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Ispitivanje imunoremodulatornog efekta himernog proteina Bet v 1-
BanLec i njegovih mutanata na ¢elijama urodenog imunskog sistema

Sazetak

Kao jedna od najcescih hroni¢nih bolesti, alergija predstavlja ozbiljan zdravstveni problem,
koji osim toga utie 1 na socioekonomski aspekt obolele osobe. Za razliku od farmakoterpije
koja omoguéava samo kratkoro¢no uklanjanje simptoma, alergen- specifi¢na imunoterapija
(AIT) je jedino dugorocno resenje za problem alergija. U cilju poboljSanja AIT, istraZzivanja se
usredsreduju na inovativne strategije koje obuhvataju zamenu konvencionalnih alergenih
ekstrakata dobijenih iz prirodnih izvora. Ovaj pristup ukljucuje koriS¢enje rekombinantno
proizvedenih alergena, alergenih peptida, ili hipoalergenih izoformi alergena, kao i primenu
odgovarajuc¢ih adjuvanasa radi smanjenja potrebne doze alergena. Odabir idealnog adjuvansa
u kombinaciji sa alergenom je kljucan, te se tezi pronalazenju adjuvanasa koji ¢e efikasno
aktivirati celije urodenog imunskog sistema, Sto bi dalje modulisalo adaptivni imunski
odgovor. Na ovaj nacin bi se unapredila efikasnost i sigurnost AIT. Lektin banane (rBLwt) je
najverovatnije kroz vezivanje za oligosaharidne komponente na povrsini TLR2 i CD14. U ovoj
doktorskoj disertaciji je ispitivan imunomodulatorni efekat lektina banane kao potencijalnog
adjuvansa na modelu glavnog alergena polena breze (rBet v 1 a; rBvla). Rekombinantne
himere koju ¢ine rBLwt i rBvla (rBvla-BLwt; Cwt), kao i hipoalergena izoforma Bet v 1
(Bv1l) i mutant BLH84T (rBv1I-BLH84T (C1) i rBLH84T-Bv1l (C2)) su uspesno dizajnirana
in silico nakon Cega su eksprimirane u Escherichia coli ekspresionom sistemu. Nakon
preciS€avanja, biohemijske i imunoloske karakterizacije testiran je imunomodulatorni efekat
proteina na peritonealnim misjim makrofagima kao i na humanim celijskim linijama
ukljucujuéi 1 Celijske kokulture. Medu testiranim himerama, Cwt je pokazala
imunomodulatorni potencijal kroz stimulaciju sekrecije IL-10 i pove¢anjem odnosa izlu¢enih
IFN-y/IL-4. Ova studija ukazuje da Cwt himera ima najve¢i potencijal medu analiziranim
proteinima za primenu u sublingvalnoj terapiji pacijenata alergi¢nih na polen breze.

Klju¢ne reci: alergije, alergen-specificna imunoterapija, adjuvansi, lektin banane, Bet v 1,
makrofagi, Caco-2 epitelne celije

Nauéna oblast: Hemijske nauke

UZa naucna oblast: Biohemija
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Evaluation of the immunomodulatory effect of the chimeric protein Bet v
1-BanlLec and its mutants on cells of the innate immune system

Abstract

As one of the most common chronic diseases, allergy represents a serious health issue, which
further affects the socio-economic aspect of allergic individuals. Unlike pharmacotherapy,
which provides short-term relief of symptoms, allergen-specific immunotherapy (AIT) is
currently the only long-term solution to the problem of allergies. To advance AIT, novel
research focuses on innovative strategies involving the replacement of conventional allergenic
extracts obtained from natural sources. This approach includes the use of recombinantly
produced allergens, allergenic peptides, or hypoallergenic isoforms of allergens, as well as the
use of appropriate adjuvants to reduce the therapeutic allergen dose. The selection of an ideal
adjuvant in combination with the allergen is crucial. The aim is to find adjuvants that effectively
activate cells of the innate immune system, thereby modulating the adaptive immune response.
likely through binding to oligosaccharide components on the surface of TLR2 and CD14. In
this doctoral dissertation, the immunomodulatory effect of banana lectin as a potential adjuvant
was investigated on the model of the major birch pollen allergen (rBet v 1a; rBvla). The
recombinant chimeras consisting of rBLwt and rBvla (rBvla-BLwt; Cwt), as well as chimeras
composed of a hypoallergenic isoform of Bet v 1 (rBv1l) and mutant banana lectin (BLH84T)
(rBv1l-BLH84T (C1) and rBLH84T-Bv1l (C2)), were successfully designed in silico was
successfully designed in silico, expressed in Escherichia coli expression system. After
purification, biochemical, and immunological characterization the immunomodulatory ability
of chimeras was examined on peritoneal murine macrophages and on human cell lines
including the cell co-culture. Among tested chimeras, Cwt showed immunomodulatory
potential through the stimulation of 1L-10 secretion and increasment of IFN-y/IL-4 ratio. This
study suggests that among analysed chimeras, the Cwt chimera is the most suitable for further
testing for the application in sublingual therapy for birch pollen allergic patients.

Keywords: allergy, allergen-specific immunotherapy, adjuvants, banana lectin, Bet v 1,
macrophages, Caco-2 epithelial cells

Scientific field: Chemistry
Scientific subfield: Biochemistry
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Lista skracéenica

AIT Alergen-specificna imunoterapija

ANOVA Analiza varijanse (Analysis of variance)

APC Antigen-prikazujuce ¢éelije

APS Amonijum persulfat

ATCC Americka zbirka tipic¢nih kultura

BanLec Lektin banane

BCIP 5-bromo-4-hloro-3-indolil-fosfat

BSA Govedi serum-albumin

CD Klaster diferencijacije

cDNK Komplementarna dezoksiribonukleinska kiselina
CDR Dijagnostika razdvojena na komponente

DC Dendritske ¢elije

ELISA Imunosorbentni esej povezan sa enzimom

FBS Fetalni govedi serum

FDA Administracija za hranu i lekove (eng. Food and drug administration)

GAPDH Gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza

HRP Peroksidaza iz hrena

IFN-y Interferon gama

IL Interleukin

Ig Imunoglobulin

IMAC Afinitetna hromatografiji sa imobilisanim metalnim jonima
IPTG Izopropil-B-D-galaktopiranozid

ISS-ODN Imunostimulatorni oligodeoksinukleotidi
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JRL
LC
LPS
MHC
NBT
NC
NOD
NMR
OPD
PAMP
PBMCs
PBS
PCR
PMA
PNPP
PR
PRR
RT-PCR
SDS-PAGE
TBS
TEER
TEMED
TGF-B

Thl

Lektini sli¢ni zakalinu

Langerhansove celije

Lipopolisaharid

Glavni kompleks tkivne podudarnosti
Nitroblutetrazolijum

Nitroceluloza

Receptori slicni domenu koji vezuje nukleotide
Nuklearna magnetna razonancija
o-fenilendiamin

Molekulski obrazac karakteristi¢an za patogen
Mononuklearne ¢elije periferene krvi
Puferisan fizioloski rastvor

Lancana reakcija polimeraze
Forbol-12-miristat-13-acetat

p-nitrofenilfosfat

Proteini povezani sa patogenezom

Receptori koji prepoznaju patogene

Lancana reakcija polimeraze kojoj prethodi reverzna transkripcija
Natrijum dodecilsulfat poliakrilamidna gel elektroforeza
Trisom puferisan fizioloski rastvor
Transepitelni elektri¢ni otpor

N, N, N', N'-tetrametiletilendiamin
TransformiSu¢i factor rasta beta

Pomoc¢nicke T ¢Celije tipa 1
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Th2 Pomo¢nicke T ¢elije tipa 2
TLR Receptor slican ,,toll-u”
TMB 3,3',5,5'-Tetrametilbenzidin
TNF-a Faktor nekroze tumora alfa
Treg Regulatorne T Celije

TSLP Limfopoietin strome timusa

WHO Svetska zdravstvena organizacija (eng. World health organisation)
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1. Uvod

Alergija predstavlja hroni¢nu, inflamatornu bolest koja se karakteriSe preteranim
imunskim odgovorom na bezopasne biomolekule prisutne u okolini koji se nazivaju alergeni.
Alergija pogada 30% svetskog stanovnistva, znacajno utiCe na kvalitet zivota pacijenata i
predstavlja ozbiljan teret za zdravstveni sistem [1]. Karakteristika alergijske reakcije je
aktivacija mastocita i bazofila posredovana imunoglobulinom E (IgE) $to dovodi do simptoma
koji mogu varirati od blagih do opasnih po zivot [2]. Razni hemijski alergeni (boje, kreme,
mirisi za kosu i proizvodi za negu koze), alergeni hrane (mleko, jaja, riba, morski plodovi,
zitarice), kao i aeroalergeni (polen, ku¢na prasina, insekti, krzno domacih zivotinja) mogu
uzrokovati alergijske simptome kao S§to su koZzne reakcije, alergijski rinitis, astma ili
anafilaksija [3]

Respiratorne alergije su u stalnom porastu u industrijski razvijenim zemljama [4].
Alergija na polen pogada 20-25% evropskog stanovnistva. Najces¢i uzro¢nik alergija na polen
drveca su polen breze (Betulla verucosa) i polen drveca iz reda Fagales koji ukljuc¢uje rodove
Corylus (lesnik), Fagus (bukva), Quercus (hrast), Carpinus (grab) i Castanea (kesten) [5].
Glavni alergen polena breze je Bet v 1 (Bvl) koji je ukrSteno reaktivan sa homologim
alergenima srodnih biljaka .

Izbegavanje izvora alergena nije uvek izvodljivo, posebno kada se govori o
aeroalergenima, dok je farmakoterapija efikasna u kontroli simptoma samo tokom primene leka
i ne le¢i samu bolest [6]. Alergen-specifi¢na imunoterapija (AIT) podrazumeva ponavljajuéu
primenu rastu¢ih doza ekstrakta alergena tokom nekoliko godina $to dovodi do smanjenja
simptoma alergiije, ali i leCenja osnovnog uzroka bolesti [6]. Za razliku od farmakoterapije,
AIT ima dugorocan efekat i nakon zavrsetka terapije. Od 1911. godine, kada su Noon i
saradnici [7] uveli AIT dosta se radilo na razumevanju mehanizma njenog delovanja i na
unapredenju same terapije. Osnovni princip AIT podrazumeva modulaciju imunskog odgovora
od prevalence pro-alergenih Th2 celija ka ravnotezi izmedu Thl i Th2 (Th1/Th2) ¢elija i
aktivaciji T regulatornih (Treg) ¢elija [8]. Jo$ jedan znacdajan efekat koji se postize tokom AIT
je proizvodnja alergen-specifi¢nih IgG4 antitela koja blokiraju vezivanje alergena za IgE ¢ime
Se sprecava aktivacija mastocita i bazofila [1]. Pored svojih prednosti AIT ima i odredene
nedostatke koji podrazumevaju neZeljene reakcije posredovane alergen-specificnim IgE
antitelima, nedovoljnu efikasnost koja se ogleda u dugom trajanju leCenja, ali i visoke troSkove
terapije [9]. Kako bi se unapredila AIT radi se na razvoju novih strategija koje podrazumevaju
zamenu alergenih ekstrakata dobijenih iz prirodnih izvora, rekombinantno proizvedenim
alergenima, alergenim peptidima koji sadrze T Celijske epitope ili hipoalergenim izoformama
alergena [1], kao i upotrebu odgovarajuéih adjuvanasa kako bi se smanjila neophodna doza
alergena. Idealan adjuvans u kombinaciji sa alergenom bi trebalo da aktivira ¢elije urodenog
imunskog sistema koje bi potom modulisale adaptivni imunski odgovor.

Makrofagi su celije urodenog imunskog sistema koje obavljaju fagocitozu,
predstavljuju antigen-prikazujuce celije (APC) i sekretuju citokine. Na svojoj povrsini
makrofagi eksprimiraju Sirok spektar receptora koji prepoznaju patogene (PRRovi) preko
evolutivno konzerviramih molekulskih obrazaca karakteristi¢nih za patogene (PAMPovi) [10].
Medu PRRovi posebno se izdvajaju receptori sli¢ni tolu (engl. Toll-like receptors; TLRovi)
[11]. Aktivacija makrofaga moze izazvati pro-, ali i anti-inflamatorni imunski odgovor i tako
doprineti uspostavljanju homeostaze [12]. Ova plasti¢nost ¢ini makrofage potencijalnim
kandidatom za aktivaciju adjuvansima tokom AIT [12]. Citokini Th2 tipa (interleukin (IL) -4,
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-5 i -13) omogucavaju alternativni nacin aktivacije makrofaga koji rezultuje diferencijacijom
makrofaga u M2 podtip. M2 podtip makrofaga karakteriSe anti-inflamatorni odgovor koji
ukljucuje sekreciju IL-10 i transformiSuci faktora rasta B (TGFP) [12]. Podgrupa M2
makrofaga je podeljena na: M2a, M2b, M2c i M2d na osnovu razli¢itih stimulusa koji ih
indukuju i citokina koje lu¢e nakon diferencijacije [12]. Alergen-specifi¢na IgG4 antitela koja
nastaju tokom AIT u in vitro uslovima trigeruju koverziju M2a u fenotip slican M2b koji
posledi¢no proizvodi regulatorni IL-10 [12].

Lektin banane (BLwt) je protein koji se nalazi u pulpi banana i specifi¢no prepoznaje i
vezuje terminalne a-D-manozne/glukozne jedinice, unutrasnje a-1,3- manozne/glukozne
jedinice, kao i redukuju¢e B-1,3-glukozne ostatke [13]. Pokazano je da ovaj protein ima
imunomodulatorni efekat in vitro [14], a takode moduliSe i imunski odgovor peritonealnih

.....

CD14 [15]. Dodatno je potvrdeno i da BLwt stimuliSe sekreciju IgG4 antitela [16].
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2. Teorijski deo

2.1. Alergije

Adaptivni imunski sistem obezbeduje zastitu od razli¢itih patogena, kao Sto su
bakterije, virusi 1 paraziti. Medutim, u nekim situacijama moze do¢i do preteranog imunskog
odgovora i tada se govori o reakcijama preosetljivosti imunskog sistema. Coombs i Gell su
1963. godine predlozili klasifikaciju reakcija preosetljivosti na cCetiri grupe. Po ovoj
klasifikaciji, alergije ili atopije se svrstavaju u reakcije preosetljivosti tipa | (tzv. rana
preosetljivost) 1 karakteriSu se proizvodnjom specificnih IgE antitela na strane, bezopasne
proteine iz okoline koji se nazivaju alergeni [2]. Alergeni su najéesce proteini mase 10-40 kDa,
rastvorni u vodenim rastvorima i razli¢itih funkcija (enzimi, kalcini, transportni ili skladi$ni
proteini i proteini povezani sa patogenezom) [2]. Patogeneza alergija je kompleksna i ukljucuje
brojne faktore kao S§to su genetika, epigenetika, faktori sredine, mikroekologija i stanje
imunskog sistema [17].

2.1.1. Faza senzitizacije i epitelna barijera

Prva faza u nastanku alergijske reakcije je faza senzitizacije. Faza senzitizacije (slika
1) zapoCinje kada APC vezu alergen dospeo u organizam (inhalacijom, ingestijom, ili ubodom),
nakon ¢ega migriraju u najblizi limfni ¢vor gde ¢e se obradeni alergeni peptid prikazati u
kontekstu MHC molekula klase II naivnim T ¢elijama [18]. U prisustvu IL-4 koji se prvi
oslobodi, naivne T C¢elije se diferenciraju u pomocénicke celije tipa 2 (Th2) [18]. Nakon
diferencijacije, Th2 celije pocinju da luce IL-4 i IL-13 koji stimuliSu preukljucivanje klasa
imunoglobulina u alergen-specifiécnim B ¢elijama u IgE klasu [18]. Proizvedeni alergen-
specificni IgE se vezuje za visoko-afinitetni receptor (FceRI) na efektorskim celijama -
bazofilima i mastocitima. Na ovaj nacin se efektorske ¢elije senzitizujuu i postaju reaktivne na
alergen [18]. Vazno je napomenuti da tokom senzitizacije ne dolazi do pojave simptoma, vec
se simptomi javljaju tek po ponovnom izlaganju alergenu ¢ime se zapocinje efektorska faza
alergijske reakcije.
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Slika 1. Faza senzitizacije [19].

Epitelne ¢elije su vazna komponenta urodene imunosti jer predstavljaju klju¢nu vezu
izmedu organizma i spoljasnje sredine [17]. Epitelne ¢elije ucestvuje u koordinaciji imunskog
odgovora na razli¢ite povrede kroz proizvodnju brojnih imunomodulatornih 1 inflamatornih
faktora pod kontrolom NF-«B signalnog puta [17]. Na epitel uti¢u brojni genetski faktori i
faktori iz spoljaSnje sredine. Neki od ovih faktora mogu izazvati veéu propustljivost epitela za
alergene i na taj nacin favorizovati razvoj Th2 imunskog odgovora [18]. Primer uticaja
genteskih faktora je mutacija i gubitak funkcije FLG gena (kodirajuci gen za filagrin, protein
odgovoran za organizaciju srednjih filamenata skvamoznih celija u snopove za kasnije
umrezavanje pomocu transglutaminaze), sto dovodi do smanjene funkcije koze i razvoja
nasledne bolesti ichthyosis vulgaris. Brojni pacijenti koji boluju od ove bolesti razviju i
atopijski dermatitis [18]. Pored toga, neki od alergena su proteaze (Der p 1 glavni alergen grinja
kucéne prasine [20], Act d 1 glavni alergen Kivija [21]). Neke od ovih proteaza mogu direktno
smanjiti funkciju epitela razgradnjom ¢vrstih veza izmedu epitelnih ¢elija [21], ili hidrolizom
substrata ¢iji proizvodi u¢estvuju u Th2 imunskom odgovoru kao §to su CD23, CD25 i CD40.

2.1.2. Efektorska faza: rana i kasna faza alergijske reakcije

Rana preosetljivost se uocava nekoliko minuta nakon izlaganja alergenu i najcesce je
rezultat lokalnog oslobadanja medijatora iz mastocita na mestu kontakta organizma sa
alergenom. Senzitisane osobe na svojim mastocitima ve¢ imaju vezana alergen-specifi¢na IgE
antitela za FceRI [18]. Kada dode do umrezavanja susednih IgE antitela multivalentnim
alergenom zapocCinje prenos signala koji dovode do oslobadanja medijatora iz granula
mastocita [18]. Oslobodeni medijatori iz granula obuhvataju biogene amine (histamin),
proteoglikane (heparin 1 hondroitin sulfat), serin proteaze (triptaze, himaze i
karboksipeptidaze), kao i brojne druge enzime [18]. Pored medijatora iz granula, mastociti
oslobadaju i medijatore lipidnog porekla. Oni uti¢u na metabolizam arahidonsku kiselinu kroz
puteve ciklooksigenaze i lipoksigenaze, Sto dovodi do oslobadanja prostaglandina (narocito
prostaglandina D2 (PGD2)), leukotriena B4 (LTB4) i cisteinil leukotriene (cis-LTs, posebno
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LTC4)[18]. Simptomi do kojih dovode oslobodeni medijatori se dosta razlikuju i zavise od
mesta gde se deSava reakcija, ali mogu podrazumevati vazodilataciju, poveéanje vaskularne
propustljivosti, kontraciju glatkih bronhijalnih misi¢a, kao i povec¢ano lu¢enje mukusa [18].

Nakon umrezavanja IgE antitela na povrSini mastocita, pored oslobadanja pomenutih
medijatora, dolazi i do proizvodnje citokina, hemokina i faktora rasta koji se oslobadaju znatno
sporije [18]. Neki od ovih medijatora (npr. TNF-a, LTB4, IL-8 (poznat i kao CXCL8), CC-
hemokin ligand 2 (CCL2) kao i brojni drugi hemokini) mogu regrutovati druge ¢elije imunskog
sistema na mesto upale, ili aktivirati dendritske, T ili B ¢elije (npr. IL-10, TNFa, TGFp).
Medutim, neki od ovih medijatora mogu imati i anti-inflamatorno ili supresivno dejstvo (IL-
10, TGFp) [18]. Reakcije kasne faze zapocinju 2-6 h od izlaganja alergenu dok je pik reakcije
izmedu 6-9 h [18]. Jo§ uvek nije razjasSnjeno zaSto se ne razvijaju kod svih senzitisanih
pacijenata, dok kod nekih pacijenata nema jasne klinicke slike koja razlikuje kraj rane faze i
pocetka kasne faze [18].

2.1.3. Hronic¢na alergijska inflamacija

Usled cCestog izlaganja alergenima kod atopi¢nih osoba dolazi do cestih upala koje
mogu dovesti do promena u strukturi i funkciji ¢elija na pogodenom mestu [18]. Poznato je da
zapaljenje kod pacijenata sa hronicnom astmom moze zahvatiti sve slojeve disajnih puteva i
obi¢no je povezano sa promenama u epitelu, ukljucujudi:

Q) povecan broj peharastih ¢elija koje proizvode sluz,

(i) povecanu proizvodnju citokina i hemokina, (iii)

(ili)  znaajno zapaljenje submukoze sa povecanim talozenjem molekula
ekstracelularnog matriksa u lamina reticularis (ispod epitelne bazalne
membrane),

(iv)  promename u fibroblastima, i

(V) povecanje debljine misi¢nog sloja disajnih puteva, kao i povecanje broja i
aktivnosti glatkih misi¢nih celija [18].

Kod atopijskog dermatitisa, alergijskog rinitisa i astme, hroni¢na alergijska inflamacija
je povezana sa popravkom tkiva [18]. Ova popravka tkiva moze podrazumevati dugoroéne

promene u strukturnim elementima pogodenog tkiva, a posledi¢no i u promeni funkcije epitelne
barijere [18].

2.1.4. Inhalatorni alergeni

Respiratorne alergije su Cest oblik alergije Sirom sveta [22]. Epidemioloske studije
pokazuju da je ucestalost respiratornih alergija u razli¢itim zemljama evropskog kontinenta 15-
30% [22]. Senzitizacija na inhalatorne alergene se smatra glavnim faktorom koji doprinosi
razvoju bronhijalne astme i alergijskog rinitisa [23]. Alergijski rinitis je jedna od najées¢ih
bolesti respiratornih alergija sa prevalencijom od 20-40% medu alergi¢nim pacijentima [22].
Ova bolest se nekad pogresno smatra blagom, 1ako simptomi alergijskog rinitisa zna¢ajno uti¢u
na kvalitet zivota pacijenata izazivaju¢i umor, glavobolju, kognitivni poremecaj, a utice i na
fiziolosko zdravlje i uzrokuje druge sistemske simptome [22]. Sa druge strane, astma se
definiSe kao heterogena bolest, koju najcesce karakterisSe hroni¢na upala disajnih puteva [24].
DefiniSe je istorija respiratornih simptoma, kao $to su otezano disanje, stezanje u grudima i
kasalj koji variraju u trajanju i u intenzitetu, Sto je pra¢eno ogranic¢enjem protoka vazduha pri
izdisaju [24]. Alergijski rinitis i astma mogu biti izazvani izlaganjem razli¢itim izvorima
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alergena koji mogu biti prisutni u spoljasnjoj sredini kao §to je polen (drveca, trave, korova),
ili u prostorima stanovanja kao §to su budi, kuéna prasina ili krzno Zivotinja [25].

2.1.5. Alergija na polen breze

Alergija na polen predstavlja ozbiljno individualno i drustveno zdravstveno
opterecenje, jer je jedan od glavnih uzroénika alergijskog rinitisa i alergijske astme [26]. Obe
bolesti imaju ozbiljne posledice na kvalitet Zivota pacijenta, dok astma utiCe 1 na mortalitet
[26]. Promena klimatskih uslova, povisen nivo atmosferskog ugljen-dioksida i povecanje
geografskih domena alergenih polenskih taksona uti¢u na povecano izlaganje polenu [26].
Efikasna kontrola i leCenje alergija na polen predstavljaju globalni zdravstveni prioritet [26].

