
glikoproteina gp120 virusa HIV-1 i koji ima strukturnu i informacionu
slicnost sa VIP-om, predstavlja antigen pogodan za detekciju anti-
VIP/gp120 antitela ELISA metodom.
U serumima osoba koje se bave intenzivno fizickom aktivno$¢u nivo anti-
VIP/gp120 antitela znacéajno je visi u poredenju sa kontrolnom zdravom
populacijom, koja vodi pasivan nacin zZivota. Ovaj rezultat potvrduje da
fizicka aktivnost deluje stimulativno na produkciju ovih prirodnih
autoantitela.
Fizicka aktivnost u vetoj meri stimuliSe produkciju anti-VIP/gp120
antitela kod Zena nego kod muskaraca, Sto se moZe objasniti uticajem
polnih hormona i njihovom ulogom u ekspresiji VIP-a.
Serumi HIV pozitivnih osoba sadrze povecan nivo anti-VIP/gp120
antitela u odnosu na kontrolnu grupu zdravih ispitanika. Rezultati
elektronske mikroskopije i ELISA metode ukazuju da su anti-VIP/gp120
antitela krosreaktivna sa neutraliSu¢im, monoklonskim antitelom Sirokog
spektra VRCo1. Ovo sugeriSe:
e da anti-VIP/gp120 antitela imaju protektivhu ulogu kod osoba
inficiranih HIV-1 virusom tako $to doprinose sporijem razvoju SIDE;
e da fizicka aktivnost kod ovih pacijenata moze predstavljati
efikasnu pomo¢énu terapiju, narocito u periodu strategijskog prekida
HAART terapije (eng.drug-holyday).
Osobe obolele od karcinoma dojke i prostate imaju znacajno snizen nivo
anti-VIP/gp120 antitela u serumu u poredenju sa kontrolnom grupom
zdravih ispitanika. Obzirom da VIP predstavlja faktor rasta i

proangiogeni faktor za navedene vrste tumora, moze se predpostaviti da
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nedosatatak anti-VIP/gp120 antitela smanjuje otpornost organizma na
razvoj ovih malignih bolesti. Rezultati ove studije, takode sugerisu da
fizicka aktivnost koja stimuliSe produkciju ovih antitela, igra znacajnu
ulogu u prevenciji i terapiji raka dojke i prostate.

. Mehanizam protektivnog delovanja anti-VIP/gp120 antitela u HIV-1
infekciji, karcinomu dojke i prostate u najve¢oj meri je zasnovan na
blokiranju VIP/VPAC1 interakcije, a u sluéaju HIV-a i na blokiranju
gp120/CD4 interakcije.

. Funkcionalno mapiranje VIP-ovih receptora bioinformati¢kim metodama
je pokazalo da domen 31 — 96 kod VPAC1, kao i domen 81 — 120 kod
VPAC2 predstavljaju target za razvoj terapeutskih antagonista i agonista
VIP-a.
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UsjaBrbyjem
Ja je AOKTOpCKa aucepTauuja noa HacnosoMm

Nivo anti-VIP/gp120 antitela kod aktivnih sportista, pacijenata sa malignim

bolestima i _pacijenata sa HIV infekcijom

e pe3ynTtar CoONnCTBEHOr UCTPpaXXunea4vkor paaa,

e Ja NpeanoXeHa aucepTauuja y LenuHu Hu y AenoBuma Huje 6una npegnoxeHa
3a pobujare GuMNo koje AunNnoMe npema CTYAWCKUM nporpamuma Apyrux
BUCOKOLLIKOCKMUX yCTaHOBa,

e JaCy pe3yntatu KOPeKTHO HaBeaeHU U

e [a HMCaM KpLiMO/na ayTopcka npaBa U KOPUCTUO WHTENEKTyanHy CBOjuHY
APYrux nuua.
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MUsjaBa o0 kopuwhewy

Osnawhyjem YHuBep3auteTcky 6ubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh* aa y [Ourutantsu
penosuTopujyM YHuBep3uteTa y bBeorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY AucepTtauujy noa
HacnoBoMm:

Nivo anti-VIP/gp120 antitela kod aktivnih sportista, pacijenata sa malignim
bolestima i pacijenata sa HIV infekcijom.

Koja je moje ayTopcKo Aeno.