Polen drveca je znacajan alergeni izvor koji utice na ljudsko zdravlje. Najveci uzrocnici
alergija na polen drveca su biljke iz reda Fagales, Lamiales, Proteales, i Pinales [27].

U centralnoj i isto¢noj Evropi, kao in a Balkanskom poluostrvu, najces¢i uzrocnik
alergija na polen drveca je polen breze (Betulla verrucosa) iz reda Fagales. Alergijske reakcije
na polen Fagales mogu pokrenuti proteina povezanih sa patogenezom klase 10 (PR-10)
proteini iz polena svih ¢lanova porodica Betulaceae i Fagaceae (Tabela 1 A). Usled strukturne
sli¢nosti ovog proteina sa proteinima iz drugih biljaka, antitela specifi¢na za njega mogu
prepoznati druge proteine odnsno moze do¢i do ukrstene reaktivnosti antitela. Bet v 1 je glavni
alergen polena breze i pripada PR-10 proteinima. Antitela na Bet v 1 su ukrsteno reaktivna sa
homologim alergenima iz srodnih porodica Betulaceae i Fagaceae [5]. Osim ukrStene
reaktivnosti sa PR-10 proteinima iz polena, Bet v 1 pokazuje i visok stepen homologije sa
proteinima hrane biljnog porekla (Tabela 1 B) [28].

Tabela 1 A. Homologi alergeni Bet v 1 iz drveca reda Fagales [5].

Porodica Podporodica Izvor alergena Alergen
biljaka
Breza (Betula pendula) Bet v 1.0101
Betuloideae
Jova (Alnus glutinosa) Aln g 1.0101
Lesnik (Corylus avellana) Cora1.0101
Betulaceae
Coryloideae Grab (Carpinus betulus) Car b 1.0101
Virginijski grab (Ostrya Ostc 1.0101
carpinifolia)
Fagoideae Breskva (Fagus silvatica) Fags 1.0101
Fagaceae
Quercoideae Hrast (Quercus alba) Que a 1.0201
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Testerasti hrast (Quercus Que ac 1.0101
acutissima)
Crnika (Quercus ilex) Quei1.0101
Castanoideae | Kesten (Castanea sativa) Cass 1.0101

Tabela 2 B. Homolozi Bet v 1 koji poti¢u iz hrane biljnog porekla [28].

Hrana biljnog porekla

Alergen

Jabuka (Malus domestica)

Mal d 1.0101

Tresnja (Prunus avium)

Pruav 1.0101

Breskva (Prunus armeniaca)

Pruar 1.0101

Kruska (Pyrus communis) Pyr c 1.0101
Soja (Glycine max) Gly m 4.0101
Paradajz (Solanum Solal4.0101

lycopersicum)

Celer (Apium graveolens) Api g 1.0101
Sargarepa (Daucus carota) Dau c 1.0101
Kikiriki (Arachis hypogaea) Ara h 8.0101

Orah (Juglans regia) Jug r 5.0101

Badem (Prunus dulcis)

Pru du 1.0101

Grasak (Pisum sativum)

Socivo (Lens culinaris)

2.1.6. Glavni alergen polena breze - Betv 1

Kao $to je istaknuto u prethodnom poglavlju, Bet v 1 je glavni alergen polena breze i
pripada familiji PR-10. PR proteini su klasifikovani u 17 klasa na osnovu sli¢nosti u bioloskoj
funkciji, fizicko-hemijskim osobinama i homologiji amino-kiselinskih sekvenci [29]. Proteini
iz PR-10 grupe su visoko konzervirani, kiseli proteini otporni na proteaze, molekulske mase
oko 17 kDa (154-163 amino kiseline) [29]. Ta¢na funkcija PR-10 proteina nije u potpunosti
razjasnjena, ali se smatra da obavljaju zastitnu ulogu u biljkama u kojima se eksprimiraju [5].
lako nema jasnih dokaza o njihovoj ulozi u biljnim ¢elijama, njihova konzerviranost i
rasprostranjenost u razli¢itim biljnim vrstama govori o njihovoj nezamenjivoj ulozi [29].

Trodimenzionalna struktura Bet v 1 je bila prva eksperimentalno utvrdena struktura
klini¢ki znacajnog inhalatornog alergena [30]. Kristalna struktura Bet v 1 (slika 2 A) pokazala
je da se ovaj protein sastoji od sedam anti-paralelnih B ploca koje okruzuju C- terminalni o

7



Isidora Proti¢-Rosié¢ Doktorska disertacija

heliks dugacak 25 aminokiselina [30]. B ploc¢a i C-terminalni a heliks su odvojeni sa dva
uzastopna heliksa [30]. Hidrofobno jezgro Bet v 1 se formira izmedu C- terminalnog heliksa,
dva uzastopna heliksa i hidrofobnih aminokiselinskih ostataka iz obliznjih B plo¢a [30]. Izmedu
tri heliksa 1 B ploca se nalazi rac¢vasta Supljina (slika 2 B) koja se prostire kroz celu strukturu
sa tri otvora ka povrsini proteina [30]. Ova Supljina predstavlja najneobi¢niju strukturnu
karakteristiku ovog proteina. Pretezno je izgradena od hidrofobnih aminokiselinskih ostataka
uz svega nekoliko ostataka koji se mogu naelektrisati i formirati vodoni¢ne veze (Asp27,
Asp69, Tyr81, Tyr83, Asn100, GIn132 i Ser136). Ove naelektrisane aminokiseline ucestvuju
u formiranju vodoni¢nih veza sa Cetiri molekula vode pronadena u unutraSnjosti proteina.
Ostali molekuli vode u proteinskoj strukturi su povezani vodoni¢nim vezama sa hidrofilnim
aminokiselinama na povrsini proteina [30]. Prvi otkriveni fizioloSki ligand Bet v 1 je kvercetin-
3-O-soforosid (Q30S), glikozilovan flavonol [31]. Flavonoidi se u polenu nalaze u formi
glikozilovanih prekursora koji se tokom rehidratacije polenovog zrna prevode u aktivnu formu
pomocu polenske glikoziltransferaze [32]. Vezivanje za prirodni ligand dovodi do stabilizacije
Bet v 1 strukture, ¢ime se povecava njegova tacka topljenja i otpornost na endo-/lizozomalnu
proteolizu [33]. Fitoprostan E1 (PPE1) je jo$ jedan prirodni ligand Bet v 1 alergena [34]. PPE1
se visokim afinitetom vezuje za Bet v 1 povecavajuci njegovu stabilnost i smanjujuci njegovu
lizozomalnu degradaciju katepsinom S [32]. Povecana stabilnost bi mogla da ometa optimalnu
proteoliti¢ku obradu alergena, §to bi pogodovalo razvoju Th2 imunskog odgovora [32].

C

A) B)

Slika 2. A) 3D model dobijen iz kristalne strukture Bet v 1; B) prikaz hidrofobne rac¢vaste
Supljine Bet v 1. [30]

U maju 1985. godine zapocet je rad na kloniranju cDNK Bet v 1 [32]. 1989. godine je
prvi put klonirana cDNK Bet v 1 [35]. Ova cDNK kodira dominantnu izoformu u brezi, Bet v
1.0101 (Bet v 1a; Bvla) [35]. Kasnije su otkrivene izoforme Bet v 1 koje se medusobno
razlikuju samo u nekoliko aminokiselina, ali se znacajno razlikuju u IgE reaktivnosti [35].
Genom breze sadrZi najmanje 7 gena koji se eksprimiraju u polenu i kodiraju razli¢ite Bet v 1
izoforme koje se razlikuju po svojoj IgE reaktivnosti [36]. Nakon testiranja rekombinantno
proizvedenih izoformi Bet v 1, one su prema svojoj IgE reaktivnosti klasifikovane kao slabo,
srednje i jako alergene [36]. Dominantna izoforma Bet v 1. 0101 (Bet v 1a) je pokazala najjacu
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IgE reaktivnost, dok su Bet v 1.0401 (Bet v 1d) i Bet v 1.1001 (Bet v 11) pokazale veoma nisku
IgE reaktivnost [36]. Ova zapaZanja govore u prilog tome da su male razlike u strukturi ovih
proteina dovoljne da odrede stepen alergenosti i imunogenosti ovih proteina [36]. Poredenje
sekvenci Bet v 1 izoformi sa niskom i visokom sposobnosc¢u vezivanja IgE pokazale su u in
Vivo i in vitro studijama da IgE vezujvanje zavisi od najmanje $est aminokiselinskih ostataka
na pozicijama 9, 30, 57, 112, 113 i 125 Bet v 1 molekula [37]. U poredenju sa Bet v la
izoformom, hipoalergena Bet v 1l izoforma se razlikuje u 9 aminokiselinskih ostataka [37]. U
ovih 9 aminokiselina se pored pomenutih Sest nalaze i dodatne tri na pozicijama 18, 28 1 91
[37]. Sest aminokiselinskih ostataka (9, 57,91, 112, 113, 125) se nalazi na suprotnim krajevima
antiparalelnih B plo¢a, dok se ostatci na pozicijama 18, 28 1 30 nalaze na dva uzastopna o
heliksa [37] (slika 3). Samo Cetiri aminokiseline Lys28, Asn57, Vall13 i Asnl25 su izloZene
rastvaracu [37]. Izmena Asp125 u Asnl25 je pronadena u svim hipoalergenim izoformama §to
ukazuje da moze biti od posebnog znacaja za smanjeno IgE vezivanje [37].

Slika 3. 3D model Bet v 1l dobijen iz kristalne strukture. Na slici su prikazani
aminokisleinski ostaci koji se razlikuju izmedu Bet v 1a i Bet v 11 izoformi [37].

2.2. Terapije alergije

Klasi¢ni, klini¢ki pristup u lecenju alergije podrazumeva primenu faramkoterapije
(antihistaminika, kortikosteroida i sl.). Ovakav vid terapije, iako efikasan za brzo razre$avanje
simptoma alergije, ne reSava problem alergije, te se simptomi vracaju vrlo brzo po prestanku
dejstva primenje farmakoterapije.

Razvoj imunoloskih terapija za alergije ide u dva smera:
1) pasivna terapija

2) aktivna, alergen-specifi¢nu imunoterapija.

2.2.1. Pasivni oblici terapija alergije

Do razvoja pasivnih oblika terapije alergije je doSlo sa novim saznanja o molekulskim
mehanizmima razvoja same bolesti. Pasivna terapija podrazumeva intervencije na razli¢itim
taCkama alergijskog oboljenja kao Sto su administracija alergen-blokiraju¢ih IgG antitela,
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terapija monoklonskim antitelima koji ciljaju Th2 citokine, i primena monoklonskih antitela
koji ciljaju IgE antitela [38].

Pasivna administracija 1gG antitela je pristup koji se Kkoristi u terapijama virusnih
infekcija [38]. lako dobro uspostavljen sistem, do skoro se nije razvijao za primenu u terapiji
alergija [38]. Koncept pasivne administracije monoklonskih alergen-blokirajué¢ih IgG antitela
je prvi put ispitan na malom uzorku pacijenata alergi¢nih na macju dlaku, a potom se prosirio
i na pacijente alergi¢ne na polen breze [39,40]. Razvijeni su terapijski kokteli jedan koji se
sastoji od dva monoklonska antitela koja specificno prepoznaju dva epitopa na glavnom
alergenu macje dlake Fel d 1 1 koktel tri monoklonska antitela koja prepoznaju razlicite epitope
na povrsini Bet v 1. Antitela koja su se finalno nasla u proizvodu su birana na 0snovu niza
preklinickih testova koji su se zasnivali na merenju afiniteta i kapaciteta da blokiraju alergen-
specifi¢ni IgE [38]. Osnova ovog pristupa je razumevanje i poznavnje strukture alergena i
njegove interakcije sa antitelima [38]. Neophodno je blokirati veci broj epitopa kako bi se
postigla snazna inhibicija aktivacije efektorskih ¢elija [38]. lako je pokazano da nije neophodna
maksimalna pokrivenost epitopa na povrSini alergena kako bi se postiglo blokiranje IgE
posredovanog alergijskog odgovora, imunodominantni alergeni sa definisanim epitopima su
polialergija je dodatni izazov koji je potrebno prevaziéi jer su retki slucajevi osetljivosti samo
na jedan alergen [38].

Drugi oblik pasivne terapije na ¢ijem razvoju se radi su su monoklonska antitela na Th2
citokine odgovorne za alergijsku reakciju (IL-4, IL-5 i IL-13), kao i citokine koje otpustaju
epitelne ¢elije (IL-25, IL-33 i TSLP). Ova istrazivanja su u povoju i tek su pocela da otkrivaju
molekulske mehanizme koji se aktiviraju nakon ovakvog vida terapije [38].

Omalizumab je prvi preparat baziran na monoklonskim anti-1gE antitelima koji je 2003.
godine odobren za humanu upotrebu u le¢enju alergijau SAD, a 2005. i u Evropi [41]. Klini¢ke
terapije se razvijaju u smeru primene Omalizumaba paralelno sa alergen-specificnom
imunoterapijom gde se pokazalo da ima najveci efekat [41]. Pored omalizumaba, radi se na
razvoju drugih anti-humanih monoklonskih antitela, kao Sto je ligelizumab (humanizovano
IgG1 monoklonsko antitelo koje prepoznaje na povrsini IgE razlicite epitope od omalizumaba).
Kao i prethodno pomenute strategije pasivne imunizacije i na ovom obliku je potrebno uraditi
jo§ klini¢kih studija kako bi se razumeli mehanizmi 1 odredila tacna doza i vreme trajanja
terapije.

2.2.2. Alergen-specifi¢na imunoterapija

Alergen-specificna imunoterapija (AIT) predstavlja jedinstveni oblik leCenja alergije
koji ima dugoroc¢an efekat i uti¢e na osnovni uzrok bolesti [6]. Alergolozi i imunolozi prepisuju
AIT za ucestala alergijska stanja, pre svega za alergijski rinitis/konjunktivitis, alergijsku astmu
i preosetljivost na ubod insekata [42]. Indikacija za primenu AIT je prisustvo klinicki znacajnih
koli¢ina alergen-specificnih IgE anitela [42]. Prisustvo alergen-specifi¢cnih IgE antitela se
najcesce potvrduje koZznim probama i odredivanjem serumskog nivoa alergen-specificnih IgE
antitela.

Nakon uvodenja AIT 1911. godine [7], prva kontrolisana klinicka studija je sprovedena
1954. godine i tokom nje je primeéeno poboljsanje simptoma kod pacijenata koji su primali
prirodni ekstrakt polena u poredenju sa kontrolnom grupom [43]. U narednim godinama su
sprovedene brojne studije radi poboljSanja efikasnosti i bezbednosti AIT.
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2.2.2.1. Mehanizam alergen-specificne imunoterapije

Uloga AIT je da koriguje patofizioloske mehanizme alergije [43]. Uvodenje T ¢elijske
tolerancije je esencijalni korak u AIT [44]. Mehanizam AIT ukljucuje poveéanje broja T
regulatornih (Treg) celija. Treg proizvode TGFB i IL-10 koji su neophodni za
imunomodulatornu aktivnost tokom terapije [43]. IL-10 inhibira oslobadanje histamina iz
aktiviranih mastocita [45] i smanjuje oslobadanje proteina iz eozinofila [46]. Pored toga, IL-
10 je odgovoran i za preukljucivanje klasa imunoglobulina u B ¢elijama sa IgE na IgG klasu
ukljucujuéi IgG1 i IgG4 klasu antitela [6]. Nasuprot njemu, TGFp stimuliSe preukljucivanje
klasa imunoglobulina ka IgA antitelima [47]. Proizvedena alergen-specifi¢na IgG i IgA antitela
se krecu u cirkulaciji 1 takmice se sa alergen-specificnim IgE antitelima na senzitisanim
bazofilima za vezivanje alergena, ¢ime inhibiraju umrezavanje IgE antitela i okidanje signalne
reakcije u senzitisanim mastocitima [6]. Treg nastaju u roku od nekoliko nedelja od pocetka
AIT kao posledica interakcije sa regulatornim dendridskim celijama koje su stimulisane
alergenom tokom AIT [6]. Postoje dva glavna podtipa Treg razli¢itog fenotipa i mehanizma
dejstva [44]. Prvi podtip podrazumeva prirodno prisutne timusne FOXP3+CD4+CD25+ Treg
[44]. Drugi podtip se odnosi na inducibilne Treg koje nastaju na periferiji u tolerogenim
uslovima [44]. Dva inducibilna tipa Treg koja igraju klju¢nu ulogu u uvodenju alergijske
tolerancije su FOXP3+ i IL-10-pozitivne Treg [44]. Pokazano je da FOXP3 direktno interaguje
sa traskripcionim faktorima sli¢nim Runt 1(RUNX1), koji smanjuju nivo ekspresije IL-2 i IFN-
v i ispoljavaju supresivnu funkciju [48].

Alergen-specifi¢ni T ¢elijski podtipovi (Thl, Th2 i inducibilne Treg) koji prepoznaju
iste T ¢elijske epitope alergena postoje kod zdravih i atopi¢nih osoba u razli¢itom odnosu [44].
Osobe koje imaju vise alergen-specificnih Th2 ¢elija su podloznije razvoju alergija, dok
prisustvo alergen specifi¢nih inducibilnih Treg ima zastitno dejstvo [44].

2.2.2.2. Nacini dostave alergena u alergen-specificnoj imunoterapiji

AIT se tipi¢no sastoji iz dve faze. Prva faza predstavlja fazu desenzibilizacije (izgradnje
imuniteta), dok je druga faza u terapiji faza odrzavanja [42]. Tokom faze desenzibilizacije
pacijenti primaju terapiju koja pocinje od niskih doza ekstrakta alergena uz postepeno
povecéanje tokom prvih tri do Sest meseci [42]. Na dinamiku imunoterapije mogu uticati razli¢iti
faktori kao $to su formulacija preparata, nac¢in administracije, kao i zdravstveno stanje
pacijenta. Jedan od Cestih na¢ina administracije terapeutika podrazumeva da pacijenti primaju
terapiju 1-3 puta nedeljno [42]. Nakon ovog perioda, pacijenti razviju dovoljnu toleranciju na
alergen i prelazi se na fazu odrzavanja koja traje tri do pet godina [42]. Tokom faze odrzavanja,
pacijenti primaju terapiju jednom u 4-6 nedelja [42]. Dva naj¢e$¢a nacina administracije
alergena tokom AIT su subkutana i sublingvalna administracija.
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Izgradnja d
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Odrzavanje doze alergena

Druga godina Treca godina

Slika 4. Shematski prikaz protokola AIT.

Tradicionalni protokol subkutane AIT podrazumeva nedeljno primanje injekcija tokom faze
izgradnje tolerancije [49]. Injekcije za subkutanu AIT daje obuceno osoblje u bolnicama ili
domovima zdravlja gde su obezbedni neophodni uslovi za kontrolu nezeljenih lokalnih i
sistemskih reakcija kao Sto je anafilaksija [49]. Subkutana administracija predstavlja vrlo
nepovoljno reSenje za pacijenta jer podrazumeva injektovanje terapeutika i dugorocno ceste
posete bolnici [49]. Ovo je dovelo do razvoja sublingualne metode za primenu terapeutika
tokom AIT. Sublingvalna metoda podrazumeva primenu alergenog terapeutika pod jezik.
Prednosti sublingvalne administracije u odnosu na subkutanu su pogodnost po pacijenta, jer se
na ovaj nacin izbegavaju brojne injekcije, takode pacijenti terapiju uzimaju samostalno kod
kuce, ¢ime se smanjuje broj poseta bolnici, i najvaznija prednost sublingvalne AIT predstavlja
njena bezbednost, odnosto izostanak jakih, sistemskih nezeljenih reakcija [42]. Najcesce
nezeljene reakcije koje se deSavaju tokom sublingvalne AIT predstavljaju svrab, iritaciju grla
i svrab oko usiju [42]. Ovi simptomi uglavnom nestanu nakon prve nedelje primene terapije
[42].

Tokom sublingvalne AIT alergen se elektrostatickim interakcijama vezuje za epitelne
¢elije, nakon Cega ga preuzimaju APC - dendritske ¢elije i makrofagi tokom 15-30 minuta od
primene terapeutika [50]. APC u bukalnom tkivu su Langerhansove ¢elije (LCs),
CD11b+CDl11c— c¢elije slicne makrofagima, konvencionalne CD11b+ CDI11c+ dendridske
¢elije kao i nezrele plazmacitoidne dendritske ¢elije (CD40—CD80—CD86+) [50]. Ove APC su
rasporedene u razli¢itim delovima bukalnog tkiva. U mukoznom tkivu se nalaze LCs, u lamina
propria su makrofagi i konvencionalne dendritske celije, dok su u submukoznom tkivu
plazmocitoidne c¢elije [50]. Ove celije igraju vaznu ulogu u razvoju tolerancije na alergen
sekretujuci IL-10, TGFp i IL-12 [50]. Bukalne APC stimuli$u diferencijaciju naivnih CD4+ T
¢elija u IFN-y sekretujuce Th1 ¢elije ili u IL-10 produkujuce inducibilne Treg koje imaju ulogu
u spresiji alergijske reakcije [50]. Sublingvalni na¢in administracije predstavlja jedini mukozni
put do uspostavljanja specifi¢ne tolerancije na alergen kod pacijenata sa respiratornim
alergijama [50].

2.3. Nove strategije u razvoju AIT

lako se pokazala kao deltovorna, alergen-specifi¢na imunoterapija je dugotrajna (period
primene terapije je tri do pet godina), a pored toga neki pacijenti ne odreaguju na terapiju, dok
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se kod nekih razviju nezeljene reakcije [51]. Zbog svega navedenog, neophodan je rad na
razvijanju AIT u pogledu poveéanja njene efikasnosti (uvodenje novih adjuvanasa), ali i
bezbednosti [51].

2.3.1. Molekularna alergologija

Vecina identifikovanih alergena je do sada klonirana Sto je omogudilo preciznu
dijagnostiku IgE-posredovane osetljivosti na glavne, ali i minorne alergene iz hrane i alergene
prisutne u vazduhu [6]. Precizna dijagnostika je od izuzetnog znacaja za uspostavljanje prave
terapije. U klinickim laboratorijama su dostupne razli¢ite metode za odredivanje alergen-
specificnog IgE u serumu pacijenata. Veéina ovih metoda se zasniva na dijagnostici
razdvojenoj na komponente (engl. Component resolved diagnostic- CRD) [52]. Pored precizne
dijagnostike, rekombinantno proizvedeni alergeni svoju primenu nalaze i u pracenju toka
terapije kroz detekciju novonastalih alergen- specifi¢nih IgG antitela [6]. Osim ovoga alergeni
dobijeni tehnologijom rekombinantne DNK se mogu korisiti u AIT. Na ovaj nafin se mogu
dobiti velike koli¢ine ¢istog proteina koji je efikasan u imunoterapiji [53]. Kako bi se ovo
ostvarilo neophodni su efikasni ekspresioni sitemi koji ¢e obezbediti visoke prinose
rekombinantnih proteina, kao i1 efikasne mocne tehnike za preciS€avanje eksprimiranih
alergena [54]. Krucijalni korak u proizvodnji rekombinantnih alergena je provera kvaliteta
dobijenog proteina u smislu njegove éistoce, tercijarne strukture i bioloske aktivnosti [54].
Kako bi se proverili svi navedeni parametri potrebno je primeniti razli¢ite fizicko-hemijske
metode koje podrazumevaju masenu spektrometriju, CD spektrometriju i NMR analizu [54].
Paralelno, neophodno je proveriti i IgE reaktivnost dobijenih proteina [54].

Primena rekombinantnih alergena je bila prvi korak u razvoju AIT i podrazumevala je
zamenu prirodnih ekstakata alergena rekombinantnim homolozima. Za razliku od primene
prirodnih ekstrakata, primenom ¢istog rekombinantnog alergena izbegava se uvodenje
nezeljene senzitizacije na ostale komponente prisutne u punom ekstraktu [53]. Nazalost, u
poredenju sa preciS¢enim prirodnim alergenom, rekombinantni alergeni su izazivali isti stepen
nezeljenih IgE reakcija [55]. Ovo je bio glavni razlog zasto se fokus primene molekularne
alergologije prebacio sa istrazivanja efekta rekombinantnih alergena u AIT ka proizvodnji 1
ispitivanju efekta hipoalergenih izoformi. Hipoalergene izoforme imaju smanjenu IgE
reaktivnost, dok u isto vreme zadrzavaju T-cCelijske epitope koji su znacajni za uvodenje T-
Celijske tolerancije [36]. Iako bi ovakav vid AIT omogucio bezbednije i dobro definisane
vakcine, dosadasnji rezultati su pokazali da primena €istih rekombinantnih proteina ili njihovih
izoformi 1 derivata nije dovoljno efikasna. Radi povecanja njihove efikasnosti, neophodno je
uvesti nove adjuvanse koji bi pojacali odgovor urodenih ¢elija imunskog sistema i tako uticali
na smanjivanje alergijskog Th2 imunskog odgovora.

2.3.2. Imunomodulatorni agensi kao adjuvansi

Adjuvansi predstavljaju supstance ili jedinjenja koja se administriraju zajedno sa
vakcinom kako bi pojacali imunogenost alergena i modulirali imunski odgovor [56]. Adjuvansi
se dodaju kako bi izazvali brzi, dugoro¢niji i potentniji odgovor tokom AIT [56]. Idealni
adjuvans bi trebalo da bude biorazgradiv, stabilan, odrziv, netoksican i isplativ [56]. lako su se
brojna jedinjenja pokazala kao dobri adjuvansi, samo neki od njih su se proucavali radi primene
u AlT (Tabela 2).

Tabela 3. Adjuvansi u AIT [56].
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Aluminijum hidroksid

Sistemi isporuke Kalcijum fosfat

Mikrokristalin tirozin

Imunomodulatorni agensi Monofosforil lipid A (MPLA)

Imunostimulatorne sekvence

Adjuvansi koji se ispituju Nanopartikule

Fosfatidil serin

Imunomodulatorni agensi predstavljaju heterogenu grupu koja obuhvata produkte koji
deluju direktno na ¢elije imunskog sistema i moduli$u njihov odgovor na antigen [56]. Njihov
mehanizam delovanja se zasniva na aktivaciji ¢elija urodene imunosti kao §to su makrofagi i
dendridske ¢elije [57]. Ova vrsta adjuvanasa aktivira ¢elije urodenog sistema preko PAMPova
. PAMPovi nisu prisutni u ¢eliji domacinu i predstavljaju spoljasnji signal koji prepoznaju
¢elije urodene imunosti preko receptora na svojoj povrSini- PRRovi [56]. Dve najvece grupe
PRRovi predstavljaju TLRovi i receptori slicni domenu koji vezuje nukleotide (NOD
receptori). TLRovi prepoznaju odgovaraju¢e PAMPove i aktiviraju brojne unutarcelijske
signalne puteve koji vode ka proizvodnji razlicitih citokina, hemokina, ¢elijskih adhezionih
molekula i imunoreceptora [56]. TLRovi su transmembranski proteini koji se mogu naci na
povrsini Celijske membrane gde prepoznaju patogene iz spoljasnje sredine ili unutar ¢elije na
povrsini membrane unutarcelijskih odeljaka kao $to su endoplazmati¢ni retikulum, endozom
ili lizozom [11]. Kod sisara je otkriveno 13 TLR, dok kod ljudi postoji 10 [58]. Ligandi i
signalni putevi TLR-ova 1-9 i 11 su poznati, dok za TLR 10, 12 i 13 i dalje nije potpuno jasna
uloga [58]. TLRovi formiraju dimere kako bi obavljali svoju funkciju (TLR2 formira
heterodimer sa TLR1 i TLR6, dok su ostali TLRovi u formi homodimera) [11]. Ligandi TLR i
signalni putevi koje oni aktiviraju su prikazani na slici 4. TLRovi se eksprimiraju na antigen-
prikazujuc¢im éelijama (makrofagima i dendritskim ¢elijama), ali i na T- i B- limfocitima, kao
i na epitelnim, endotelnim celijama 1 fibroblastima [11]. Nova generacija adjuvanasa
podrazumeva upotrebu aktivatora TLRova koji osim §to igraju ulogu sistema za isporuku
vakcine imaju i imunomodulatornu funkciju.
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Slika 5. Ligandi i signalni putevi TLRova [11].

Razvijanje kombinovanih molekula alergena sa ligandima TLRova predstavlja
primamljivo reSenje za pobolj$avanje efikasnosti i imunoloske tolerancije tokom AIT [6]. Do
sada su proizvedeni rekombinantni konstrukti alergena povezanih sa povrSinskim slojem
bakterijskih celija koji aktivira TLR2 receptor [59], kao i sa flagelinom koji aktivira TLR5
receptor [59]. Pored rekombinanto proizvedenih konstrukata alergena sa TLR ligandima,
radene su i hemijske modifikacije alergena sa detoksikovanim TLR4 ligandom MPLA [60] ili
imunostimulatornim oligodeoksinukleotidima (ISS-ODN) koji sadrze TLR9 aktivirajuce
nemetilovane CpG motive [61].

2.4. Antigen-prikazujuce ¢elije u alergen-specifi¢énoj imunoterapiji

APC su neophodne za inicijaciju, ali i kontrolu imunskog odgovora [62]. Profesionalne APC
su podeljene u dva tipa: prvi tip podrazumeva dendridske celije (DCs) u koje spadaju
cirkuliSuce i tkivne DCs, kao i1 epidermalne Langerhansove ¢elije (LCs), a drugi tip su monociti
i makrofazi [62]. Sve ove Celije vode poreklo od pluripotentne CD34" hematopoeti¢ne
progenitorske celije [62]. U zavisnosti od nacina prikazivanja obradenog antigena u APC,
eksprimiranih ko-stimulatornih molekula i citokina u mikrosredini, CD4" naivne T ¢elije se
mogu diferencirati u Thl, Th2, Th9, Th17 ili Th22 tip [63]. Kako bi do ovoga doslo neopohna
su dva signala. Nakon §to APC preuzimu i obrade antigen, dolazi do prikazivanja peptide u
kontekstu MHC molekula klase IT nakon ¢ega naivna T CD4" T ¢elija svojim T Celijskim
receptorom (TCR) prepoznaje peptid u okviru MHC 11 [64], Sto predstavlja prvi signal. Po
uspostavljanju prvog signala, dolazi do uspostavljanja drugog signala koji predstavlja
vezivanje CD28 molekula na povrsini naivne CD* T ¢elije za CD80/CD86 na povrsini APC
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[64]. Sve ovo dovodi do luCenja razli¢itih citokina, i u zavisnosti od toga koji citokini su
izluGeni zavisice tip Th ¢elija u koji ¢e se diferencirati naivna CD4" T Celija [64].

Naivna CD4+ Celja

O © (@] (8]
Polarisuci IFNy IL-2 IL-6 IL-10
citokini © IL-12 (%) IL-4 (%) IL-23 © TGF-B

TGF-B

Podtipovi Th ‘
celija 4

Th1 Th2 Th17 Treg
Proizvedeni l l l l
citokini

@@ Q@ @9 Q¢

IFNy, TNFa  IL-4, IL-5,1L-9, IL-13  IL-17,IL-22  IL-10, TGF-B
Slika 6. Aktivacija i diferencijacija CD4+ T ¢elija [64].

Efikasnost AIT zavisi od pobudenog tolerogenog imunskog odgovora [65]. U poslednje vreme,
raste interes za ciljanu dostavu alergena do APCs, kao §to su DCs tokom AIT [65]. Ciljanje
vakcina do APC dovodi do difrencijacije naivnih T ¢elija u Thl ¢Celije 1 Treg $to dovodi do
regulacije prejakog Th2 odgovora prisutnog kod alergija [65].

2.4.1. Makrofagi

Makrofagi su ¢elije urodene imunosti. Kao 1 ostale ¢elije krvi nastaju iz pluripotentne
mati¢ne Celije iz kostne srzi, nakon njene diferencijacije u mijeloidne progenitorske celije [66].
Iz mijeloidne progenitorske celije nastaju eritrociti, krvne ploc€ice, granulociti (bazofili,
eozinofili 1 neutrofili) 1 monociti. Kada monociti koji se krecu cirkulacijom predu u tkivo
diferenciraju se u makrofage (slika 7). U cirkulaciji monociti ¢ine izmedu 2-8% od ukupnog
broja belih krvnih zrnaca, $to odgovara broju od 200-800 monocita po mikrolitru krvi [66].
Monociti su okrugle ¢elije sa nukleusom u obliku bubrega veli¢ine 20-30 pum [66]. Nakon
diferencijacije u makrofage menjaju svoj oblik i postaju ve¢ih dimenzija [66]. Monociti se
mogu diferencirati u makrofage razli¢iog fenotipa koji se medusobno razlikuju na osnovu
markera koje eksprimiraju na svojoj povrsini [66]. Makrofagi su prisutni u svim tkivima u
organizmu, 1 u zavisnosti od tkiva u kom se nalaze mogu imati razli¢ite fenotipove i
morfologiju (tabela 3) [66]. Uloga makrofaga se ogleda u uklanjanju ostarelih, apoptoti¢nih
¢elija, mrtvih ¢elija u odrzavanju homeostaze, popravci tkiva i regeneraciji misica [66]. Ono
Sto je 1 dalje nejasno je da li rezidentni makrofagi predstavljaju funkcionalno razlicite
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podtipove, ili imaju mogucénost promene u zavisnosti od mikrookoline 1 stanja u kom se ¢elija
nalazi [66].

Stimulus

Citokini

Hemokini e
N , Funkcija

TLR ligandi

Oksidativni stres \

Celijski oblik | i

Faktori rasta \ 4 Citotoksicnost

P | Fibroza
7

Fagocitoza
. |Proizvodnja citokina
) l Proizvodnja hemokina
Nadgledanje tkiva

N

) N —

| Prikazivanje antigena

sy . T celijska aktivacija
Cirkulisuci monocit Makrofaa

Slika 7. Diferencijacija monocita iz cirkulacije u makrofage usled aktivacije razli¢itim
stimulusima [66].

Tabela 4. Razli¢iti tipovi rezidentnih makrofaga su prisutni u tkivima [66].

TKivo Rezidentni makrofagi
Jetra Kupferove ¢elije

Plu¢a Alveolarni makrofagi
Koza Langerhansove celije

Serozne Supljine Serozni makrofagi

Vezivno tkivo Histiociti

Zglobovi/hrskavice | Sinovijalni makrofagi (tip A)

Kosti Osteoklasti
Bubrezi Menzengijalni makrofagi
Mozak Mikroglija

Makrofagi predstavljaju vaznu prvu liniju odbrane organizma. Tokom infekcije ili
povrede tkiva, makrofagi detektuju otpusStene hemotakticke signale 1 dolaze na mesto
zapaljenja gde fagocituju patogene i Celijske ostatke, i digestuju ih u fagolizozomu koji se
formira spajanjem fagozoma sa lizozomom [66]. Osim §to uklanjaju patogen, oni prikazuju
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dobijene peptide u kontekstu MHC molekula klase II ¢elijama adaptivne imuosti, B- i T-
limfocitima [66]. Takode, enzimi povezani sa fagolizozomom proizvode velike koli¢ine
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS) koje dodatno ubijaju patogen [66].

Zahvaljujuéi brojnim receptorima na svojoj povrsini (slika 8) makrofagi se mogu
polarizovati ka pro- ali i ka anti-inflamatornom odgovoru. Klasi¢no aktivirani M1 makrofagi
su povezani sa pojacanim fagocitnim aktivnostima, antigen prikazujuéim sposobnostima,
luéenjem pro-inflamatornih signala [66]. M1 makrofagi poseduju veliku citotoksi¢nu
aktivnost, uklanjaju patogen tokom infekcije i posreduju u otpornosti na infekcije kroz lucenje
pro-inflamatornih citokina, adhezionih molekula, hemokina, ciklooksigenaze 2, kao i
proizvodnju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS) [66]. M2 tip makrofaga aktiviraju Th2 citokini
(1L-4 i IL-13) [12]. Ovaj tip makrofaga pospeSuje neovaskularizaciju, angiogenezu, stromalnu
aktivaciju i remodelovanje, popravku oste¢enog tkiva i generalno anti-inflamatorni odgovor
[66]. M2 podtip makrofaga je dodatno podeljen na tri podtipa: M2a, M2b, M2c i M2d u
zavisnosti od stimulusa zbog kojih ulazi u diferencijaciju i na osnovu rezultuju¢ih molekula
koje posledi¢no sekretuje [12]. Regulatorne M2b makrofage aktiviraju razli¢iti imuni
kompleksi i agonisti TLRova [67]. Pored pro-inflamatornih citokina (IL-1pB, IL-6 i TNF-a) ove
¢elije Iuce i veliku koli¢inu IL-10 i malu koli¢inu IL-12 [67]. In vitro je pokazano da
proizvodnja IgG4 nakon AIT uti¢e na diferencijaciju M2a podtipa makrofaga u M2b uz
posledi¢no lucenje IL-10 [12].
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TLRs  CD14 CD200R
manozu Q) DC-SIGN

Dektin- 1
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i i

A
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Slika 8. Shematski prikaz receptora prisutnih kod makrofaga [68].

2.5. Lektin banane kao imunomodulatorni agens u alergen-specifi¢noj
imunoterapiji

Lektini su proteini koji specifi¢no prepoznaju ugljene hidrate i vezuju se za njih [69].
Lektini su vaZna grupa proteina koja ima ulogu u razli¢itim bioloskim procesima s obzirom da
sa visokom specificno$¢u prepoznaju i vezuju ugljenohidratne komponente na povrsini ¢elija
[69]. Neke od dobro okarakterisakterisanih uloga lektina su meducelijska komunikacija, u
kancerskoj metastazi, embriogenezi, interakcijama izmedu ¢elija domacina i patogena, kao i u
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razvoju tkiva [70]. Lektini biljaka su podeljeni u pet klasa na osnovu 3D structure njihovih
subjedinica [71]. Ove klase su: lektini mahunarki, lektini uvijeni kao - prizma (lektini sli¢ni
zakalinu; engl. Jacalin related lectins- JRL), lektini monokotiledonskih biljaka koji vezuju
manozu, lektini uvijeni u oblik deteline sa tri lista, lektini sa heveinskim domenom [71]. JRL
se dele u dve grupe: JRL specifi¢ni za galaktozu (gJRL) 1 JRL specifi¢ni za manozu (mJRL)
[71]. Osim po ugljenohidratnoj specifi¢nosti, ove dve grupe se razlikuju i po organizaciji svojih
subjedinica. gJRL se sastoje iz dugackog a lanca i kratkog B lanca, dok su mJRL izgradeni od
jednog polipeptidnog lanca [71].

Banana je tropsko voce iz familije Musaceae [69]. BLwt je prvi put izolovan 1990.
godine iz ploda Musa paradisiac [72]. BLwt specificno prepoznaje i vezuje manozu, ali osim
a- vezane gluko-/mano- piranozil grupe, BLwt moZe da veZe i unutra$nje 3-O-a-D-
glukopiranozil jedinice [73]. Ono $to BLwt razlikuje od drugih lektina specifi¢nih za manozu
je moguénost vezivanja za redukujuce krajeve B 1,3-vezanih glukozil oligosaharida [73]. Po
svojoj strukturi, BLwt pripada grupi mJRL [74]. lako se u pocetku mislilo da je BLwt
homodimer u rastvoru [72], 2017. godine je pokazano da se BLwt u rastvoru nalazi u formi
simetri¢nog homotetramera u kojoj svaki monomer ima dva ugljenohidratna vezivna mesta
[75].

Monomer BLwt ¢ini jedan polipeptidni lanac koji formira dvanaest B ploca
organizovanih u B prizmu (slika 9) [74]. Ovakvo uvijanje podrazumeva tri ¢etvrolancane
antiparalelne § ploce organizovane u prizmu sa pseudo trostrukom simetrijom [74]. Prva strana
prizme je u obliku pseudo grckog kljuca i izgradena je od f ploca 1, 12,11 1 2, dok su druga i
trea strana prizme u obliku pravog grékog kljuca i izgraduju ih  ploce 3 - 6 1 7 — 10,
respektivno [74]. Lokacija prvog ugljenohidratnog vezivnog mesta je na vrhu prve stranice 8
prizme i ukljucuje region dve petlje (slika 9) [74]. Prva petlja je oznacena kao GG i nalazi se
izmedu B plo¢a 11 2 i sadrzi Gly-Gly motiv [74]. Druga petlja, ozna¢ena kao ligand vezujuca
petlja, nalazi se izmedu B ploc¢a 11 i 12 i sadrzi G-X3-D motiv [74]. Drugo ugljenohidratno
vezivno mesto se nalazi na drugoj stranici § prizme i formirano je izmedu 3 ploc¢a 3 i 4 (ligand
vezujuca petlja) i B ploca 51 6 (GG petlja) [74].

Ugljenohidratno
vezivno mesto I Ugljenohidratno
vezivno mesto |
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Slika 9. Kristalna struktura monomera BLwt koja prikazuje dva vezivha mesta za
ugljene hidrate. Prva stana p prizme je prikazana zelenom, druga plavom, a tre¢a Zutom

bojom [74].

Zahvaljujuc¢i svom visokom afinitetu ka manozi (IC50 = 249 + 2 mM [13]), BLwt
prepoznaje i vezuje manozne ostatke prisutne na povrSini HIV virusa i inhibira njegovo
vezivanje za ¢eliju domacina, a samim tim i njegovu replikaciju [76].

Koshte sa saradnicima je pokazao da BLwt indukuje sekreciju anti-BLwt IgG4 antitela
kod zdravih osoba koje su konzumirale banane [16]. Njihovo objasnjenje ovog fenomena je da
se lektin najverovatnije vezuje za ugljenohidratne komponente kojima su ukrasene povrsine
intestinalnih mukoznih ¢elija tako da dolazi do umrezavanja ovih Celija i promovise se
pokretanje imunskog signala [16].

Rekombinantni BLwt (rBLwt) je proizveden u Escherichia coli ekspresionom sistemu
¢ime je omogucena proizvodnja ovog proteina u koli¢inama i do 50 mg po litri ekspresionog
medijuma [13]. Dobijeni rBLwt je po svojoj masi i ugljenohidratnoj specifi¢nosti uporediv sa
BLwt [13]. Ovako dobijeni rBLwt je koristan kao reagens za glikoproteomiku i lektinske
mikroeseje [13,77]. Osim svoje primene u razli¢itim testovima, pokazano je da rBLwt ima
potencijal modulacije imunskog odgovora. Zahvaljujuéi svojoj jedinstvenoj ugljenohidratnoj
specificnosti rBLwt im sposobnost inudkovanja proliferacije CD3+, CD4+ 1 CD8+ T ¢elijske
populacije izolovane iz humanih mononuklearnih ¢elija periferene krvi (PBMCs) [13]. Kako
bi se smanjio njegov T mitogeni potencijal, dizajniran je mutant rBLwt, koji sadrzi jednu
mutaciju - umesto histidina na poziciji 84 nalazi se treonin (rBLwest) [78]. Novodizajnirani
rBLnsst ima smanjenu mitogenost, dok je zadrzao antiviralne osobine [79]. rBLwt je termalno
stabilan protein (temperatura tranzicionog maksimuma 60,8 °C), a in vitro testovi stimulisane
gastri¢ne digestije su pokazali da je rBLwt stabilan u drasti¢nim uslovima gastrointestinalnog
trakta (nisko pH i prisustvo proteolitickih enzima) i da zadrzava ugljenohidnratnu specifi¢nost

.....

.....

ugljenohidratne komponente prisutne na povrsini TLR2 i CD-14 (ko-receptor TLR4) [15]. Kao
izuzetno stabilan protein, specifican za manozu, uz moguc¢nost indukovanja lucenja IgG4
antitela i sa imunomodulatornim efektom, rBLwt i rBLngst bi u kombinaciji sa alergenom ili
hipoalergenom izoformom alegena bili vredni testiranja kao potencijalni adjuvansi za
sublingvalnu AIT.

2.6. Model sistemi za testiranje imunomodulatornih efekata

Proces imunomodulacije menja funkcionalne karakterakteristike imunskog sistema
jedinke a time i njen uobicajeni imunski odgovor [82]. Razli¢ite metodologije se koriste kako
bi se ispitao / potvrdio imunomodulatorni efekat biomolekula [82]. Izbor odgovarajuceg
modela za testiranje je komplikovan jer svaki model ima svoje prednosti, ali i nedostatke [82].
Izbor modela zavisi od pocetne hipoteze, ali i od cilja studije [82]. In vitro studije prate in vivo
studije kako bi se razumeo precizan mehanizam imunomodulatornog efekta ispitivanog
biomolekula [82].
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2.6.1. Celijske linije kao model sistemi

PretkliniCka testiranja su od izuzetnog znacCaja za razvoj razliCitih terapeutika.
Istrazivanja bazirana na ¢elijskim linijama predstavljaju osnovni protokol za uspostavljanje
modela bolesti, istrazivanje mati¢nih ¢elija i raka, kao i uspostavljanje terapija [83]. In vitro
modeli koji koriste jednu Celijsku liniju su vrlo efikasni i jeftini. Razli¢ite imortalizovane ili
primarne celijske linije su u upotrebi kako bi se evaluirali imunomodulatorni efekti
biomakromolekula [82]. Ove ¢celije se dobijaju biopsijom ili direktno iz telesnih te¢nosti i
sadrZe heterogenu populaciju reprezentativnih Celija za podrucje tkiva iz kog su izolovane [82].
Primarne celije blisko oponasaju fizioloSko stanje ¢elija in vivo i uspevaju da odrze svoje in
vivo funkcije u optimalnim uslovima u kratkom vremenskom periodu [82]. lako se u poslednje
vreme sve viSe razvija upotreba primarnih celijskih linija, i dalje se favorizuje upotreba
imortalizovanih ¢elijskih linija zbog njihove lake dostupnosti i odrzavanja [84]. Celijske linije
model sistemi u imunologiji i déelijskoj biologiji [85]. Cesti modeli za evaluaciju
imunomodulatornog dejstva su i makrofagi THP-1 i U937 monociti koji se pomocu forbol-12-
miristat-13-acetata (PMA) vrlo lako mogu diferencirati u makrofage [85]. THP-1 celije
podsec¢aju na primarne monocite i makrofage po morfoloskim i funkcionalnim svojstvima,
ukljucuju¢i markere diferenciajcije [86]. Prikaz najceS¢e koris¢enih Celijskih linija za
ispitivanje imunomodulatornih efekata je dat u tabeli 4. Najveca mana monocelijsih in vitro
sistema koji koriste jednu celijsku liniju je odsustvo kompleksne mikrosredine prisutne u
tkivima [87]. Noviji modeli nastoje da unaprede ovaj nedostatak monokultura tako $to ¢e uvesti
dodatne tipove Celija u sistem [87].

Tabela 5. Najcesée koriséene ¢elijske linije za ispitivanje imunomodulatornih efekata
[86].

Celijska RAW 264.7 J744.A1 THP-1 U973
linija

Izvor BALB/c mi§ | BALB/C mi Covek Covek

Bolest Abelson misiji | Retikulum Akutna monocitna | Histiociti¢ni
leukemijski sarcoma leukemija limfom
tumori
indukovani
virusom

Generaciono | ~11h ~17h ~26 h 48-72 h

vreme

Nacin rasta Semi- Semi- Suspenzija Suspenzija
adherentne adherentne

Morfoloske [ Slabo Okrugle ¢elije sa | Velika, okrugla, | Okruglog oblika

karakteristike | adherentne, velikim jednocelijska sa kratkim
blago nukleusom. morfologija. mikroresicama i
vretenaste velikim
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éelije.  Celije nukleusom
se gomilaju i zrnastog oblika.
dobijaju
okrugli oblik,
kada je kultura
gusta
Druge Visoka Profil Visoka fagocitna | Nosi t (p13; ql14)
karakteristike | ekspresija eksprimiranih sposobnost I | translokaciju,
inducibilne gena sli¢niji | ekspresija konstitutivno
azot-oksid misijim povrsinskih eksprimira visok
sitaze (iNOS) | peritonealnim markera kao $to su | nivo ¢elijskih
u poredenju sa | makrofagima u | TLR-2, CD36, | povrsinskih
J774.A1 poredenju sa | CD-14, i | markera HLA
RAW 264.7. (CD11b/CD18) klase 1.