OucepTauyujy ca ceum npunosuma npeaao/na cam y enekTpoHCKoM oopmary norogHom
3a TpajHO apxmBupame.

Mojy AOKTOPCKY AucepTauunjy noxpaweHy y OurutanHu penosutopujym YHusepsuTeTa
y Beorpagy mory fa kopucte CBU Koju nowTyjy oapeabe caapxaHe y ogabpaHom tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyuuno/na.

1. AyTOopCTBO

2. AyTOpCTBO - HEKOoMepLuujanHo
@AYTOPCTBO — HeKkomepuujanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpPCTBO — HEKOMEPLUjanHO — AENUTH Noj UCTUM yCrnoBUMa
5. AytopcTeo — 6e3 npepage

6. AyTOpPCTBO — AENUTU NOJ UCTUM yCNOBUMA

(Monumo fa 3aoKpyXuTe camo jeAHy Of LIeCT MOHYReHUX NUUEHUW, KpaTak onuc
nuueHum aar je Ha nonefuHu nucra).

Mornuc gokropaHaa

Y Beorpany, _J.09. 2043
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1. AyTOpcTBO - [lo3BOrbaBate yMHOXaBare, AUCTPUOyuMjy M jaBHO caoniuTaBame
Aena, u npepaje, ako ce HaBeae MMe ayTopa Ha HauyuH oapeheH oj cTpaHe ayTtopa
Unu Jasaoua nuueHue, Yak u y komepuumjanHe cspxe. OBO je HajcnobogHuja of CBUX
NUUEHUM.

2. AyTOpCTBO — HEeKoMepumjanHo. [Jo3BorbaBare yMHOXasamwe, AUCTpubyLmjy v jaBHo
caonwiTaBawe Aena, u npepaje, ako ce HaBeae MMe ayTopa Ha HauyuH oapeheH oj
cTpaHe ayTtopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He [03BOrbaBa KoMepuujanHy
ynotpeby agena.

3. AyTtopcTBO - HekomepuumjanHo — 6e3 npepape. [lo3sBorbasaTte yMHOXaBame,
avcTpubyunjy u jaBHO caonwrTaBake Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBamwa unu
ynotpebe pena y CBOM jJeny, ako Ce HaBeje UMe aytopa Ha HauyvH oapefeH oa
cTpaHe aytopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He [03BOrbasBa KoMepuujanHy
ynotpeby aena. Y ogHOCY Ha CBe ocTane nuueHue, OBOM MULUEHLOM Ce orpaHuyasa
Hajsehu obum npasa kopuwwhewa gena.

4. AyTOpPCTBO - HEKOMepuujanHo — AenuTh noj uctum ycnosuma. [lo3sorbasarte
yMHOXaBame, AUCTPUOYLIMjy 1 jaBHO caoniwiTasawe Aena, u npepaje, ako ce Haseje
ume aytopa Ha HauuH ojpefieH oA CTpaHe ayTopa unu Aasaoua NULEHLE W ako ce
npepaga auctpubyupa noag wWCTOM unu cnuyHoMm nuueHuom. Osa nuueHua He
A03BOSbaBa komepuujanty ynotpeby agena v npepaja.

5. AytopctBo — Ge3 npepage. [Jo3BorbasaTte ymHOXaBare, AUCTPUBYLUMjy W jaBHO
caonwTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukosara unu ynotpebe gena y ceom geny,
ako ce HaBeje MMe ayTopa Ha HauuH oapefileH op cTpaHe aytopa unu jasaoua
nuueHue. OBa nuueHua f03B0rbaBa komepuujandy ynotpeby aena.

6. AyTOpCTBO - AEnUTU noA UCTUM ycroeuma. [lo3Borbasare yMHOXasawe,
AUCTpuOyLMjy 1 jaBHO caonwiTaBake Aena, u npepaje, ako ce HaBeae uMe aytopa Ha
HauuH oppefeH of CTpaHe ayTopa Wnu Aasaoua nuueHue U ako ce npepaja
avctpubympa nog uctom unu crnvvHom nuueHuom. Osa nuueHua Ao03BoOSbasa
komepuujanHy ynotpeby pena w npepaga. CnuyHa je codTBEpPCKMM nuueHuama,
OAHOCHO NuLEHLama OTBOPEHOT KOAA.
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