2.6.2. Zivotinjski model-sistemi

Primena zivotinjskih modela za potrebe bioloskih istrazivanja i razvoja lekova je vrlo
stara praksa jer omogucava sticanje uvida u efekte koje odredena bioaktivna supstanca
ostvaruje u jednom kompleksnom sistemu kao §to je zivi organizam. Polazeéi od pretpostavke
sli¢nosti u fiziologiji 1 anatomiji izmedu ljudi 1 Zivotinja, posebno sisara, dobijeni rezultati se
potom koriste za predvidanje efekata u humanoj populaciji [88]. Proces izbora Zivotinjskog
modela za biomedicinska istrazivanja je veoma kompleksan [88], i mnogo faktora treba uzeti
u obzir prilikom odabira idealnog Zivotinjskog modela za biomedicinska ispitivanja [88].
Najvazniji kriterijum odnosi se na sli¢nosti izmedu Zivotinjskih vrsta i ljudi u smislu fizioloskih
i/ili patofizioloskih aspekata [88]. Neophodna je detaljna procena tokom primene odredenih
lekova ili molekula 1 kapaciteta Zivotinjskog modela da reprodukuje bolest ili patologiju koja
se desava kod ljudi [88]. Neophodno je razmotriti i dostupnost i veli¢inu Zivotinjskih vrsta, kao
i trajanje Zivota ispitivane Zivotinjske vrste [88]. Zivotinjski modeli se smatraju najvaznijim in
vivo modelima u smislu odredivanja osnovnih farmakokinetickih karakteristika leka kao $to su
efikasnost, bezbednost i toksi¢nost, jer su ovi pretklini¢ki podaci neophodni pre ulasaka u
klini¢ke studije koje se sprovode na ljudima [88]. In vivo modeli koji se najéesce koriste za ovu
vrstu studija su miSevi, pacovi i zeCevi [88]. Uglavnom se za ova ispitivanja koriste glodari jer
su laki za rukovanje i uzgoj u laboratorijskim uslovima, a imaju zadovoljavaju¢i nivo fizioloske
slicnosti sa ljudima [88]. Po novim regulativama Evropske Unije, obavezno je da se
istovremeno sa studijom na glodarima izvedu i studije na neglodarima kao $to su zecevi, psi,
macke ili primati [88]. Eksperimenti na Zivotinjama pruzaju uvid u mehanizam delovanja, ali
ne mogu u potpunosti imitirati kompleksne humane sisteme organa [89]. Osim toga,
eksperimenti na zivotinjama su vremenski zahtevni i skupi [89]. Dodatno, eticka pitanja u radu
na zivotinjama koja su pocela 1959. godine sve viSe naglaSavaju primenu i rad po 3R principu
(eng. Reduction, refinement and replacement) [88].

2.6.3. Celijske kokulture kao model-sistemi za testiranje potencijalnih terapeutika

Celijske kokulture predstavljaju pristup u kojme razli¢iti tipovi ¢éelijskih populacija
rastu uz odredeni stepen medusobnog kontakta [90]. Ovakva postavka omogucava proucavanje
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meducelijskih interakcija izmedu celijskih populacija [90]. Primeri proucavanja prirodnih
interakcija izmedu populacija celija ukljucuju proucavanje infekcija 1 stvaranje
eksperimentalnih modela 1 biomimetickih okruzenja prirodnih sistema, kao $to su vestacka
tkiva [90]. Kokulture ¢elijskih linija humanog porekla su veoma bitne za istrazivanje lekova
jer su reprezentativniji model ljudskog tkiva u odnosu na zivotinjski model. Pored toga, one
omogucavaju testiranje velikog broja uzoraka i dubinsko pracenje efekata leka na meducelijske
interakcije [90].

Radi uspostavljanja kokulture za primenu u testiranju terapeutika neophodno je razviti
eksprimentalne sisteme sposobne da imitiraju fizioloSko ili odgovarajuée ispitivano stanje
éelija na koje ée se terapeutik primenjivati [90]. Celijski fenotip predstavlja rezultat
kombinacije genotipa i spoljasnje sredine [90]. U kontekstu kokulture ovo znaci da spoljasnja
sredina ne samo da utice na razvoj fenotipa svake od ¢elijskih populacija, nego samo na nacin
interakcija izmedu celijskih populacija prisutnih u kokulturi [90]. Kontrolisanje uslova
spoljasnje sredine je dodatno komplikovano kada se govori o ¢elijskoj kokuluturi jer je
naj¢esce neophodno uskladiti specifiéne zahteve pojedina¢nih ¢elijskih linija. [90].

Kokulture se mogu razlikovati u pogledu broja ¢elijskih tipova, stepena slicnosti medu
populacijama, stepena razdvojenosti populacija, razlike izmedu populacijskih lokalnih sredina,
zapremine kokulture i vremenske skale sazrevanja [90]. Najvaznija stavka prilikom dizajna
modela ¢elijskih kokultura je razmatranje tipova celija 1 broja Celijskih populacija koje je
potrebno ukljuditi u sistem kako bi se verno ispitale zeljene interakcije [91]. Kompleksnost
¢elijskih interakcija i analiza eksponencijalno rastu sa povecanjem broja tipova celija u
kokulturi [91]. Najveéi broj modela kokultura koristi dva ¢elijska tipa. U zavisnosti od tipa
interakcija koje se ispituju, ¢elijske kokulture se mogu postaviti tako da se ispituju jukstakrina
1 parakrina signalizacija izmedu celija i takva Celijska kokultura se naziva ,,direktna” [91].
Drugi nacin ispitivanja meducelijske signalizacije podrazumeva testiranje parakrinih
interakcija i ovako postavljene kokulture se nazivaju ,,indirektne” [91]. Kod indirektnih
sistema, dva tipa ¢elijskih linija su medusobno razdvojena fizickom barijerom, tako da je
¢elijska komunikacija moguca samo preko sekretovanih faktora [91]. Primer indirektne
Celijske kokulture predstavljaju testovi u kojima su dva tipa celija razdvojena
polupropustljivim migracionim umetkom [91]. Ovaj sitoliki umetak se ubacuje u posudu za
gajenje Celija i predstavlja polupropustljivu membranu kroz koju mogu prolaziti samo solubilni
faktori koje celije oslobadaju u medijum (slika 10).
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Slika 10. Shematski prikaz postavke indirektne ¢elijske kokulture [92].

Izbor odgovaraju¢eg medijuma je jo§ jedna stavka koja utice na pravilno uspostavljanje
¢elijske kokulture. Za vecinu celijskih linija postoje dizajnirani medijumi koji omogucavaju
njihovu propagaciju i odrzavanje [91]. Kako na prenos signala izmedu ¢elija uti¢u brojni faktori
sredine, neophodno je odabrati odgovaraju¢i medijum za rad sa ¢elijskim kokulturama [91]. Za
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vecinu eksperimenta koristi se medijum za gajenje jedne ili druge Celijske linije, a nekada se
¢elije gaje u smesi odgovarajué¢ih medijuma [91]. Medijum za gajenje sadrzi komponente koje
zadovoljavaju nutritivne zahteve ¢elija (aminokiseline, glukozu, razli¢ite jone i vitamine), kao
I faktore rasta koji uti¢u na ¢elijsku diferencijaciju. Pored toga, ¢esto je jedna od komponenti
medijuma 1 serum (najcesce fetalni govedi serum (FBS)) koji sadrzi faktore rasta i hormone
neophodne za celijsko prezivljavanje, rast i proliferaciju[93]. Formulisanje adekvatnog
medijuma je kljucno za funkcionalnost ¢elijskih kokultura. Kada se zajedno gaje dve ili vise
¢elijskih linija izbor i priprema odgovarajuc¢eg medijuma predstavljaju poseban izazov [93].

Iako se bukalni i imunski sistem tankog creva razlikuju, zajednicko im je da ispod sloja
epitelnih ¢elija sadrze podskupove razlic¢itih tolerogenih APC predisponiranih da indukuju
diferencijaciju Treg i smanje uspostavljeni alergen-specificni Th2 odgovor [94]. Caco-2
epitelne celije su Cesto koriS¢en model-sistem jer imaju karakteristike slicne humanim
epitelnim ¢elijama tankog creva usled spontane diferencijacije iz fenotipa debelog creva do
fenotipa sli¢nog tankom crevu [95]. Zahvaljuju¢i ovoj osobini vrlo Cesto se eksploatisu kao
model-sistemi za pracenje efekta razli¢itih komponenata, kao $to su npr. lekovi na epitel creva
[96]. THP-1 je monocitna Celijska linija humane leukemije koja se zbog svoje sli¢nosti sa
mononuklearnim ¢elijama periferne krvi (PBMCs) Siroko koristi za proucavanje funkcija
monocita/makrofaga, signalnih puteva i transporta hranljivin materija i lekova [97].
Kombinacija Caco-2 i THP-1 ¢elija u kokulturi omoguéava oponasanje inerakcija epitelnih
¢elija i Celija urodene imunosti u takom crevu. Dodatno, upotrebom humanih ¢elijskih linija
ovaj model favorizuje ekstrapolaciju dobijenih rezultata na humani sistem [96].
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3. Ciljevi

Povecanje efikasnosti i bezbednosti AIT je od izuzetne vaznosti kako bi se doprinelo
unapredenju i usavrSavanju terapije. Kombinovanjem rekombinantno proizvedenih alergena i
hipoalergenih derivata sa imunomodulatornim adjuvansima koji aktiviraju urodeni imunski
odgovor, a uz to i ciljano usmeravaju alergen na APC, poboljsala bi se efikasnost AIT.

Predmet rada ove doktorske disertacije je ispitivanje imunomodulatornog efekta rBLwt
i njegovog mutanta rBLnsst kao stimulatora urodene imunosti za primenu u AIT na modelu
rekombinantno proizvedenog glavnog alergena polena breze rBvla. rBLwt je
imunomodulatorni protein koji specificno prepoznaje oligosaharidne strukture na povrSini
¢elija koje sadrze manozu. Imunomodulatorno dejstvo rBL ogleda se u modifikovanju
imunolo§kog odgovora peritonealnih misjih makrofaga usled vezivanja za oligosaharidne
komponente TLR2 i CD14, kao i kroz stimulaciju proizvodnje IgG4 antitela. Ove osobine ¢ine
rBLwt potencijalnim adjuvansom za primenu u AIT. Kako bi se prevaziSao problem T-¢elijske
mitogenosti proizvedena je mutirana forma rBLwt, rBLnsst, gde je zamenjen histidin
treoninom na poziciji 84. Ovom izmenom, smanjena je mitogenost, dok su druga svojstva ovog
lektina zadrzana.

U prvom delu ove doktroske disertacije postavljeni su sledeci ciljevi:

® In silico dizajn 1 kloniranje rekombinantnih himera rBvla-BLwt (Cwt) i
njegovih mutanta koji se sastoje od hipoalergene izoforme alergena breze Bv1l
I BLHgat (rBv1I-BLngat; C1 i rBLugst-BV1l; C2).

® Optimizacija ekspresije i pre¢iS¢avanje rekombinantnih himera
® Biohemijska i imunoloska karakterizacija rekombinantnih alergena

Nakon proizvodnje 1 karakterizacije rekombinantnih himera, ispitace se njihovi
imunomodulatoni efekti na in vitro model sistemima. Radi ispitivanja imunomodulatornog
efekta, u drugom delu ove doktorske disertacije postavljeni su sledec¢i ciljevi:

® Analiza nivoa lu€enja citokina nakon tretmana rezidentnih i tioglikolatom

.....

® Analiza nivoa lucenja citokina nakon tretmana diferencirane humane celijske
linije THP-1 monocita u makrofage

® Razvoj stabilne ¢elijske kokulture humanih epitelnih ¢elija Caco-2 i makrofaga
diferenciranih iz humane ¢elijske linije THP-1 monocita (Caco-2/THP-1)

® Analiza nivoa ekspresije pro- i anti- inflamatornih citokina nakon tretmana
razvijene stabilne ¢elijske kokulture Caco-2/THP-1

® Analiza nivoa lu¢enja citokina nakon tretmana mononuklearnih ¢elija periferne
krvi (PBMCs) pacijenata alergi¢nih na polen breze
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4. Nasi radovi

wew 7

4.1. In silico dizajn, kloniranje, ekspresija i pre¢iséavanje rBvla-BLwt

4.1.1. In silico dizajn rBvla-BLwt

Molekulsko modelovanje rBvla-BLwt (Cwt) je uradeno in silico a prikaz konacne
strukture je napravljen u programu Discovery Studio 19.1.0 (slika 11). Optimizovana finalna
struktura je bez naprezanja, potpuno minimizirana i opustena bez ikakvih ogranic¢enja torzionih
uglova i Van der Valsovih (VdV) atomskih odbijanja. Finalna struktura Cwt se sastoji od 313
aminokiselinskih ostataka koje ¢ine rBvla, GPGP linker i rBLwt (slika 12).

Kratak GPGP linker efikasno povezuje rBvla i rBLwt domene sprecavajuéi znacajne
distorzije sekundarnih i tercijarnih struktura usled jakih elektrostatickih i VAV (hidrofilnih i
hidrofobnih) interakcija. Dodatno, na slici 10 su oznaceni svi aminokiselinski ostaci koji
ucestvuju u gradenju ugljenohidratnih vezivnih mesta. Izmedu dva domena rekombinantne
himere nisu uo€ene dodatne sterne smetnje. Teorijska molekulska masa i1 pl vrednost proteina

su izacunate pomocu programa ExPasy ProtParm na osnovu aminokiselinske sekvence (slika
12).

6HisTag
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Slika 11. Model struktura Cwt; crveno prikazan rBvla, Zuto rBLwt, GPGP linker
prikazan plavo, dva ugljenohidratna domena prikazana ljubicasto, 6HisTag prikazan
zeleno.
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Slika 12. Aminokiselinska sekvenca Cwt.

4.1.2. Kloniranje rBvla-BLwt iz pUC57 u pET23b vektor

Koris¢enjem proteinske baze podataka (PDB) i nukleotidne baze Nacionalnog centra
za biotehnoloske informacije (NCBI) dizajnirana je kodiraju¢a sekvenca za Cwt upotrebom
nukleotidnih sekvenci za rBvla (Gene Bank ID AJ002110.1) i rBLwt (Gene Bank ID
EU055641.1). Rezultujuéi konstrukt je poruc¢en u pUC57 vektoru (pUC57-Cwt) od Synbio
Technologies (New Jersey USA). pUC57-Cwt je umnozen i preciS¢en iz Escherichia coli
DHb5a ¢elija pomocu peqGold Plasmid Miniprep kompleta po uputstvu proizvodaca. Osim
pUC57-Cwt plazmida, na isti nacin je pre€iSéen i pET23b vektor. Oba vektora su isecena
restrikcionim endonukleazama Ndel 1 Xhol nakon ¢ega su proizvodi restrikcije analizirani u
1% agaroznom gelu (slika 13).

1 2

3000 bp

1000 bp

Slika 13. Analiza vektora 1) pET23b i 2) pUC57-Cwt nakon digestije restrikcionim
endonukleazama Ndel i Xhol agaroznom elektroforezom.
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Nakon digestije, iz agaroznog gela su preciS¢eni pET23b vektor i Cwt gen 1 postavljena
je reakcija ligacije. Po zavrSetku ove reakcije, ligacionom smeSom su transformisane E. coli
DHb5a ¢elije koje su potom gajene na LA podlozi sa ampilicionom. Kolonije koje su porasle
preko noci su zasejane u te¢nu LB podlogu i gajene preko noc¢i. Nakon ovoga, iz prekonocne
¢elijske kulture izolovani su plazmidi pomoc¢u peqGold Plasmid Miniprep kompleta po
uputstvu proizvodaca. I1zolovani plazmidi su digestovani restrikcionim enzimima Ndel i Xhol
nakon ¢ega su analizirani agaroznom elektroforezom (slika 14). Sa slike 14 se vidi da je iz
jedne kolonije porasle nakon transformacije DH5a ¢elija izolovan uspes$no ukloniran gen za
rekombinantnu himeru Cwt (traka 3 na gelu). Svi dalji eksperimenti su radeni sa ovim
plazmidom.

Slika 14. Analiza kolonija poraslih nakon ligacije pET23b vektora i Cwt konstrukta
agaroznom elektroforezom. 1) DNK markeri 250-10000 bp O"Gene RulerTM,
(Fermentas), 2) klon 1, 3) klon 2 i 4) klon 3.

4.1.3. Ekspresija i precis¢avanje rBvla-BLwt

Proizvodnja Cwt himere radena je u E. coli BL21 (DE3) Ripl ¢elijama koje su gajene
na selektivnom LB medijumu koji je sadrzao ampicili, kanamici i hloramfenikol. Ekspresija je
indukovana 1mM izopropil-pB-D-galaktopiranozidom (IPTG) i radena je na temperaturi od 22
°C preko no¢i, uz mesanje na 250 rpm.

Bakterijske ¢elije su lizirane ultrazvu¢nom sondom, kako bi se oslobodio unutracelijski
sadrzaj koji sadrzi eksprimirani protein. Analizom pomocéu SDS PAG elektroforeze je
pokazano da se rekombianntna himera Cwt eksprimira kao rastvorni protein u citosolu
bakterijskih ¢elija (slika 15).

Rekombinantna himera Cwt je preciS¢ena afinitetnom hromatografijom na Sephadex
G-75 matriksu. Sephadex G-75 matriks je umrezeni dekstran (razgranati a-1,6 i a-1,3 polimer
glukoze). Vezivanje himere za ovaj matriks je, osim za precis¢avanje, znacajno i kao potvrda
da je u okviru Cwt himere domen rBLwt zadrzao svoju lektinsku aktivnost. Pre¢iS¢eni protein
je analiziran SDS PAG elektroforezom nakon ¢ega je uocena jedna traka mase oko 33 kDa
(slika 15) sto odgovara teorijski preracunatoj molekulskoj masi proteina na osnovu
aminokiselinske sekvence. Prinos preciS¢enog proteina iznosio je 0,5 g na 1L ekspresionog
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medijuma. Nakon preci§¢avanja, uklonjen je endotoksin iz uzorka. Koncentracija zaostalog
endotoksina je bila ispod 0,5 ng/mL.

1 2 3 4 MW (kDa)

~ 16
- 66.2

45

B 35

e 25

184

- 144

Slika 15. SDS PAG elektroforegram ekspresije i preciS¢éavanja rekombinantne himere
Cwt. 1) Celijska suspenzija pre indukovanja ekspresije, 2) Celijska suspenzija nakon
zavrietka ekspresije indukovane IPTGom, 3) supernatant nakon liziranja bakterijskih
¢elija, 4) preciScen protein nakon afinitente hromatografije na Sephadex G-75 matriksu,
MW) neobojeni proteinski markeri masa (ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA).

4.2. Karkaterizacija rBvla-BLwt

4.2.1. Odredivanje molekulske mase rBvla-BLwt u rastvoru

Kako je pokazano da se BLwt u rastvoru nalazi u formi homotetramera [75], gel
filtracija je primenjena da bi se odredilo da li se Cwt himera u rastvoru nalazi u monomernom
ili oligomernom obliku. Nakon gel filtracije izvedenoj na Superdex 75 (Pharmacia, PC
3.2/30.3.3) koloni dobijen je hromatogram koji pokazuje ostar pik (slika 16 A). Elucione
zapremine standardnih proteina (govedi serum albumin (BSA 66,5 kDa), ovalbumin (OVA 43
kDa) 1 lizozim (14.4 kDa)) su iskoriS¢ene kako bi se konstruisala kalibraciona kriva (slika 16
B) za rac¢unanje molekulske mase Cwt. Preracunata masa rekombinantne himere Cwt na
osnovu elucione zapremine na gel filtraciji iznosila je 67 kDa. S obzirom da je SDS PAG
elektroforeza u redukuju¢im uslovima pokazala traku proteina na oko 33 kDa mozZe se
zakljuciti da se Cwt nalazi u formi dimera u rastvoru.
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Slika 16. A) Hromatogram nakon razdvajanja Cwt gel filstracijom na Superdeks 75 PC
3.2/30.3.3 koloni; B) Standardna prava dobijena iz zavisnosti elucionih zapremina
standardnih proteina (BSA, OVA i lizozim) od logaritma njihove molekulske mase.

4.2.2. CD spektroskopska analiza rBvla-BLwt

CD spektroskopija je koriS¢ena kako bi se odredilo prisustvo sekundarnih strukutra u
prec¢is¢enom protienu. Dobijen je spektar (slika 17), sniman u dalekoj UV oblasti,
karakteristiCan za proteine u kojima su dominantne sekundarne strukture B plo¢e. CD spektar
sadrzi karakteristi¢an minimum na 215 nm i maksimum na 197 nm. Dobijeni rezultati su u
korelaciji sa podacima dobijenim strukturnom analizom rBvla i rBLwt gde je pokazano da u
oba proteina dominiraju B ploce kao sekundarne strukture [30,74].
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Slika 17. CD spektri Cwt (roze), rBLwt (Zuto) i rBvla (zeleno) snimljeni u dalekoj UV
oblasti (180-260 nm).

4.2.3. IgE reaktivnost rBvla-BLwt

IgE reaktivnost Cwt je testirana u imunoblotu sa serumima pacijenata alergi¢nih na
polen breze, uzrasta 10-18 godina. Ova starosna grupa je izuzetno osetljiva na razvoj astme
ukoliko se ne primeni adekvatna AIT. Karakteristike regrutovanih pacijenata su date u tabeli
5. Intezitet dobijenih traka traka koje su posledica interakcije Cwt i IgE (slika 18) u korelaciji
je sa nivoom specificnog IgE (sIgE) detektovanog u serumu kao i sa pozitivhom kontrolom
rBvla (slika 19). Iz toga se moze zakljuciti da pacijenti sa najviSim nivoom sIgE (pacijent 3 1
5 u tabeli 5) daju najjacu reakciju, dok pacijenti sa najnizim nivoom sIgE (pacijent 5 klasa IT i
pacijent 7 klasa 111 u tabeli 5) ne reaguju sa rekombinantnim proteinima rBvla i Cwit.

Tabela 6. Karakteristike pacijenata alergi¢nih na polen breze

# | Godin | Pol Istorija sIgE na Test aplikacije Simptomi
e alergije na polen breze | ekstrakta na koZu
polen breze (kU/L) (mm)
1. 18 Muski 5 godina klasa IV 8 x 20 Alergijski
(32,7) rinitis
2.| 18 | Zenski 6 godina klasa IV 5x 28 Alergijski
(19,5) rinitis
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3. 10 Zenski 2 godine klasa VI 15 x 30 Alergijski
(102,7) rinitis
4. 15 Zenski 5 godina klasa IV 10 x 20 Alergijski
(46,2) rinitis
5. 17 Muski 3 godine klasa Il 3x15 Alergijski
(3,04) rinitis
6. 14 Muski 5 godina klasa V 10 x 25 Alergijski
(53,4) rinitis
7. 14 Zenski 5 godina klasa I11 5x15 Alergijski
(13,4) rinitis
8.| 27 |Zenski - - - -

1 2 3 45 6 7 8 ¢ MW(kDa)

16

66.2

45

1 b 35

25

18.4

14.4

|
!

Slika 18. IgE reaktivnost precis¢enog Cwt; 1-7) uzorci nakon ikubacije nitrocelulozne
membrane sa serumima pacijenata prikazanih u tabeli 4, 8) kontrola sa serumom
nealergi¢ne osobe, MW) proteinski markeri masa (ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA).
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Slika 19. IgE reaktivnost precis¢enog rBvla; 1-7) uzorci nakon ikubacije nitrocelulozne
membrane sa serumima pacijenata prikazanih u tabeli 4, 8) kontrola sa serumom
nealergi¢ne osobe, MW) proteinski markeri masa (ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA).

4.2.4. Enzimski test povezan sa lektinom (ELLA)

Kako bi se proverio ugljenohidratni afinitet Cwt uraden je ELLA test. Glikoprotein
peroksidaza iz hrena (HRP) je adsorbovan za ELISA plo¢icu. Nakon dodavanja rastu¢ih
koncentracija Cwt, rBLwt i rBvla, koriS¢ena su zeCija anti-BLwt antitela za detekciju
vezivanja rBLwt, odnosno Cwt za HRP. Detekcija je uradena pomocu kozjih anti-zecijih
antitela obelezenih alkalnom fosfatazom (ALP). Kod tretmana sa rBLwt 1 Cwt je uocen porast
absorbance direktno proporcionalan povecanju koncentracije proteina (slika 20). Za rBvlanisu
uocene nikakve promene u absorbanciji u zavisnosti od koncentracije dodatog proteina.
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Slika 20. Vezivanje Cwt (roze), rBLwt (Zuto) i rBvla (zeleno) za HRP u ELLA testu.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija.

4.3. Funkcionalni testovi: stimulacija miSijih peritonealnih makrofaga
rBvla-BLwt himerom

Funkcionalne karakteristike makrofaga mogu uticati na ishod prilikom odredene
stimulacije. Stimulatorni kapacitet Cwt himere je ispitan na rezidentnim (RMs) i tioglikolatom
makrofaga tokom homeostaze, dok su TGMs koris¢eni kao model makrofaga u inflamatornm
stanju. RMs 1 TGMs imaju razlic¢ite fenotipske 1 funkcionalne karakteristike koje su posledica
citokinskog miljea u kom se nalaze [98].

4.3.1. Aktivnost mijeloperoksidaze

.....

.....

izmedu RMs 1 TGMs stimulisanih Cwt u istoj koncentraciji). Za razliku od stimulacije sa Cwt,
stimulacija sa rBLwt je pokazala potencijal da aktivira MPO u RMs na nacin zavisan od doze
(slika 21; nestimulisani nasuprot 342,9 nM rBLwt P < 0,05) (slika 21). Iako je zapazen porast
u aktivnosti MPO nakon stimulacije TGMs Cwt himerom, bio je znacajno nizi u poredenju sa
odgovarajuéim (ista koncentracija) TGMs kulturama stimulisanim rBLwt (slika 21; Cwt
nasuprot rBLwt P < 0.05 za TGMs stimulisane sa 68.6 nM i 342,9 nM). Pored ovoga, Cwt je
bio bolji aktivator MPO u poredenju sa rBvla kako u RMs tako i u TGMs (slika 21). S druge
strane, aktivnost MPO u svim TGMs stimulisanim kulturama Cwt himerom nije premasila
aktivnost MPO u odgovarajucim (isti tip makrofaga) nestimulisanim kulturama (slika 21).
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Slika 21. Aktivnost MPO u RMs i TGMs nakon stimulacije sa Cwt, rBLwt i rBvla tokom
48h. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = standardna devijacija (n=5). Nivo
aktivnosti MPO u nestimulisanim RMs i TGMs je prikazan crnom horizontalnom linijom
(srednja vrednost) i isprekidanim linijama (+ standardna devijacija). Statisticki znacaj
promena nakon stimulacije odreden je one-way ANOVA metodom pracenom
Bonferonijevim testom viSestrukih poredenja (* P<0,05, **P<0,005). Na slici su prikazani
rezultati poredenja odgovarajucih (isti tip makrofaga) rBLwt (referntni) i Cwt
stimulisanih makrofaga.

4.3.2. Proizvodnja NO

Proizvodnja NO je kori$¢ena kao indikacija aktivnosti azot-oksid sitnaze (NOS). Nakon
48h stimulacije RMs i TGMs himerom Cwt u definisanim koncentracijama nije doslo do
porasta u nivou NO (slika 22). Statisticki znacajne razlike nije bilo ni u poredenju izmedu RMs
i TGMs stimulisanih makrofaga istom koncentracijom Cwt himere (slika 22). S druge strane,
TGMs stimulisani rBLwt i rBvla su izazvali statisticki znacajno oslobadanje NO u poredenju
sa Cwt stimulisanim TGMs u istoj koncentraciji (slika 22).
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Slika 22. Proizvodnja NO u RMs i TGMs nakon stimulacije sa Cwt, rBLwt i rBvla tokom
48h. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (n=5). Nivo
aktivnosti MPO u nestimulisanim RMs i TGMs je prikazan crnom horizontalnom linijom
(srednja vrednost) i isprekidanim linijama (+ standardna devijacija). Statisti¢ki znacaj
promena nakon stimulacije odreden je one-way ANOVA metodom praéenom
Bonferonijevim testom viSestrukih poredenja (* P<0,05, **P<0,005). Na slici su prikazani
rezultati poredenja odgovarajucih (isti tip makrofaga) rBLwt (referntni) i Cwt
stimulisanih makrofaga.

4.3.3. Obrazac lucenja pro- i anti- inflamatornih citokina

Peritonealni misji makrofagi su koris¢eni kao model-sistem za evaluaciju uticaja Cwt
na proizvodnju pro-inflamatornih citokina TNF-a i IL-6 i anti-inflamatornog citokina IL-10.
Medu testiranim antigenima rBLwt je bio najbolji stimulator sekrecije TNF-a i IL-6. Direktno
proporcionalan porast u lu¢enju TNF-a i IL-6 u odnosu na koncentraciju dodatog rBLwt je
zapazen nakon stimulacije RMs (slika 23; TNF-a: nestimulisani naspram 342,9 nM rBLwt
stimulisani P < 0,005, IL-6: proizvodnja u nestimulisanim kulturama je bila ispod granice
detekcije) i TGMs (TNFa: nestimulisani naspram 342,9 nM rBLwt P < 0,05, IL-6: proizvodnja
u nestimulisanim kulturama je bila ispod granice detekcije). Stimulacija sa 68,6 nM i 342,9 nM
rBvla je izazvala luCenje pro-inflamatornih citokina u RMs (slika 23; TNFa: nestimulisani
naspram 342,9 nM rBvla P < 0,005) i TGMs (slika 23; TNFa: nestimulisani naspram 342,9
nM rBvla P < 0,05). U poredenju sa rBLwt i rBvla, Cwt je bio znacajno slabiji promoter
lu¢enja pro-inflamatornih citokina TNF-a i IL-6 (slika 23 i 24) u oba tipa tretiranih makrofaga.
Dodatno, poredenjem sa nestimulisanim kulturama uoceno je da Cwt ne izaziva statisticki
znacajno lucenje ova dva pro-inflamatorna citokina.

Svi testirani stimulatori u definisanim koli¢inama su izazvali lufenje anti-
inflamatornog citokina IL-10 u oba tipa makrofaga (slika 25). Proizvodnja IL-10 nakon
stimulacije Cwt je znacajno premasila proizvodnju IL-10 u odgovaraju¢im kulturama (isti tip
makrofaga) tretiranim sa rBvla u istoj koncentraciji (slika 25; u svim slu¢ajevima P < 0,05).
Koncentracija sekretovanog IL-10 nakon stimulacije oba tipa makrofaga Cwt himerom je bila
uporediva sa oslobodenom koncentracijom IL-10 nakon stimulacije rBLwt (slika 25).
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Slika 23. Sekrecija TNFo nakon tretmana RMs i TGMs sa rBLwt, rBvla i Cwt tokom
48h. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = standardna devijacija (n=5). Nivo
sekretovanog TNFo u nestimulisanim RMs i TGMs je prikazan crnom horizontalnom
linijom (srednja vrednost) i isprekidanim linijama (+ standardna devijacija). Statisticki
znacaj promena nakon stimulacije odreden je one-way ANOVA metodom praé¢enom
Bonferonijevim testom viSestrukih poredenja (* P<0,05, **P<0,005). Na slici su prikazani
rezultati poredenja odgovarajucih (isti tip makrofaga) rBLwt (referntni) i Cwt
stimulisanih makrofaga.
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Slika 24. Sekrecija IL-6 nakon tretmana RMs i TGMs sa rBLwt, rBvla i Cwt tokom 48h.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = standardna devijacija (n=5). Nivo
sekretovanog IL-6 u nestimulisanim RMs i TGMs je prikazan crnom horizontalnom
linijom (srednja vrednost) i isprekidanim linijama (+ standardna devijacija). Statisticki
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znacaj promena nakon stimulacije odreden je one-way ANOVA metodom pracenom
Bonferonijevim testom viSestrukih poredenja (* P<0,05, **P<0,005). Na slici su prikazani
rezultati poredenja odgovarajuéih (isti tip makrofaga) rBLwt (referntni) i Cwt
stimulisanih makrofaga.
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Slika 25. Sekrecija IL-10 nakon tretmana RMs i TGMs sa rBLwt, rBvla i Cwt tokom
48h. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (n=5). Nivo
sekretovanog IL-10 u nestimulisanim RMs i TGMs je prikazan crnom horizontalnom
linijom (srednja vrednost) i isprekidanim linijama (= standardna devijacija). Statisticki
znacaj promena nakon stimulacije odreden je one-way ANOVA metodom prac¢enom
Bonferonijevim testom viSestrukih poredenja (* P<0,05, **P<0,005). Na slici su prikazani
rezultati poredenja odgovarajucih (isti tip makrofaga) rBLwt (referntni) i Cwt
stimulisanih makrofaga.

4.4. In silico dizajn, kloniranje, ekspresija i prefiSéavanje rBv1l-BL g4 i
rBLussT-Bv1l

.....

ukazali da je rekombinantna himera Cwt zadrZala osobinu rBLwt da stimuliSe lu€enje anti-
inflamatornog IL-10 citokina dok je lucenje pro-inflamatornih citokina TNF-o i IL-6 bilo
znacajno manje u poredenju sa makrofagima tretiranim rBLwt. Zbog obecavajucih rezultata
odluCeno je da se nastavi sa ispitivanjem na humanim c¢elijskim linijama kao i da se u
istrazivanje uvedu dve nove himere sacinjene od hipoalergene izoforme Bet v 1 (rBvll) i
mutanta lektina banana (BLnsst). Ove himere su oznacene kao rBv11-BLngst (C1) i rBLHsst-
Bv1l (C2).

4.4.1. In silico dizajn rBv1I-BLngat i rBLHsgat-Bvil

Rekombiantni konstrukti rBv1l-BLugat (C1) i rBLHgat-Bv1l (C2) su dizajnirani in silico
kombinovanjem naprednih tehnika modelovanja i molekularne mehanike za generisanje
atomskih koordinata i strukturnu optimizaciju dva himerna biomolekula. Ovo je postignuto
koriséenjem kristalnih struktura rBLngst 1 izoforme rBvl1l i poboljsanjem dizajna himernog
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modela koris¢enjem naprednih alata za molekularno modelovanje i tehnika postepene
minimizacije energije. Rezultuju¢e strukture Cl1 i C2 su prikazane na slikama 26 1 28,
respektivno. Dobijene strukture su potpuno minimizovane i opusStene bez Van der Valsovih
atomskih odbijanja. Moguce tenzije izmedu veza, uglova i torzionih uglova su u potpunosti
zanemarljive. Obe strukture se sastoje od 313 aminokiselinskih ostataka koje grade rBv1l-
(GP)s-linker—rBLngat—6His tag u himeri C1 i rBLngat—(GP)s-linker-rBvll u himeri C2.
Aminokiselinske sekvence su prikazane na slikama 27 i 29 respektivno. Na slici 28 prikazana
su i ugljenohidratna vezivna mesta koja se nalaze u okviru rBLngst domena himere C2. Ova
dva vezivna mesta su lokalizovana u okviru petlji. Vezivna mesta su identi¢na u himerama C1
I C2 kao 1 u rBLnsst proteinu $to se vidi iz aminokiselinskih sekvenci proteina. Vezivno mesto
1 u rBLnsst proteinu se sastoji od GG petlje (14-15), GDFID petlje (129-133) uz dodstne S16,
T84, A86, i V88 ostatke. Slicno njemu, vezivno mesto 2 se sastoji od GG petlje (59-60) i
GDVVD petlje (34-38) sa dodatnim T61, Y83 i F131 ostacima koji interaguju sa vezanim
glikanima ili prave zid vezivnog dzepa. U poredenju sa BLwt, ostaci T84 1 Y83 su ukljuceni u
vezivanje glikana u rBLngat. Ovi ostaci formiraju n-n stacking interakcije (slika 30) koje
izostaju kod rBLngsT mutanta. Kao rezultat, petlja izmedu ostatka na pozicjama 82-88 u okviru
koje se nalaze Y83/T84 je destabilizovana kod rBLngst mutanta $to za rezultat ima smanjenu
mitogenost, ali i konformacione promene koje uticu na strukturu zida vezivnog dzepa za
glikane, Sto dovodi do slabljenja interakcija izmedu receptora i liganda. Koriste¢i online
dostupan program ExPasy ProtParam na osnovu aminokiselniskih sekvenci proteina C1 (slika
27), odnosno C2 (slika 29) izraCunate su teorijske pl vrednosti i molekulske mase.

rBv1l-BLygar (C1)

Slika 26. Model himere C1; rBv1l (crveno) (GP)s-linker (zeleno), rBLHsat—(Zuto) i 6His
tag (plavo).
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Slika 27. Aminokiselinska sekvenca dizajnirane himere C1. rBvll (crveno) (GP)s-linker
(zeleno), rBLHsaT—(Zuto) i 6His tag (plavo). Aminokiselinske sekvence koje ucestvuju u
gradenju vezivnog mesta 1 roze, vezivnog mesta 2 tirkizno, Tyr83/Thr84 plavo. Na slici
su prikazane i teorijske vrednosti molekulske mase i pl.

rBLH84T-Bv1l (C2)

T84 /Y83 ' G

Slika 28 Model himere C2; rBv1l (crveno) (GP)s-linker (zeleno), rBLusst—(Zuto) i 6His
tag (plavo). Na slici je u okviru domena rBLusst prikazana ugljenohidratna vezivna
mesta tirkizno i ljubi¢asto, kriticna mutacija H84T plavo, a ostatak F131 Stapicasto.
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Slika 29. Aminokiselinska sekvenca dizajnirane himere C1. rBvll (crveno) (GP)s-linker
(zeleno), rBLHsaT—(Zuto) i 6His tag (plavo). Aminokiselinske sekvence koje ucestvuju u
gradenju vezivnog mesta 1 roze, vezivnog mesta 2 tirkizno, Tyr83/Thr84 plavo. Na slici
su prikazane i teorijske vrednosti molekulske mase i pl.

Slika 30. Stabilizujuée m-m interakcije Tyr 83---His84 u BLwt.

4.4.2. Kloniranje rBv1l-BLusst i rBLHgst-Bv1l rekombinantnih proteina

Koris¢enjem nukleotidne baze Nacionalnog centra za biotehnoloske informacije
(NCBI) dizajnirane su kodirajuce sekvence za C1 i C2 upotrebom nukleotidnih sekvenci za
rBvll (Gene Bank ID AJ006906.1) i rBLngat. Rezultujuci konstrukti u pUCS57 vektoru
(pUC57-C1, odnosno pUC57-C2) su umnozeni i preciS¢eni i analizirani po prethodno
opisanom postupku u 4.1.2. Nakon analize duple digestije na preparativnoj agaroznoj
elekrotforezi, iz gela su iseCene trake digestovanog pET23b plasmida, kao i gena za ClI
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odnosno za C2. Kako bi se sprecila samoligacija praznog plazmida uradena je defosforilacija
pomocu alkalne fosfataze. Po zavrSetku defosforilacije, uradena je ligacija pET23b plazmida i
gena za C1 odnosno za C2. Ligacionim smeSama su transforisane E. coli DH5a ¢elije koje su
potom gajene na LA podlozi sa ampicilinom. Nakon transformacije ligacionom smeSom za
himeru C1 porasla je samo jedna kolonija na ampicilinskoj plo¢i, dok je na ampicilinskoj ploci
na kojoj su zasejane transformisane ¢elije ligacionom smesSom C2 poraslo tri kolonije.

Kolonija koja je porasla nakon kloniranja C1 gena je zasejana u te¢nu LB podlogu i
gajena preko noci. Nakon ovoga iz prekonoéne Celijske kulture izolovan je plazmid pomocéu
kompleta za preciS¢avanje plazmida Thermo Scientific MiniPrep Purification po uputstvu
proizvodaca. Izolovan plazmid nakon kloniranja gena za C1 himeru je analiziran duplom
digestijom restrikcionim enzimima Ndel i Xhol nakon ¢ega je uradena analiza elektroforezom
na 1% agaroznom gelu (slika 31). Sa slike 31 se vidi da je iz jedine kolonije porasle nakon
transformacije E. coli DH5a ¢elija izolovan uspesno ukloniran gen za rekombinantnu himeru
C1.

Porasle kolonije nakon ligacije vektora i C2 gena su analizirane lan€anom reakcijom
polimeraze (PCR) pomocu specifi¢nih prajmera za C2 gen. Dobijeni proizvodi su analizirani
elekroforezom na 1% agaroznom gelu (slika 32). Sa slike 32 se vidi da je do uspesnog
kloniranja doslo u dve od tri kolonije porasle nakon transformacije ligacionom smeSom C2
(trake 11 2 na slici 32). Pozitivne kolonije su zasejane u tecnu LB podlogu preko no¢i i iz njih
su izolovani plazmidi pomocu kompleta za preciscavanje plazmida Thermo Scientific
GeneJET PCR Purification po uputstvu proizvodaca. Svi dalji eksperimenti su radeni sa ovim
plazmidima.

bp

Slika 31. Analiza izolovanog plazmida na 2% agaroznom gelu nakon duple digestije sa
Ndel i Xhol restrikcionim endonukleazama kloniranog gena za himeru C1; 1) analiza
klona 1, 2) DNK markeri 250-10000 bp O”Gene RulerTM, (Fermentas).
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Slika 32. Analiza izolovanog plazmida na 2% agaroznom gelu nakon duple digestije sa
Ndel i Xhol restrikcionim endonukleazama kloniranog gena za himeru C2; 1) klon 1, 2)
klon 2, 3) klon 3, 4) DNK markeri 250-10000 bp O"Gene RulerTM, (Fermentas).

4.4.3. Ekspresija i preciséavanje rBv1I1-BLngat | rBLHgaT-BV1l

Rekombinantni konstrukti su eksprimirani u E. coli BL21 Codon Plus (DE3)-Ripl
¢elijama nakon indukcije IPTG-om. Oba proteina su eksprimirana kao agregati u formi
inkluzionih tela. Nakon ispiranja i rastvaranja inkluzionih tela u rastvoru 6M uree proteini su
pre¢isceni afinitetnom hromatografijom sa imobilisanim metalom (IMAC). Po zavr§enom
prec¢iS¢avanju, proteini su renaturisani u puferu koji je sadzao 20% glicerol. Jedna traka za
svaki konstrukt je uocena na SDS-PAG elektroforezi, na masi oko 34 kDa (slika 33). Prinos
preciscenih proteina je bio 0,3 i 0,2 mg na 1L ekspresionog medijuma. Nakon pre¢iséavanja,
uklonjen je endotoksin iz uzoraka. Koncentracija zaostalog endotoksina je bila ispod 0,5
ng/mL.
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Slika 33. SDS-PAGE analiza rekombinantnih himera C1 i C2. 1,8) Celijske suspenzije pre
indukovanja ekspresije, 2,7) éelijske suspenzije nakon zavrSetka ekspresije indukovane
IPTGom, 3,6) talozi nakon liziranja bakterijskih ¢elija, 4,5) preci§éeni proteini C1 i C2,
respektivno nakon IMAC i renaturacije naspram pufera sa glicerolom, MW) markeri
proteinski masa (ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA).

4.5. Odredivanje kapaciteta vezivanja IgE antitela za himere rBvla-BLwt,
rBv1l-BLusat | rBLusaT-Bv1l

ELISA inhibicija je koris¢ena kako bi se odredio kapacitet vezivanja IgE antitela za
rBvla, rBvll, Cwt, C1 1 C2. Izvor IgE antitela su bili serumi pacijenata alergi¢nih na polen
breze (karakteristike pacijenata su prikazane u tabeli 6). IgE vezivanje za rBvla je inhibirano
pomocu rBvla i rBvl1l u rastuéim koncentracijama, dok je IgE vezivanje za Cwt inhibirano
pomocu Cwt, C1 1 C2 u rastu¢im koncentracijama (slika 34). IC50 vrednosti za rBvla i Cwt su
bile uporedive (0,1 pg proteina), dok su IC50 vrednosti za rBv1l, C1 i C2 bile vise (1 pg, 10
ug i 50 ug proteina, respektivno).

Tabela 7. Klini¢ki fenotip ispitanika koji su u¢estvovali u istraZivanju

# Pol slgE (kU/mL) na Simptomi
polen breze
1. Zenski Klasa V Alergijski rinitis
(76,2) Dermatitis
Laringitis
2. Zenski Klasa IlI Alergijski rinitis
(5,69)
3. Zenski Klasa IlI Alergijski rinitis
(15,3) Dermatitis
Uvecan cetvrti krajnik

44



Isidora Proti¢-Rosié¢ Doktorska disertacija

4. Muski Klasa Il Alergijski rinitis
(8,9) Vocée-polen sindrom
Pruritis
5. Muski Klasa V Alergijski rinitis
(80,4)
6. Muski Klasa IV Alergijski rinitis
(25,8) Konjuktivis
Uvecan tre¢i krajnik
7. Zenski Klasa IV Alergijski rinitis
(44,3)
8. Muski Klasa VI Alergijski rinitis
(105,2) Vocée polen sindrom
9. Muski Klasa VI Alergijski rinitis
(101,0) Dermatitis
Pruritus
10. Zenski Klasa Il Alergijski rinitis
(10,9)
11. Muski Klasa IV Alergijski rinitis
(48,1) Pruritus
12. Zenski Klasa 0 Nije bilo simptoma alergije
(<0,1)
100
rBvia
80- —=— rBv1l
3% Cwt
2,
'S C1
- i
— 20- //
0

1 1 1 1
0.01 0.1 1 10 100

Inhibitor (ug/bunar)
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Slika 34. ELISA inhibicija sa pulom seruma (razblaZzenim 10 puta) alergi¢nih pacijenata
na polen breze. Serum zdrave osobe (12 u tabeli 6) je koriSéen kao negativna kontrola.

4.6. Ispitivanje imunomodulatornog efekta rBv1l-BLnsst 1| rBLugst-Bv1l u
kokulturi Caco-2/THP-1 makrofaga

Bukalno i intestinalno tkivo imaju sli¢nu organizaciju - sloj epitelnih ¢elija ispod kojih
se nalaze tolerogene dendritske ¢elije i makrofagi [94]. Stoga je u ovoj doktorskoj disertaciji
razvijena kokultura Caco-2 epitelnih ¢elija i THP-1 diferenciranih makrofaga. Uspostavljena
je stabilna celijska kokultura da bi se ispitao medusnobi uticaj ovih ¢elijskih linija nakon
tretmana antigenima.

4.6.1. Razvoj kokulture Caco-2/THP-1 makrofagi i tretman antigenima

Caco-2 ¢elije su zasejne sa apikalne strane polupropustljivog (porozna membrana 0,4
pm) migracionog umetka za bunare. Trans-epitelna elektricna otpornost (TEER) je merena
tokom 18 dana na svaka 2-3 dana kako bi se pratio rast Caco-2 ¢elija (slika 35). Caco-2 ¢elije
su maksimum TEER-a dostigle izmedu 12. i 15. dana (slika 35). Za razvoj kokulture kori$¢ene
su epitelne ¢elije sa TEER > 400 Qcm?. Pad u TEER-u se uocava 16. dana (slika 35) je
posledica promene medijuma sa bazolateralne strane na 70% RPMI (tabela 7).

1000
800
600

400

TEER Q cm?

200+

0 | 1 I 1
0 5 10 15 20

Dani

Slika 35. Praéenje vrednosti TEER-a tokom gajenja Caco-2 ¢elija na polupropustljivim
migracionim umetcima za bunare.

Tabela 8. Sastav medijuma sa bazolateralne strane tokom 18 dana Caco-2 kulture.

Dan gajenja Caco-2 medijum (%) | THP medijum (%)
kulture

2 100 0
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6 100 0
8 70 30
10 70 30
13 50 50
15 50 50
16 30 70
17 30 70
18 0 100

Kako bi se inicirala kokultura, 18 dana stare Caco-2 ¢elije gajene na polupropustljivim
migracionim umetcima za bunare, &iji je TEER > 400 Qcm?, su prebadene na prethodno
diferencirane THP-1 makrofage pomocu forbol-12-miristat12-acetat (PMA). TEER je meren
nakon 4 h, 24 h i 48 h od uspostavljanja kokulture kako bi se pratio uticaj makrofaga na Caco-
2 ¢Celije (slika 36). TEER je privremeno opao < 5% u poredenju sa monokulturom (slika 36).
Ovaj pad je najverovatnije posledica promene u spoljaSnjem okruzenju Caco-2 epitelnih ¢elija.
Nakon 24h doslo je do stabilizacije TEER-a (slika 36).

Nakon 48h od formiranja kokulture Caco-2/THP-1 makrofagi, sa apikalne strane su
primenjeni antigeni tokom 24h. TEER je izmeren po zavrSetku tretmana i vrednosti su bile u
opsegu izmedu 84-100% u poredenju sa netretiranom kokulturom (slika 37).

120
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& 100 9———— P 5
£
o
S 8o-
14
L
11]
~ 60+
40 T ] ; | |

Vreme kokulture (h)
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Slika 36. Praéenje integriteta Caco-2 monosloja toko 48h od uspostavljanja kokulture
Caco-2/THP-1 makrofagi merenjm TEER vrednosti.

120
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Slika 37. Vrednosti TEER-a nakon tretmana kokulture Caco-2/THP-1 makrofagi tokom
24 h sa 342,9 nM antigenima.

4.6.2. Odredivanje relativne genske ekspresije u Caco-2 epitelnim celijama nakon tretiranja
kokulture Caco-2/THP-1 makrofaga antigenima

Relativna genska ekspresija pro-inflamatornih citokina TNF-a, IL-1p i IL-33, kao i
anti-inflamatornog citokina 1L-10 u Caco-2 epitelnim celijama je odredena nakon tretmana
¢elijske kokulture antigenima (slika 38). Dobijeni rezultati ukazuju da je samo rBLwt uspesno
stimulisao gensku ekspresiju TNF-a u poredenju sa nestimulisanom kokulturom (NSC), (slika
38 A, NSC u poredenju sa rBLwt P < 0,05). Do ekspresije druga dva merena pro-inflamatorna
citokina (IL-1p i IL-33) nije doslo nakon tretmana antigenima (slike 38 B i 38 C).

Ekspresija anti-inflamatornog citokina I1L-10 je indukovana nakon tretmana sa rBLwt
(slika 38 D, NSC u poredenju sa rBLwt P < 0,05), rBLngar (slika 38 D, NSC u poredenju sa
rBLusst P <0,01), Cwt (slika 38 D, NSC u poredenju sa Cwt P <0,01), C1 (slika 38 D, NSC
u poredenju sa C1 P < 0,001) i C2 (slika 38 D, NSC u poredenju sa C2 P < 0,01).
Rekombinantni antigeni rBvla i rBv1l nisu indukovali gensku ekspresiju IL-10 citokina (slika
38 D). U poredenju sa rBvla sve tri rekombinantne himere su dovele do statisticki znacajne
ekspresije citokina IL-10 (slika 38 D, rBvla u poredenju sa Cwt P < 0,001, rBvla u poredenju
sa C1 P <0,0001, rBvla u poredenju sa C2 P <0,01).
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Slika 38. Relativna genska ekspresija citokina A) TNF-a, B) IL-1p, C) IL-33i D) IL-10 u
Caco-2 epitelnim ¢elijama nakon tretmana kokulture Caco-2/THP-1 makrofaga sa
antigenima (342,9 nM). Genska ekspresija je normalizovana u odnosu na NSC (crna
horizontalna linija). Sve je uradeno u duplikatu sa dva bioloska replikata. Razlike su
analizirane two-way ANOVA softverom. Rezultati su prikazani kao srednja vresnost +
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standardna devijacija (1P < 0,05, 11 P < 0,01 u poredenju sa NSC * P < 0,05, ** P < 0,01
u poredenju sa rBLwt, ## P < 0,01, ### P < 0,001, #### P <0,0001 u poredenju sa rBvla).

4.6.3. Odredivanje relativne genske ekspresije citokina uw THP-1 makrofagima nakon
tretiranja kokulture Caco-2/THP-1 makrofaga antigenima

Relativna genska ekspresija pro-inflamatornih citokina TNF-a, IL-1p i IFN-y, kao i
anti-inflamatornog citokina IL-10 je odredena u THP-1 makrofagima nakon tretmana kokulture
antigenima (slika 39). Do indukovanja ekspresije pro-inflamatornih citokina TNF-a i IL-1
nije doslo nakon tretmana kokulture rekombinantnim himerama Cwt, C1 i C2 (slika 39 A i B).
Nasuprot njima, tretman ostalim antigenima je doveo do znacajnog porasta pro-inflamatornih
citokina TNF-a (slika 39 A, NSC u poredenju sa rBLwt P < 0,001, rBLngat P < 0,001, rBvla
P < 0,001, rBvll P < 0,05) i IL-1p (slika 39 B, NSC u poredenju sa NSC rBLwt P < 0,01,
rBLusat P < 0,001, rBvla P < 0,001).

Osim rBvla svi antigeni su pokazali sposobnost da indukuju gensku ekspresiju IFN-y
(slika 39 C NSC u poredenju sa rBLwt P < 0,05, rBLnest P < 0,001, rBv1l P < 0,0001, Cwt P
< 0,0001, C1 P< 0,001, C2 P < 0,001). Najjaca ekspresija gena za IFN-y je uo¢ena nakon
tretmana kokulture rBv1l i Cwt antigenima.

Ekspresija anti-inflamatornog citokina IL-10 u THP-1 makrofagima je indukovana
tretmanom kokulture svim antigenima osim rBLusst (slika 39 D, NSC u poredenju sa rBLwt P
< 0,001, rBvla P <0,05, rBvll P < 0,05 CwtP<0,01,C1P<0,05i C2P <0,05). lako su C1
i C2 bili slabiji induceri ekspresije IL-10 u odnosu na rBLwt, izmedu Cwt i rBLwt nije bilo
statisticki znacajne razlike u stimulaciji ekspresije IL-10 citokina (slika 39 D).
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Slika 39. Relativna genska ekspresija citokina A) TNF-a, B) IL-1f, C) IFNy i D) IL-10 u
THP-1 makrofagima nakon tretmana kokulture Caco-2/THP-1 makrofagi sa antigenima
(342,9 nM). Genska ekspresija je normalizovana u odnosu na NSC (crna horizontalna
linija). Sve je uradeno u duplikatu sa dva biolo§ka replikata. Razlike su analizirane two-
way ANOVA softverom. Rezultati su prikazani kao srednja vresnost + standardna
devijacija (1P < 0,05, 1 P < 0,01, £1f P < 0,001, {iif P <0,0001 u poredenju sa NSC, *
P <0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001, **** P < 0,0001 u poredenju sa rBLwt, ## P < 0,01,
### P < 0,001, ##### P < 0,0001 u poredenju sa rBvla).

4.7. Analiza izluéenih citokina nakon tretmana THP-1 diferenciranih
makrofaga

THP-1 celijska linija (monociti izolovani iz periferne krvi pacijenta sa akutnom
monocitnom leukemijom) predstavlja pouzdan model za proucavanje imunoloskog odgovora
monocita 1 makrofaga, zbog njihove slicnosti sa CD 14+ monocitima koji ¢ine jednu od frakcija
limfocita iz humanih perifernih mononuklearnih ¢elija (PBMC) [97].

THP-1 monociti su diferencirani u makrofage po protokolu opisanom u 7.8.2. nakon
¢ega su 24h tretirani antigenima u koncentraciji 342,9 nM. Ova koncentracija za tretman THP-
peritonealnim makrofaagima. Supernatanti su sakupljeni i analizirana je koncentracija
izluCenih IL-4, IFN-y i IL-10 sendvi¢ ELISA metodom. Na slici 40. su prikazani rezultati
odredivanja koncentracije izluc¢enog IL-10 nakon celijskog tretmana. Sa slike 40. se vidi da je
statisticki znacajno povecanje sekrecije IL-10 uoceno nakon tretmana sa rBLwt, rBLngat i Cwit
u poredenju sa NTC kao i u poredenju sa rBvla. Naslici41. je prikazan grafik odnosa izlucenih
IFN-vy i IL-4, IFN-y/IL-4, statisticke znacajnosti nije bilo nakon tretmana bilo kojim antigenom.
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Slika 40. Ludenje IL-10 nakon 24 h tretmana THP-1 makrofaga sa antigenima (342,9
nM). Sve je radeno u duplikatu. Razlike su analizirane two-way ANOVA softverom.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija ($1fP < 0,001, £t
P <0,0001 u poredenju sa NTC, * P <0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001, **** P <(0,0001 u
poredenju sa rBLwt, ## P < 0,01, ## P < 0,001, ### P < 0,0001 u poredenju sa rBvla).
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Slika 41. Odnos IFN-y/IL-4 nakon 24 h tretmana THP-1 makrofaga sa antigenima (342,9
nM). Sve je radeno u duplikatu. Razlike su analizirane two-way ANOVA softverom.
Statisticka znacajnost nije uocena.

4.8. Analiza izlucenih citokina nakon stimulacije PBMCs alergi¢nih
pacijenata na brezu antigenima

Kako bi se dodatno potvrdio imunomodulatorni efekat rBLwt u okviru rekombinantnih
himera, PBMCs dobijene iz pune krvi pacijenata alergicnih na brezu tretirane su
rekombinantnim himerama. Karakteristike pacijenata su prikazane u tabeli 6 (pacijenti pod
rednim brojem 8-11). Sendvi¢ ELISA je kori$¢ena kako bi se izmerila koncentracija izlu¢enih
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citokina IL-4, IFN-y i IL-10 nakon 24 h tretmana. Do statisticki znac¢ajnog oslobadanja citokina
IL-10 je doslo nakon tretmana rBLwt, rBLngat 1 Cwt antigenima (slika 42, NSC u poredenju
sarBLwtP <0,0001, rBLugst P <0,0001, Cwt P <0,0001). U poredenju sa NSC, ostali antigeni
nisu doveli do statisticki znacajne razlike u oslobadanju citokina IL-10. rBLwt je bio statisticki
znacajno bolji stimulator lucenja ovog citokina u poredenju sa Cwt (slika 42, rBLwt u
poredenju sa Cwt P <0,0001). U poredenju sa rBvla, Cwt je izazvao statisticki znacajno vece
oslobadanje IL-10 (slika 42 rBvla u poredenju sa Cwt P < 0,0001).
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Slika 42. Lucenje IL-10 nakon 24 h tretmana PBMCs sa antigenima (342,9 nM). Sve je
radeno u duplikatu. Razlike su analizirane two-way ANOVA softverom. Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (1111 P <0,0001 u poredenju sa
NSC * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001, **** P <0,0001 u poredenju sa rBLwt, ## P <
0,01, ### P < 0,001, #### P < 0,0001 u poredenju sa rBvla).

Za razliku od tretmana THP-1 diferenciranih makrofaga, uocen je trend povecanja
odnosa koncentracije IFN-y/IL-4 nakon tretmana PBMCs sa rBLwt, rBLngst | Cwit (Slika 43,
NSC u poredenju sa rBLwt P < 0,0001, rBLngst P < 0,0001, Cwt P < 0,0001). Ostali antigeni
nisu uticali na trend lucenja IFN-y/IL-4 nakon stimulacije PBMCs u poredenju sa NSC. Nakon
stimulacije PBMCs, rBLwt je bio statisti¢ki znacajno bolji stimulator povec¢anja odnosa IFN-
y/IL-4 u poredenju sa svim drugim antigenima (slika 43, rBLwt u poredenju sa rBLngst P <
0,0001, rBvla P < 0,0001, rBv1l P < 0,0001, Cwt P < 0,001, C1 P < 0,0001, C2 P < 0,0001).
Cwt je nakon tretmana PBMCs pokazao trend da utice na povecanje odnosa IFN-y/IL-4 u
poredenju sa rBvla (slika 43 rBvla u poredenju sa Cwt P <0,0001).
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Slika 43. Odnos IFNy/IL-4 nakon 24 h tretmana PBMCs sa antigenima (342,9 nM). Sve
je radeno u duplikatu. Razlike su analizirane two-way ANOVA softverom. Rezultati su
prikazani kao srednja vresnost = standardna devijacija (f P < 0,05, £iif P < 0,0001 u
poredenju sa NSC, * P <0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001, **** P <(,0001 u poredenju sa
rBLwt, ## P < 0,01, ### P < 0,001, #### P < 0,0001 u poredenju sa rBvla).
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5. Diskusija

Poslednjih godina, zahvaljujuéi napretku rekombinantne DNK tehnologije, omoguéena
je identifikacija i kloniranje gotovo svih do danas identifikovanih alergena [6]. Ovo je
omogucilo napredak AIT kroz proizvodnju rekombinantnih alergena [99] i hipoalegenih
izoformi ili derivata koji sadrze T ¢elijske epitope, ali ne i B ¢elijske epitope [100]. Na ovaj
nacin je omoguéena proizvodnja definisanih smesSa konzistentnog sastava nezavisnog od izvora
alergena, Cime se resio problem nezeljenih reakcija posredovanih B ¢elijskim epitopima, ali
problem nedovoljne efikasnosti preparata za AIT i dalje ostaje otvoren. Jedan od kljuc¢nih
aspekata poboljSanja AIT je modulacija imunskog odgovora kroz stimulaciju APC koje
prikaziuju peptide u kontekstu MHC molekula naivnim T ¢elijama i tako ih aktiviraju, a
citokinima koje sekretuju usmeravaju u kom smeru ¢e se aktivirane T celije diferencirati.
Drugim recima, APC predstavljaju klju¢nu kariku u adaptivnom imunskom odgovoru jer ga
istovremeno pokre¢u i odreduju njegove karakteristike. Jedno od potencijalnih reSenja za
modulaciju odgovora APC je kombinovanje alergena sa TLR agonistima [6]. Sublingvalni
nacin administracije terapeutika tokom AIT je bezbedan i pogodan za pacijenta jer omogucéava
samo-primenu u ku¢nim uslovima, a preporucuje ga i Svetska zdravstvena organizacija [101].

U okviru ove doktorske disertacije testiran je imunomodulatorni efekat lektina banane
na modelu glavnog alergena iz breze Bet v 1. Oc¢ekivano imunomodulatorno dejstvo lektina
banane bi bar delom moglo biti povezano sa njegovom sposobnos¢u da se veze za TLR2 i
CD14 [15]. Rekombinantna himera Cwt je nakon in silico dizajniranja uspe$no proizvedena u
E. coli BL21 ekspresionom sistemu. Cwt se eksprimirao kao citosolni protein i uspesno je
pre¢is¢en afinitetnim vezivanjem lektinskog domena za Sephadex G-75 matriks. Prinos
proteina nakon precis¢avanja je bio 0,5 g na 1L ekspresionog medijuma. Gel filtracijom je
pokazano da je protein dimer u rastvoru, dok je CD spektroskopijom potvrdeno dominanto
prisustvo B plocica Sto se slaze sa literaturnim podacima o pojedina¢nim proteinima BLwt i
Bvla [30,74]. Pored uspesnog precis¢avanja na Sephadex G-75 matriksu, u ELLA testu sa
HRP je potvrdeno da je rBLwt domen u okviru Cwt zadrZao sposobnost vezivanja glikana §to
je neophodno za njegovu bioloSku aktivnost. Dodatno, u imunoblotu je potvrdeno da je Cwt
zadrZao IgE reaktivnost sa serumima pacijenata alergi¢nih na polen breze.

Kako bi se potvrdio imunomodulatorni efekat Cwt himere radeni su ex Vivo
eksperimenti na peritonealnim misijim makrofagima. Medu c¢elijama urodene imunosti
makrofagi imaju vaznu ulogu u oblikovanju imunskog odgovora tokom alergije. Aktivacijom
makrofaga preko TLR moZe se stimulisati njihov antigen-prikazuju¢i potencijal kao 1
otpustanje reaktivnih kiseoni¢nih (ROS) ili reaktivnih azotnih vrsta (RNS) [102]. Kod
alergi¢nih pacijenata, alternativno aktivirani makrofagi oslobadaju IL-13 §to dodatno doprinosi
diferencijaciji Th2 limfocita i infiltraciji eozinofila u pluca [103]. Pored ovoga, nakon
aktivacije makrofagi mogu Iuciti i drudge citokine kao $to su TNF-a i IL-6, ali i anti-
inflamatorni citokin IL-10 koji doprinosi utiSavanju inflamacije i diferencijaciji T ¢elija u
Tregs.

Funkcionalne karakteristike makrofaga mogu uticati na ishod prilikom odredene
stimulacije. Stimulatorni kapacitet Cwt himere je ispitan na rezidentnim (RMs) i tioglikolatom
makrofaga tokom homeostaze, dok su TGMs koris¢eni kao model makrofaga u inflamatornom
stanju. RMs 1 TGMs imaju razli¢ite fenotipske i funkcionalne karakteristike koje su posledica
citokinskog miljea u kom su se nalazile [98]. Osim toga, genetski faktori takode uti¢u na profil
aktivacije makrofaga i njihov odgovor na odredeni stimuls [15]. Soj miSeva koris¢en za ovu
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grupu eksperimenata je bio BALB/c, koji je karakteristican po dominantnom Th2 imunskom
odgovoru, slicnom onom koji se odigrava kod alergi¢nih pacijenata [104]. Ovaj soj miSeva je
podlozan senzitizaciji razliitim alergenima, Cak i1 bez dodatka adjuvanasa zbog Cega se Cesto
koristi kao model sistem za ispitivanje poremecaja koji su u vezi sa alergijama [105,106]. Osim
toga, na BALB/c miSevima je pokazan imunomodulatorni efekat rBLwt [15,107].

.....

pokazali da je Cwt zadrzala sposobnost rBLwt da stimuliSe sekreciju IL-10 citokina. Nasuprot
tome, mogucénost Cwt da stimuliSe proinflamatorni odgovor je bila smanjena u poredenu sa
rBLwt. Ovo se ogleda u zanemarljivoj proizvodnji NO, kao i ograni¢enoj MPO aktivnosti i
smanjenoj proizvodnji proinflamatornih citokina (TNF-a i IL-6). Razlika u obrascu lucenja
citokina nakon stimulacije makrofaga Cwt himerom i rBLwt bi mogla biti posledica razlika u
strukturi izmedu ova dva proteina. Naime, za Cwt himeru je gel-filtracijom pokazano da je
dimer u rastvoru, dok je rBLwt homotetramer [75]. Svaki od polipeptidnih lanaca rBLwt ima
dva vezivna mesta za ugljene hidrate. Ovo znaci da Cwt ima Cetiri ugljenohidratna vezivna
mesta, dok rBLwt ima osam. Samim tim, rBLwt ostvaruje ve¢i aviditet za vezivanje u
poredenju sa Cwt. TLR2 receptor gradi heterodimere sa TLR1 i TLR6 glikoproteinima [108].
Makrofagi se mogu aktivirati na razli¢ite nacine, stimulacijom preko spektra receptora koji se
nalaze na njihovoj povrsini. rBLwt sa ve¢im brojem ugljenohidratnih vezivnih mesta bi
potencijalno mogao istovremeno stimulisati aktivaciju makrofaga potentnije od Cwt zbog
veceg broja moguc¢ih kombinacija, a samim tim i umrezavanjem veéeg broja receptora na
povrSini makrofaga. Ispitivanje signalnog puta kojim se makrofagi aktiviraju pomoc¢u rBLwt i
Cwt bi moglo razresiti pitanje razlicitog citokinskog profila nakon aktivacije ovim antigenima.

U poredenju sa rBvla, Cwt je efikasnija u stimulaciji oslobadanja IL-10, dok je slabiji
stimulator sekrecije NO i proinflamatornih citokina. Smanjena proizvodnja proinflamatornih
citokina, uz proizvodnju IL-10 ukazuje na potencijal Cwt u AIT kod pacijenata alergi¢nih na
polen breze. lako se alergije karakteriSu dominacijom Th2 citokinskog profila, neki citokini
koji ne spadaju u Th2 grupu takode mogu ucestvovati u oblikovanju alergijskog imunskog
odgovora [109]. Doprinos IL-6 u razvoju alergijske patologije je pokazan [110]. Genetska
inaktivacija IL-6 dovodi do smanjenja Th2 odgovora i inflamacije posredovane eozinofilima,
prasine [110]. U istom istrazivanju makrofagi i dendritske ¢elije su identifikovani kao primarni
izvori IL-6 citokina [110]. Osim toga, IL-6 je predlozen i kao meta za terapiju alergijske astme
zbog njegove uloge prilikom preuzimanja antigena od strane dendridskih ¢elija, kao i inicijacije
Th2/Th17 posredovane inflamacije disajnih puteva [111]. TNF-q, je jo$ jedna tacka koja se
cilja tokom AIT. TNFa uti¢e na ekspresiju adhezivnih molekula ¢ime omogucava influks
eozinofila. Lokalno povecanje nivoa TNF-a i NO je klju¢no za prelazak eozinofila i neutrofila
u tkivo u kom se odigrava alergijska reakcija [112]. Takode, TNFa ima promoviSuce dejstvo
u sluc¢aju proizvodnje sIgE antitela, Th2 citokina i hemokina [113]. Error! Bookmark not
defined.Sposobnost Cwt da stimuliSe sekreciju IL-10 u makrofagima (bez obzira da li su u
fizioloSkom ili inflamatornom stanju) sugeriSe da bi ova himera mogla imati terapeutski efekat
u AIT. IL-10 deluje na monocite i makrofage dovode¢i do smanjenja njihove proizvodnje i
oslobadanja antiinflamatornih citokina i antigen prezentujuceg kapaciteta, a pojac¢ava fagocitnu
sposobnost [114]. Osim toga smanjuje i lucenje IL-2 i IFN-y u Th1 ¢elijama i IL-4 i IL-5 od
strane Th2 ¢elija. IL-10 je odgovoran za diferencijaciju Tregs, koje dalje kroz IL-10 zavisan ili
IL-10 nezavisan put sprecavaju razvoj alergijske reakcije [115]. Takode, makrofagi sekrecijom
IL-10 molekula uti¢u na povecanje broja Tregs i1 Bregs celija ¢ime se uspostavlja
antiinflamatorno stanje u organizmu [114]. Povecanje broja Tregs je kljucni dogadaj koji
dovodi do stiSavanja alergijskih simptoma tokom AIT [114].
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Kako bi se uporedio efekat hipoalergene izoforme rBv1l u AIT, kao i da bi se testirao
mutant rBLnsst in silico su dizajnirane C1 i C2 koje su uspesno eksprimirane u E. coli BL21
¢elijama u formi inkluzionih tela. In silico dizajn je pokazao da rBLwt ima ve¢i afinitet za
manozu od mutirane forme proteina zbog uspostavljanja dodatnih n-n interakcija izmedu Tyr
83 i His 84, koje izostaju kod rBLngst. Razlike koje su uocene tokom ove studije nakon
¢elijskih tretmana rBLwt i rBLugst bi Se mogle potencijalno objasniti ovim fenomenom.
Proteini su, nakon ispiranja iz inkluzionih tela, preciS¢eni u denaturiSu¢im uslovima pomocu
IMAC nakon ¢ega su uspesno renaturisani u puferu koji je sadrzao glicerol. Glicerol je bio
neophodan za stabilizaciju proteina u procesu renaturacije. IgE reaktivnost novoproizvedenih
himera je proverena inhibicijom u ELISA testu sa serumima pacijenata alergi¢nih na polen
breze. IC50 vrednosti za rBvla i Cwt su bile uporedive (0,1 pg proteina), dok su IC50 vrednosti
za tBvll, C1 i C2 bile vise (1 pg, 10 pg i 50 pg proteina respektivno) Sto je u skladu sa
literaturnim podacima za rBv1l [36]. U ovoj tezi je prvi put testirana IgE reaktivnost
hipoalergene forme Bet v 11 na populaciji osoba alergi¢nih na brezu iz naSe zemlje. Rezultati
su pokazali smanjenu IgE reaktivnost ove hioalergene forme i ukazuju da bi je trebalo koristiti
u daljim testiranjima za primenu u AIT. Ovi rezultati ukazuju da rekombinantne himere C1 i
C2 imaju manju verovatno¢u da izazovu nezeljene reakcije u AIT posredovane specifiénim
IgE antitelima.

Evaluacija imunomodulatornog efekta rekombinantnih himera Cwt, C1 i C2 je uradena
na THP-1 diferenciranim makrofagima kao i na kokulturi Caco-2/THP-1. Rad na humanim
¢elijskim kokulturama je znacajan jer oslikava komunikaciju izmedu ¢elija i interakcije koje
postoje u ljudskom organizmu, dok se u isto vreme smanjuje broj eksperimenata na
zivotinjskim modelima §to je u skladu sa 3R principom [87].

Brojna istrazivanja su se bavila poredenjem odgovora nakon stimulacije THP-1
diferenciranih makrofaga i makrofaga izolovanih iz PBMCs i u ve¢ini slucajeva je dobijen
slican obrazac [97]. THP-1 predstavlja ljudsku monocitnu ¢elijsku liniju leukemije, koja je
Siroko kori$¢ena za proucavanje funkcija monocita/makrofaga, mehanizama, signalnih puteva,
kao i transporta hranljivih materija i lekova [97]. Kod THP-1 diferenciranih makrofaga su
detektovani brojni povrSinski marker, istraZena je morfologija ovih celija, kao 1 njihove
funkcionalne karakteristike nakon diferencijacije [97]. U zavisnosti od stimulusa koji se koristi
za diferencijaciju, ove celije se mogu polarizovati ka razli¢itim podtipovima M0, M1 ili M2
[97]. Diferencijacija pomo¢u PMA polarizuje makrofage ka MO fenotipu, dok dodatak IFN-y i
lipopolisaharida (LPS) uvodi THP-1 monocite u M1 fenotip makrofaga, nasuprot tome dodatak
IL-4 vodi ka M2 fenotipu [97]. U ovoj doktorskoj disertaciji makrofagi su diferencirani po
protokolu za MO fenotip, odnosno medijum za diferencijaciju je bio obogacen sa 100 nM PMA.
Nakon diferecijacije ovako dobijeni makrofagi su tretirani antigenima tokom 24 h i analizirana
je koncentracija izluéenih citokina IL-4, IL-10 i IFN-y u supernatantima. U analiziranim
supernatantima je detektovana povisena koncentracija IL-10 nakon tretmana rBLwt, rBLngsT i
Cwt $to ukazuje da ova tri antigena uti¢u na lu¢enje ovog regulatornog citokina. Ostali antigeni
nisu uticali na povecanje nivoa izlu¢ivanja IL-10 citokina. Sa druge strane, ni jedan od antigena
nije uticao na odnos izlucenih IFN-y/IL-4. Lucenje IL-10 je karakteristicno za M2 podgrupu
makrofaga koja ima znaCajnu ulogu u reSavanju infekcija parazitima, modeliranju tkiva,
regulaciji imunskog odgovora, terapiji alergija i spreCavanju progresije tumora [97]. Uoceni
trend lucenja IL-10, IFN-y i IL-4 ukazuje da Cwt himera, kao i rBLwti rBLngst imaju potencijal
za usmeravanje diferencijacije makrofaga ka M2 fenotipu.

Dalji uticaj antigena je ispitan na sloZenijem model sistemu - kokulturi Caco-2
imortalizovanih epitelnih ¢elija poreklom iz kolona i THP-1 diferenciranih makrofaga. lako se
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intestinalno i sublingvalno mukozno tkivo razlikuju po funkciji, oni ipak dele neke strukturne
karakteristike. U oba tkiva, epitelne Celije su povezane ¢vrstim, prijanjuju¢im vezama, i
desmozomima, $to doprinosi strukturnom integritetu ovih tkiva [116]. Lamina propria ispod
epitelijalnog sloja u oba tkiva sadrzi razliCite Celije imunskog sistema, poput limfocita,
makrofaga i dendritskih ¢elija. Konac¢no, i creva i sublingvalna mukoza su delovi limfoidnog
sistema povezanog sa mukozom (MALT), u kojem se nalaze razlicite ¢elije imunskog sistema
poput T ¢elija, B ¢elija, makrofaga i1 dendritskih ¢elija, koje su neophodne za imunski nadzor
ovih tkiva kao i za pruzanje odgovarajuc¢eg imunskog odgovora na pretnju patogena [117]. lako
Caco-2 epitelne celije ne oslikavaju savrSeno sublingvalni epitel, ovaj ¢elijski model sistemi se
Siroko koriste za proucavanje funkcije epitelne barijere 1 apsorpciju lekova zbog njihove
sposobnosti da formiraju ¢vrste spojeve i spontano se diferenciraju u epitelni monosloj. Osim
toga, Caco-2 in vitro evaluacija se preporucuje tokom preklinic¢kih ispitivanja novih terapija
koje se oralno primenjuju u skladu sa smernicama propisanim od strane regulatornih agencija
FDA i WHO [118,119]. Sli¢nost izmedu crevno tkiva i sublingvalnog tkiva se moze iskoristiti
kako bismo dobili uvid u na¢in na koji obezbeduju toleranciju u organizmu. Imunski sistemi
usne Supljine i sistema organa za varenje podrzavaju imunolosku toleranciju na alergene usled
prisustva tolerogenih dendritskih ¢elija 1 makrofaga koji podsticu diferencijaciju Treg. Nakon
sublingvalne administracije, alergen se vezuje za epitelne ¢elije vrlo brzo, tokom prvih par
minuta, najverovatnije elektrostatickim interakcijama. Nakon toga, se pomocu sublingvalnog
duktalnog sistema sprovode do APC [120] nakon ¢ega ga procesuju antigen-prikazujuce Celije
smestene ispod sloja epitelnih ¢elija i prikazuju naivnim CD4" T ¢éelijama [94].

U ovoj doktorskoj disertaciji je razvijena kokultura izmedu epitelnih ¢elija creva (Caco-
2) sa apikalne strane porozne membrane i makrofaga (THP-1 diferencirani makrofagi) sa
bazolateralne strane kako bi se imitirali uslovi u kojima se primenjuje sublingvalna
administracija terapeutika. U ovako postavljenom sistemu THP-1 makrofagi nisu uticali na
integritet Caco-2 monosloja nakon 48 h od uspostavljanja kokulture $to je praéeno merenjem
TEERa (slika 34).

Epitelni monosloj Caco-2 ¢elija nije narusen ni nakon tretmana antigenima tokom 24 h
(slika 36). Ovo ukazuje da rekombinantno proizvedeni proteini nisu imali negativan uticaj na
integritet epitelnog monosloja, odnosno nisu doveli do raskidanja ¢vrstih veza. Ovo je vrlo
znacajno jer se na ovaj nacin eliminise potencijalno izazivanje inflamacije na lokalnom nivou
usled administracije alergena. Dobijeni rezultati su u korelaciji sa izmerenom relativnom
genskom ekspresijom pro-inflamatorinih citokina u Caco-2 ¢elijama nakon stimulacije Caco-
2/THP-1 kokulture. Naime, osim rBLwt, ni jedan od antigena nije doveo do stimulacije genske
ekspresije pro-inflamatorinih citokina TNF-a, IL-1 i IL-33 u Caco-2 ¢elijama. IL-1f i IL-33
pripadaju IL-1 podfamiliji citokina i sekretuju se kao odgovor ¢elija na povredu [121]. IL-1
je kljuéni citokin za razvoj inflamacije 1 uo€eno je da igra vaznu ulogu u razvoju alergije,
alergijske astme, kao i atopijskog dermatitisa [122]. Mesto delovanja ovog citokina do sada
nije razja$njeno, ali je uoceno da deluje na inflitraciju eozinofila, preuklju¢ivanje IgE antitela
I utiCe na diferencijaciju Th2 Celija [122]. Jo$ jedan iz podfamilije IL-1 citokina, IL-33 utice
ne samo na inflamaciju svojom ulogom alarmina, nego i kao signal za dodatnu stimulaciju kroz
stimulaciju luéenja IL-4, IL-5 i IL-13 [123]. Terapeutici koji bi blokirali 1L-33 mogli bi
potencijalno predstavljati terapijski pristup alergijskih i inflamatornih bolesti [123]. Do
stimulacije genske ekspresije IL-10 u Caco-2 ¢elijama je doSlo nakon tretmana kokulture
rBLwt, rBLnsst, Cwt, C1 i C2, dok rBvla i rBvll nisu indukovali gensku ekspresiju I1L-10 u
ovim ¢elijama. Kao §to je prethodno pomenuto, IL-10 je izuzetno znacajan za uspostavljanje
tolerancije kroz stimulaciju diferencijacije Tregs. U crevima u neinflamatornom stanju epitelne
¢elije su glavni izvor IL-10 citokina i1 smatra se da su odgovorne za odrZzavanje homeostaze
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ovog tkiva [124]. Pokazano je da epitelne Celije oslobadaju IL-10 nakon aktivacije preko TLR2
i TLR4 na njihovoj povrsSini [124]. Dodatno je pokazano da je ekspresija IL-10 posredovana
medusobnim interakcijama epitelnih Celija i makrofaga koji se nalaze u lamini propriji ispod
njih [125]. U THP-1 makrofagima je doslo do povecanja nivoa relativne genske ekspresije
TNF-o i IL-1p nakon stimulacije Caco-2/THP-1 kokulture rBLwt, rBLngsat i rBvla. Do
povecane ekspresije IFN-y je doslo nakon tretmana svim antigenima osim rBvla. Nakon AIT,
dolazi do kontrolisanog smanjenja u nivou Th2 citokina (IL-4, IL-5 i IL-13) i povecanja nivoa
Th1 citokina (IFN-y i IL-2) [9,126]. Ovo ukazuje da se prilikom AIT desava kontrolisano
preusmeravanje od Th2 ka Th1l imunskom odgovoru. Nasi rezultati ukazuju da rekombiantne
himere, kao i rBv1l imaju potencijal da izazovu lucenje IFN-y u THP-1 makrofagima nakon
stimulacije kokulture. Sve tri himere su povecale nivo relativne genske ekspresije IL-10 u THP-
1 makrofagima nakon tretmana Caco-2/THP-1 kokulture. Medu himerama, najpotentniji
inducer genske ekspresije IL-10 citokina u THP-1 makrofagima bila je Cwt. Nivo ekspresije
koji je indukovala ova himera je bio uporediv sa nivoom ekspresije koji je izazvala stimulacija
sa rBLwt. Pokazano je da regulacioni mehanizam u dendritskim ¢elijama koji moze doprinositi
utiSavanju nezeljenog imunoloskog odgovora povezanog sa alergijama ukljucuje kooperaciju
IL-10 i IFN-y [127]. Ovo zajednicko dejstvo IFN-y i IL-10 je potrebno takode potvrditi i u
makrofagima u budu¢em istrazivanju.

Potencijal rekombianntih himera da stimuliSu relativnu gensku ekspresiju IL-10 u
Caco-2 i THP-1, kao i potencijal stimulacije ekspresije IFN-y uz stimulaciju lu¢enja IL-10
nakon u u THP-1 makrofagima je dodatno ispitan sa PBMCs pacijenata alergi¢nih na polen
breze. Upotrebom ovih primarnih ¢elija kao model sistema, postiZe se bolje oponasanje stanja
¢elija u organizmu jer nakon izolovanja Celije zadrzavaju svoje fizioloSke osobine i funkcije
[82]. Ovi model sistemi su znacajni jer pruzaju relevantnije informacije o bioloskim procesima
u poredenju sa Celijskim linijama koje se ve¢ duze vreme koriste i gaje u laboratorijskim
uslovima [82]. Nakon tretmana PBMCs antigenima, uo¢ava se da medu rekombinantnim
himerama samo Cwt stimuliSe sekreciju IL-10.

Vazno je ista¢i da IL-10 stvara odgovaraju¢u citokinsku sredinu koji dovodi do
tolerancije [128]. Makrofagi lu¢e IL-10 koji dovodi do aktivacije Treg koje imaju klju¢nu
ulogu u AIT [128]. Ovako aktivirane Treg luce IL-10 koji inhibira T ¢éelijsku aktivaciju (dovodi
do supresije CD28 i CD2), ali aktivira B ¢elije i uti¢e na proizvodnju IgG4 [128]. Rezultati
dobijeni u ovoj doktorskoj disertaciji pokazuju da stimulacija PBMCs sa rBLwt, rBLngat i Cwit
dovodi do sli¢nog efekta kao 1 stimulacija THP-1 makrofaga, pove¢avajuci nivoe regulatornog
citokina IL-10.

Dodatno, za razliku od THP-1 stimulisanih makrofaga, PBMCs nakon tretmana Cwt
dovode 1 do povecanja nivoa izlu¢enih IFN-y/IL-4. Ova razlika u profilima mozZe biti posledica
heterogenog sastava PBMCs, za razliku od homogene THP-1 ¢elijske kulture.

Ravnoteza izmedu Thl i Th2 imunskog odgovora igra klju¢nu ulogu u AIT [129].
Pokusaji imunoterapije sa IFN-y su izvedeni kako bi se postigla desenzitizacija na alergene
[129]. Podaci ukazuju na to da je suplementacija IFN-y neophodna za postizanje ravnoteze
izmedu Thl i Th2 imunske reakcije [129]. Takode, regulatorne B celije su kljuéne u
indukovanju diferencijacije naivnih T ¢elija u Tregs [129]. Studije su pokazale da IFN-y moze
imati alergen-specificni tolerogeni efekat putem indukovanja diferencijacije alergen-
specifi¢nih B regulatornih ¢elija sposobnih za luc¢enje 1L-10 [129]. Izluceni IL-10 ima zaStitnu
ulogu stimuli$u¢i proliferaciju B regulatornih ¢elija [129].
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Navedeni rezultati ukazuju da rekombinantne himere pokazuju imunomodulatorni
efekat na testiranim model sistemima. Medu himerama, najve¢i potencijal kao terapeutik u AIT
je pokazala Cwt jer je jedina koja dovodi do pojacanja nivoa lucenja IL-10 u THP-1
makrofagima i PBMCs izolovanim iz krvi pacijenata alergi¢nih na polen breze. U kokulturi
Caco-2/THP-1 sve tri himere su pokazale potencijal da stimuliSu gensku ekspresiju IL-10, ali
je 1 u ovom model sistemu Cwt bio najpotentniji stimulator $to ukazuje da ova himera ima
najveéi potencijal za dalju primenu u terapijske svrhe. Ovi rezultati ukazuju na znacaj
rekombinantih himera u potencijalnoj terapiji alergija, pruzajué¢i nove uvide u mehanizme
imunoregulacije. Nastavak istrazivanja u ovoj oblasti mogao bi doprineti razvoju efikasnih
tretmana za alergijske bolesti poboljSavajuéi kvalitet zivota pacijenata.
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6. Zakljucak

Tokom ove doktorske disertacije tehnologijom rekombiante DNK proizvedene su
himere rBvla-BLwt, rBv1Il-BLHgat i rBLHgat-Bv1l nakon ¢ega su okarakterisani biohemijskim
1 imunoloskim metodama 1 ispitan je njihov imunomodulatorni uticaj u cilju potencijalne
primene kao terapeutika u AIT.

Zakljucci iz ove doktorske disertacije su sledeci:

1) Proizvodnja, preci§¢avanje i karakterizacija rekombinantnih himera:

Rekombinantne himere rBvla-BLwt, rBv1l-BLugatr i rBLusat-Bvll su
proizvedne u E. coli BL21 ekspresionom sistemu.

Himere rBvla-BLwt, rBv1l-BLngst | rBLugat-Bv1l su precis¢ene do 95%
Cistoce.

Molekulska masa proizvedenih himera je oko 33 kDa.

Prinos rekombinantnih proteina je 0,5 mg rBvla-BLwt, 0,3 mg rBv1l-BLngst i
0,2 mg rBLnest-Bv1l na 1 L ekspresiong medijuma.

Nivo endotoksina nakon uklanjanja iz uzoraka precis¢enih rekombinantnih
himera je bio ispod 0,5 ng/mL.

rBvla-BLwt himera je dimer u rastvoru.

rBv1l-BLugat 1 rBLugsat-Bvll himere pokazuju nizi afinitet za vezivanje
specificnog IgE antitela u serumima alergi¢nih pacijenata na polen breze u
odnosu na rBvla-BLwt.

2) Evaluacija imunomodulatornog potencijala rekombinantnih himera:

rBvla-BLwt himera zadrzala sposobnost rBLwt da stimuliSe sekreciju anti-
inflamatornog IL-10 citokina ex vivo u rezidentnim i tioglikolatom pobudenim
rBvla-BLwt himera pokazala je smanjenu sposobnost za aktivaciju MPO,
oslobadanje NO i indukciju sekrecije pro-inflamatornih citokina TNF-a i IL-6
u odnosu na rBLwt u ex vivo stimulisanim rezidentnim i tioglikolatom
Stimulacija THP-1 diferenciranih makrofaga antigenima je pokazala povecanje
u luéenju IL-10 anti-inflamatornog citokina nakon tretmana rBLwt, rBLngat |
rBvla-BLwt u odnosu na netretirane Celije, kao 1 u odnosu na ¢elije tretirane
rBvla antigenom. S druge strane, ni jedan od antigena nije uticao na trend
oslobadanja sekretovanih citokina IFN-y/IL-4.

Sve tri rekombinantne himere stimuliSu gensku ekspresiju IL-10 u Caco-2
¢elijama nakon tretmana kokulture Caco-2/THP-1.

Sve tri himere stimuliSu porast u trendu genske ekspresije anti-inflamatornog
IL-10 citokina i gensku ekspresiju Thl citokina IFN-y kod THP-1 makrofaga
nakon stimulacije ¢elijske kokulture Caco-2/THP-1.

rBvla-BLwt himera ostvaruje imunomodulatorni efekat na PBMCs izolovanim
iz krvi pacijenata alergi¢nih na brezu. Ovaj efekat se ogleda u povecanju u
trendu izluéivanja anti-inflamatornog citokina IL-10 i poveéanju odnosa
koncentracija izlucenih IFN-y i IL-4.

Nakon sveobuhvatne analize imunomodulatornog efekta rekombinantnih himera
rBvla-BLwt, rBv1l-BLnsst i rBLHgat-Bv1l na razlicitim tipovima ¢éelija urodenog imunskog
sistema (THP-1 makrofagima, Caco-2 epitelnim celijama i PBMCs izolovanim iz krvi
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alergi¢nih pacijenata na polen breze), zakljucujemo da himera rBvla-BLwt pokazuje najveci
terapijski potencijal u kontekstu AIT kod pacijenata alergi¢nih na polen breze. Osim §to ova
himera zadrzava sposobnost indukcije anti-inflamatornog citokina IL-10, pokazuje i znac¢ajno
smanjenje proinflamatornog odgovora u poredenju sa referentnim antigenom rBvla.

Dodatno, u eksperimentima sa kokulturom Caco-2/THP-1 makrofaga, rBvla-BLwt
pokazuje sposobnost indukcije ekspresije IL-10 u epitelnim celijama Caco-2 i THP-1
makrofagima, kao i indukciju genske ekspresije IFN-y u THP-1 makrofagima, $to ukazuje na
njen potencijal u modulaciji imunskog odgovora na nivou MALT.

Narocito je znacajno $to je rBvla-BLwt pokazala pozitivan imunomodulatorni efekat i
na PBMCs izolovanih iz krvi pacijenata alergi¢nih na polen breze. Ovaj evekat se manifestuje
stimulacijom proizvodnje IL-10 i pomeranju karakteristika citokinskog miljea ka Thl
imunskom odgovoru (porast u odnosu izlu¢enih IFN-y/IL-4).

Dobijeni rezultati sugeriSu da bi himera rBvla-BLwt mogla da bude klju¢ni kandidat
za dalji razvoj kao terapeutik u AIT. Ova himera pruza potencijalno efikasno reSenje za
ublazavanje simptoma alergija na polen breze. Takode, moZe poboljSati kvalitet Zivota
pacijenata. Ocigledno je da ova himera nudi izuzetno znacajne perspektive za razvoj
personalizovane 1 efikasne terapije alergijskih bolesti, otvaraju¢i put ka novim terapijskim
strategijama i unapredenju medicinske prakse u oblasti alergologije.
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7. Materijal i metode

7.1. Bioinformaticki alati za in silico dizajn rekombinantnih himera rBvla-
BLwt, rBv1I-BLusst | rBLusat-Bvil

Za dizajniranje 3D modela rekombinantnih himera koriS¢ene su kristalne structure
deponovane u bazi podataka o proteinima (eng. Protein data bank-PDB). Koris¢eni su PDB
unosi za lektin banane 5SEXG [75], mutant BanLecwsst 4PIT [78], glavni alergen polena breze
Betv 1a4BK?7 [130], kao i za hipoalergenu izoformu Bet v 11 1FM4 [37]. Dizajn, vizuelizacija,
i molekulsko procesovanje je uradeno pomocu Discovery Studio 19.1.0 programa [131]. Kako
bi se obezbedio strukturni integritet novodizajniranih himera kombinovano je molekularno
modelovanje i molekularna mehanika u smislu zamene pojedinih ostataka, uklanjanja ili
dodavanja neophodnih aminkokiselina. Nedostaju¢i N- i C- fragmenti su modelovani u
komformaciji nasumicnih petlji. Kako bi se prevazisle sterne smetnje izmedu domena uokviru
himera uvedeni su linkeri. Kod rBvla-BLwt himere konstruisan je glicni-prolin-glicin-prolin
(GPGP) linker, dok je kod druge dve himere linker sadrzao Sest aminokiselinskih ostataka
(GPGPGP) kako bi se obezbedile stabilne strukture. Takode, histidinski tag (6 uzastopnih
histidinskih ostataka) je dodat na C terminus kako bi se obezbedilo lakse preciS¢avanje proteina
pomocu afinitetne hromatografije sa metalom. In silico model je dizajniran sklapanjem ¢etiri
fragmenata i dodavanje atoma vodonika, nakon ¢ega je usledila minimizacija pune strukturne
u NAMD 2.9 [132]) sa CHARMM22 poljem sile [133] u implicitnom modelu vode.

Za in silico predvidanje molekulske mase proteina i njihove pl vrednosti koriscen je
program dostupan na internetu ExPasy ProtParamTool. U ovaj program je upisana
aminokiselinska sekvenca proteina, nakon ¢ega su dobijeni preracuni molekulske mase i pl
vrednosti.

7.2. Metode tehnologije rekombinante DNK za kloniranje i ekpresiju
rekombinantnih proteina

Tokom rada sa mikroorganizmima poStovana su pravila rada u mikrobioloskoj
laboratoriji. Sve podloge i rastvori su sterilisani autoklaviranjem tokom 20 min. na 121 °C, i
pritisku 103,5 kPa. Rastvori koji su osetljivi na toplotu (Stokovi antibiotika, rastvor IPTGa) su
sterilisani cedenjem kroz filter od 0,22 mikrona.

7.2.1. Priprema medijuma za rast mikroorganizama

Luria-Bretani (LB) medijum je pripremljen rastvaranjem 10 g triptona (Institut za
virusologiju, vakcine i serume Torlak), 5 g ekstrakta kvasca (Institut za virusologiju, vakcine i
serume Torlak), 5 g NaCl (Sigma Aldrich) u 1 L dejonizovane vode. Nakon rastvaranja
podesana je pH podloge na 7,4 pomocu 1M rastvora NaOh. Za potrebe pripreme ¢vrste podloge
u LB medijum je pre autoklaviranja dodato 15 g agara (Institut za virusologiju, vaccine i serume
Torlak) na 1L te¢ne podloge.

7.2.2. Priprema rastvora antibiotika

Za pripremu §tokova antibiotika kori§éene su soli proizvodaga Carl Roth GmbH. Stok
ampicilina je pripremljen rastvaranjem 100 mg Na-ampicilina u 1 mLdejonizovane vode. Stok
kanamicina je pripremljen rastvaranjem 25 mg kanamicina u 1 mL dejonizovane vode, dok je
Stok hloramfenikola pripremljen rastvaranjem 25 mg hloranfenikola u 1 mL 96% etanola.
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Radni rastvori antibiotika su pripremljeni razblazivanjem Stokova 1000 puta prohladenim
medijumom.

7.2.3. Priprema hemijski kompetentnih DH5a i BL21 ¢éelija

Escherichia coli DH50 i BL21 ¢elije su zasejane na ¢vrstu podlogu bez antibiotika za
sejanje DH5 a soja i sa ampicilinom (100 ug/mL) za sejanje BL21 soja metodom iscrpljenja
kako bi se dobila Cista kultura mikroorganizama i ostavljene da rastu 16h na 37 °C. Potom je
5 mL LB medijuma bez antibiotika i sa ampicilinom (100 pg/mL) inoukulisano jednom
kolonijom dobijenom metodom iscrpljenja. Prekono¢na kultura je ostavljena 16h na 37 °C, 250
rpm. Prekonoéna kultura je zasejana u 100 mL (u odnosu 200:1) LB medijuma sa
odgovaraju¢im antibioticima i ostavljena na 37 °C, 250 rpm, dok OD 600 (opti¢ka gustina na
600 nm) nije dostigla vrednost 0,3 - 0,5. Kultura je zatim ostavljena na ledu 10 minuta kako bi
¢elije prestale da rastu. Potom je kultura centrifugirana 10 min na 1600 x g, 4 °C da bi se
sakupile ¢elije. Supernatant je odbacen a talog ¢elija je resuspendovan u 10 mL hladnog 100
mM CaClz i inkubiran 30 minuta na ledu. Celijska suspenzija je ponovo centrifugirati na 1100
x g, 4 °C tokom 10 minuta. Supernatant je odliven a talog ¢elija je resuspendovan u 2 mL
hladnog 100 mM CaClz u 10% glicerolu. Celije su alikvotirane (po 50 uL) u sterilne ependorfe
I zamrznute na -80°C.

7.2.4. Kloniranje gena rBvla-BLwt, rBv1l-BLussat | rBLusst-Bvll iz pUC57 vektora u
pET23b vektor

Kako bi se uspesno uklonirali geni iz pUC57-rBvla-BLwt, pUC57-rBv1l-BLHgast i
pUC-rBLugst-BVv1l (Synbio Technologies) u pET23b vektor (Synbio Technologies) tretirani
su istim parom restrikcionih enzima Ndel i Xhol (Thermo Fisher Scientific). Sastav
restrikcione smese je dat u tabeli 8. Restrikcija je trajala 2h na 37 °C. Nakon zavrS$ene reakcije
isecanja proizvodi su analizirani agaroznom elektroforezom.

Tabela 9. Sastav restrikcione smeSe

Komponenta | Zapremin
a

Pufer R 1uL

Ndel 2 uL

Xhol 1ul

vektor 6 uL

Iz agaroznog gela dobijenog nakon analiziranja digestovanih vektora preciSéeni su
pET23b vektor 1 geni za himere pomocu kompleta za izolovanje DNK iz gela (Thermo Fisher
Scientific). Ukratko, agarozni gel u delu gde se nalazi traga odgovarajuc¢eg gena je iseCen i
rastvoren u adekvatnoj zapremini vezujuceg pufera na temperaturi od 55 °C. Ekstrakt je nanet
na kolonu za preciS¢avanje nakon ¢ega je kolona isprana puferom za ispiranje kako bi se
uklonile nevezane Cestice, dok je digestovana DNK eluirana puferom za eluciju. Nakon
pre€iS¢avanja odredena je koncentracija ekstrahovanog vektora pET23b 1 gena za
rekombiantne proteine na NanoDrop (Thermo Fisher Scientific) i postavljena je reakcija
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ligacije. Ligaciona smeSa je pripremljena po tabeli 9 tako da je odnos koncentracija gena prema
plazmidu bio 5:1. Ligacija je radena preko no¢i na 16 °C.

Tabela 10. Sastav ligacione smeSe

Komponenta Zapremin
a

10 x puffer za ligaciju 1L

Precis¢en gen 5uL

PET23b digestovani vektor | 2,5 uL

T4 DNK ligaza 0,5 uL

Dejonizovana voda 1uL

Po zavrsetku ove reakcije, ligacionom smeSom su transforisane E. coli DH5a ¢elije.
Reakcija transformacije je podrazumevala dodatak 4 pL ligacione smeSe u odmrznute
kompetentne E. coli DH5a éelije. Celije su potom ostavljene 30 min. na ledu, a potom je
usledio toplotni Sok 1 min. 42 °C. Posle toplotnog Soka, ¢elije su ostavljene na ledu 5 min. a
zatim su resuspendovane u 1 mL LB medijuma i ostavljene 1 h na 37 ° 250 rpm kako bi
zapodela ekspresija gena koji obezbeduju rezistenciju na antibiotike. Celijska suspenzija je
potom zasejana na ¢vrstu podlogu sa ampicilinom i ostalvjena je na 37 °C 18h. Kolonijama
koje su porasle preko no¢i su inokulisani LB medijumi sa ampicilinom (5 mL) i gajene su preko
no¢i na 37 °C 250 rpm. Nakon ovoga iz prekonoéne celijske kulture izolovani su plazmidi
pomocu Plasmid Miniprep kompleta (Thermo Fisher Scientific) po uputstvu proizvodaca.
Prekono¢ne ¢Celijske suspenzije su centrifugirane kako bi se oborio ¢éelijski talog. Nakon toga
¢elije su resuspendovane dodatkom pufera za resuspendovanje (250 plL), a potom su
vorteksovane. U ovakvu ¢elijsku suspenziju dodat je razvor za liziranje (250 plL), a potom i
rastvor za neutralizaciju (350 uL) uz lagano meSalje. Nakon neutralizacije ¢elijska suspenzija
je iscentrifugirana (15 min. 13400 rpm) kako bi se plazmidna DNK odvojila od ostalih ¢elijskih
komponenti (proteina, genomske DNK). Supernatant dobijen centrifugiranjem je dalje
preciscen na silikatnoj koloni ispiranjem puferom koji je sadrzao 96% etanol. Nakon koraka
talozenja, vezana plazmidna DNK je eluirana sa kolone dodatkom miliQ vode. Izolovani
plazmidi su digestovani restrikcionim enzimima Ndel i Xhol nakon €ega su analizirani
agaroznom elektroforezom.

7.2.5. Ekspresija rekombinantnih himera rBvla-BLwt, rBv1l-BLHgat i rBLHgat-Bv1l

Ekspresija rekombinantnih himera je uradena u E. coli BL21 RIPL ¢elijama. Celije su
transformisane po pretodno opisanom protokolu. Nakon transformacije, zasejane su
prekono¢ne kulture jednom od kolonija poraslih na agarnoj plo¢i. Sutradan je po 100 pL
prekonoéne kulture presejan u 300 mL LB medijuma. Celijska suspenzija je ostavljena na
37°C, 250 rpm dok ODeoo nije dostigla vrednost 0,6-0,8. Ekspresija je potom indukovana
dodatkom 1 mM IPTGa (izo-propil-B-D -tiogalaktozid) i ostavljena 14h na 22 °C, 250 rpm.
Alikvoti pre indukovanja ekspresije, kao 1 po zavvrSetku ekspresije su analizirani na SDS-
PAGE.
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7.3. Elektroforetske metode

7.3.1. Metoda agarozne elektroforeze

Agarozna elektorforeza je izvodena na PeqlLab PerfectBlue Mini L sistemu u TAE
puferu na 1% agaroznom gelu. 50 puta koncentrovani TAE pufer je pripremljen rastvaranjem
242 g Tris-HCI (Sigma Aldrich), 57,1 mL glacijalne sir¢etne kiseline (Betahem d.0.0.), 100
mL 0,5 M rastvora EDTA (pH 8,0) i dodatkom dejonizovane vode do 1L. Radni rastvor je
pripreman neposredno pre upotrebe razblazivanjem 50 puta dejonizovanom vodom 1%
agarozni gel pripremljen u TAE puferu rastvaranjem 1 g agaroze niske elektroendoosmoze
(Cleaver Scientific) u 100 mL pufera uz zagrevanje. Agarozni gel je ohladen na 55 °C nakon
¢ega je u njega dodata boja za vizuelizaciju DNK (PEQ Green u finalnom razblazenju 20000
puta). Gel je izliven u kadicu za elektroforezu i ostavljen da polimerizuje. Uzorci su pripremani
mesSanjem sa 6 puta koncentrovanom bojom za nanosenje (Thermo Fisher Scientific) tako Sto
jeu 10 pL uzorka dodavano 2 pL boje za nanoSenje uzorka. Nakon polimerizacije gela, u kadu
za elektroforezu je naliven TAE pufer i naneti su uzorci. Elektroforeza je trajala 1h na 80 V.
Po zavrSetku elektroforeze vizuelizacija traka je radena osvetljavanjem UV lampom.

Tabela 11. Sastav 50 x TAE pufera

Komponenta Koli¢ina
TRIS 242 g
Siréetna kiselina 57,1 mL
EDTA (0,5 M rastvor) pH 8,0 | 100 mL
Dejonizovana voda 842,9 mL

Ovako pripremljen pufer je pre rada razblaZivan u odnosu 1:50.

7.3.2. Natrijum-dodecilsulfat poliakrilamidna elektroforeza (SDS-PAGE)

SDS-PAGE je izvodena na Hoefer SE 600 Hroma vertikalnom sistemu u puferu za
denaturiSucu poliakrilamidnu elektroforezu (0,025 M Tris-HCI pH 8,3, 0,192 M glicin, 0,1%
SDS). Pripreman je 12% razdvajajuci poliakrilamidni gel, kao 1 4% koncentrujuci gel. Sastav
gelova je dat u tabeli 10. Nakon pipetiranja odgovaraju¢ih zapremina (tabela 10), izmedu
staklenih plo¢a razdvojenih distancerima debljine 1 mm prvo je naliven gel za razdvajanje, koji
je potom nadslojen zasi¢enim rastvorom n-butanola. Nakon polimerizacije gela za razdvajanje
n-butanol je ispran dejonizovanom vodom, a naliven je gel za koncentrovanje u koji su uronjeni
cesljevi kako bi se formirali bunari za nanoSenje uzoraka. Po zavrSetku polimerizacije, gel je
spakovan u sistem 1 naliven je pufer za denaturiSucu poliakrilamidnu elektroforezu. Uzorci su
pripremani me$anjem sa 5 x koncentrovanim puferom za uzorke (0,25 M Tris-HCI pH 6,8,
50% glicerol, 10% SDS, 0,1% brom fenol plavo, 25% p-merkaptoetanol) i to 40 uL uzorka je
pomesano sa 10 pL 5x koncentrovanog pufera za uzorke. Potom su uzorci kuvani u termobloku
(bioSan) na 95 °C 5 min. Po nanosenju uzoraka u bunare gela pustena je elektroforeza.
Koncentrovanje uzoraka je izvodeno pri konstantnom naponu od 80 V. Po prelasku uzoraka u
gel za razdvajanje napon je pojacan na 120-200 V. Po zavrsetku elektroforeze gel je bojen 5
minuta 0,1 % Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB G-250) bojom u 50% metanolu i 10%
sir¢etnoj kiselini. Nakon bojenja, gel je ispiran dejonizovanom vodom, nakon cega je
obezbojavan u rastvoru 7% sircetne kiseline.
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Tabela 12. Sastav gelova za SDS-PAGE

Komponenta 12% razdvajajuci gel | 4% koncentrujuci gel
30 % rastvor akrilamida | 4 mL 0,5mL

1,5M Tris-HCIpH 8,8 |2,5mL -

0,5M Tris-HCIpH 6,8 | - 0,94 mL
Dejonizovana voda 3,33 mL 2,25 mL

10% SDS 0,1 mL 0,038 mL

TEMED 0,004 mL 0,002 mL

10 % APS 0,075 mL 0,028 mL

7.4. Metode za odredivanje koncentracije proteina

7.4.1. Bradfordova metoda odredivanja koncentracije proteina

Standardi za konstrukciju standardne prave su pripremljeni pomo¢u BSA. Napravljena
je serija razblazenja od 0,1-1 mg/mL za konstruisanje makro standarnde krive i 0,01-0,1
mg/mL za konstrukciju mikro standardne krive.

Bradfordov reagens: 0,125% (m/V) CBB G-250, 19% (V/V) etanol, 42,5% fosforna
kiselina. Priprema Bradfordovog reagensa je podrazumevala rastvaranje boje i etanola uz
postepeno dodavanje dejonizovane vode i forsforne kiseline. Nakon rastvaranja reagens je
proceden kroz filter papir dok se nije dobila braon boja reagensa. Za odredivanje koncentracije
proteina koriS¢ene su makro metoda za koncentracije u opsegu 0,1-1 mg/mL i mikro metoda
za opseg koncentracija 0,01-0,1 mg/mL. Za odredivanje koncentracije makro metodom
koris¢eno je 5 pL uzorka koje je meSano sa 200 uL Bredfordovog reagensa, sa druge strane za
odredivanje koncentracije mikro metodom odmeravano je 20 pL uzorka i 200 pL reagensa u
bunare mikrotitar plo€ice od 96 bunara. Nakon 5 minuta inkubacije na sobnoj temperaturi u
mraku merena je apsorbancija na talasnoj duzini 620 nm kori$¢enjem Citaca za mikrotitar
plo¢ice LKB Micro plate reader 5060-006 (GDV, Rim, Italija). Slepa proba je pripremana
mesSanjem 5, odnosno 20 puL dejonizovane vode sa 200 puL reagensa. Sva merenja su uradena u
triplikatu.

7.4.2. Odredivanje koncentracije proteina merenjem A2g0

Za odredivanje koncentracije proteina merenjem apsorbance na 280 nm koriS¢eni su
samo uzorci koji su sadrzali pre€iS¢en protein. Uzorci su mereni na spektrofotometru (Lab
Logistics Group GmbH, Mekenhajm, Nemacka) uz prethodno oduzimanje slepe probe (pufera
u kom se uzorak nalazi). Nakon merenja A2go kako bi se odredila koncentracija proteina
primenjen je Lambert-Beerov zakon:

Azxgo=a x b xc
Gde su:
a-ekstencioni koeficijent odreden za svaki protein pojedinalno,

b-predeni put svetlosti i za kivetu koja je kori$¢ena iznosi 1 cm,
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c-koncentracija mol/L.

Kako bi se koncentracija izrazila u mg/mL, dobijena molarna koncentracija je pomnozena sa
molekulskom masom odredenom za svaki protein.

[mg/mL] = ¢ [mol/L] * Mw
7.5. Metode preciS¢avanja rekombinantnih himera

7.5.1. Precisc¢avanje rekombinantne himere rBvla-BLwt

Sephadex G-75 matriks je umrezeni dekstran (razgranati a-1,6 i a-1,3 polimer glukoze)
I tradicionalno se koristi kao matriks za gel filtraciju. Kako lektin banane specifi¢no prepoznaje
glukozu afinitetno se vezuje za ovaj matriks. Rekombinantna himera rBvla-BLwt je preciS¢ena
afinitetno na ovomm matriksu. Celijska suspenzija nakon ekspresije je centrifugirana, a potom
resuspendovana u puferu za liziranje (20 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 0,1% triton-X-100 pH
7,8, tabela 11). Nakon toga ¢elijski sadrzaj je osloboden sonikacijom ultrazvu¢nom sondom
(10x 10 s na 30 W). Dobijena suspenzija je centrifugirana 10 min. 13400 rpm i analiziran je
sadrZaj rastvora i taloga na SDS-PAGE. Kako se protein nalazio u citosolu u rastvorenoj formi
supernatant je koriS¢en za dalji rad. Sephadex G-75 matriks je ekvilibrisan puferom za
ekvilibraciju (20 mM Tris-Hcl, 150 mM NaCl, pH 7,8 tabela 12) u bacu (1 h na sobnoj
temperature uz blago mesanje). Potom je uzorak proteina vezivan za matriks takode u bacu (1
h na sobnoj temperature uz blago mesanje). Elucija proteina je radena na sobnoj koloni sa
protokom 1 mL/min. Nevezani proteini su eluirani puferom za ekvilibraciju, dok su vezani
proteini eluirani puferom za eluciju (20 mM Tris-Hcl, 150 mM NacCl, 0,5 M glukoza pH 7,8
tabela 13). PreciS€avanje proteina je praceno spot testom.

Tabela 13. Pufer za liziranje éelija

Komponenta Kolicin
a

Tris 2,49

NaCl 8,79

Triton-X-100 0,1 mL

Dejonizovana voda | 1 L

Tabela 14. Pufer za ekvilibraciju Sephadex G-75 matriksa

Komponenta Kolicin
a

Tris 2,49

NaCl 8,790

Dejonizovanavoda | 1 L

Tabela 15. Pufer za eluciju vezanih proteina na Sephadex G-75 matriksu
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Komponenta Kolicin
a

Tris 2449

NaCl 8,79

Glukoza 9049

Dejonizovana voda | 1 L

7.5.2. Precis¢avanje rekombinantnih himera rBv1Il-BLngat | rBLHgaT-BV1l

Celijske suspenzije nakon ekspresije rekombinantnih proteina rBv1l-BLygst i rBLusat-
Bv1l su centrifugirans, nakon ¢ega su resuspendovane u puferu za liziranje (20 mM Tris-HCI,
150 mM NacCl, 0,1% triton-X-100 pH 7,8, tabela 11). Nakon toga usledilo je liziranje ¢elija
sonikacijom ultrazvuénom sondom (10 x 10 s na 30 W). Dobijene suspenzije su centrifugirane
10 min. 13400 rpm i analizirani su njihovi sadrzaji u rastvoru i talogu na SDS-PAGE. Oba
proteina su se eksprimirala u formi nerastvornih inkluzionih tela. Inkluziona tela su ispirana 3x
puferom za liziranje, potom puferom za lizu koji nije sadrzao nejonski detergent Triton-X-100
1 na kraju su rastvorena u puferu koji je sadrzao 6M ureu (tabela 14). Kakos u oba proteina
oznacena histidinskim tagom prec¢i§¢avana su hromatografijom sa metalom. Precis¢avanje je
radeno na komercijalnoj HiTrap IMAC HP koloni zapremine 1 mL na AKTA Purifier 10
sistemu (GE Healthcare, Upsala, Svedska). Ekvilibracija i elucija su radene pri brzini protoka
od 1 mL/min i pritisku od 0,5 MPa. Kako je hromatogradija radena u denaturiSu¢im uslovima,
svi puferi su sadrzali 6M ureu. Kolona je ekspilibrisana sa 5 kolonskih zapremina pufera za
ekvilibraciju (20 mM Tris-Hcl, 150 mM NaCl, 6 M urea, pH 7,8 tabela 14). Uzorak je nanet
brzinom 1 mL/min pri pritisku od 0,5 MPa. Eluiranje nevezanih frakciaj je uradeno sa puferom
za ekvilibraciju dok je pufer za eluciju vezanih frakcija bio 20 mM Tris-Hcl, 150 mM NaCl, 6
M urea, 300 mM imidazol pH 7,8 (tabela 16).

Tabela 16. Pufer za rastvaranje inkluzionih tela i pufer za ekvilibraciju

Komponenta Kolicin
a

Tris 2449

NaCl 8,79

Urea 360,36 g

Dejonizovana voda | 1 L

Tabela 17. Pufer za eluciju vezanih proteina sa IMAC kolone

Komponenta Kolicin
a

Tris 2,49

NaCl 8,790

Urea 360,36 g
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imidazol 20,42 g
Dejonizovanavoda | 1 L

7.6. Uklanjanje endotoksina iz uzoraka i odredivanje njegove koncentracije

7.6.1. Uklanjanje endotoksina na matriksu sa vezanim e-poli-L-lizinom

Za uklanjanje endotoksina iz uzoraka prec¢iS¢enih proteina koriS¢ena su zrna visokog
kapaciteta bazirana na celulozi kuplovanoj sa e-poli-L-lizinom (Thermo Scientific™
Pierce™), Za postupak je koriS¢eno uputstvo proizvodaca. Ukratko, zrna su regenerisana
inkubacijom u 0,2 N NaOH u 95% etanolu tokom noéi. Sutradan su zrna isprana sa kolonskih
zapremina 2 M NaCl, potom sa 5 kolonskih zapremina sterilne dejonizovane vode. Nakon
ispiranja, zrna su ekvilibrisana sa 5 zapremina sterilnog PBSa. Po zavrSetku ekvilibracije, nanet
je uzorak, nakon cega je sakupljena protoCna frakcija i matriks je ispran sa jo§ 2 kolonske
zapremine pufera. U sakupljenim uzorcima je odredena koncentracija endotoksina.

7.6.2. Odredivanje koncentracije endotoksina

Koncentracija endotoksina u uzorcima nakon njegovog uklanjanja je odredena pomocu
Hromogenog paketa za odredivanje koncentracije endotoksina (Thermo Scientific™ Pierce™),
Odredivanje koncentracije je radeno po uputstvu proizvodaca. Mikrotitar ploca je
preekvilibrisana zagrevanjem na 37 °C. Dodato je 50 pL uzorka ili standardnog rastvora po
bunaru mikrotitar plocice. Dok je ploc¢ica bila na 37 °C dodato je 50 uL reagensa za liziranje i
zapoceto je merenje vremena. Nakon naznaenog vremena za nize odnosno vise standarde
dodat je hromogeni supstrat prethodno zagrejan na 37 °C (100 pL/bunar). Plo¢ica je inkubirana
6 min. na 37 °C. Nakon isteka 6 min. dodato je 50 uL reagensa za zaustavljanje reakcije i
oCitana je absorbanca na 405 nm. Na osnovu standradne prave odredena je koncentracija
endotoksina nakon uklanja.

7.7. Instrumentalne metode za karakterizaciju proteina

7.7.1. Gel-filtracija za odredivanje molekulske mase

Gel-filtracija je radena kako bi se utvrdila molekulska masa i broj subjedinica nativnog
proteina. Hromatografija je uradena na Superdex 75 PC 3.2/30 koloni (V=2,4 mL, GE
Healthcare) na AKTA Purifier 10 sistemu (GE Healthcare). Ekvilibracija i elucija proteina sa
kolone su radene u istom puferu (20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 0,3 M glukoza pH 7,8 tabela
16). Kolona je ekvilibrisana propustanjem dve kolonske zapremine pufera brzinom 0,02
mL/min i pritisku od 2,4 MPa. Nakon ekvilibracije naneto je 10 uL uzorka proteina u istom
puferu koncentracije 0,5 mg/mL. Standardna prava je dizajnirana propustanjem standarndih
rastvora proteina pri istim uslovima. Standardni rastvori proteina su pripremani rastvaranjem
komercijalnih proteina u puferu u koncentraciji 0,5 mg/mL. Kori$¢eni su slede¢i standradi
proteina: BSA (66,5 kDa) (Serva Electrophoresis GmbH), ovalbumin (OVA 43 kDa) (Merck
KGaA) and lysozyme (14.4 kDa) (Merck KGaA).

Tabela 18. Pufer za gel-filtraciju

Komponenta Kolicin
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a
Tris 2,49
NaCl 8,79
Glukoza 54 ¢
Dejonizovanavoda | 1 L

7.7.2. CD spektroskopska analiza sekundarnih struktura proteina

Cirkularni dihroizam (CD) je sniman kako bi se odredile sekundarne structure prisutne
u uzorku proteina. CD spektar je sniman na 25 °C na Jasco J-815 A spektrofotometru (Jasco).
Uzorak (1 mg/mL) je pripremljen dijalizom naspram dejonizovane vode. Snimanje je uradeno
u dalekoj UV oblasti (180-260 nm) u kiveti Sirine 0,5 mm. Podaci su snimani brzinom 50
nm/min. Finalni spektar je dobijen kao prose¢na vrednost akumulacije tri snimljena spektra
nakon oduzimanja vrednosti same dejonizovane vode kao slepe probe.

7.8. Imunoloske metode za karakterizaciju rekombinantnih himera

Odobrenje za koris¢enje bioloskog materijala humanog porekla je dobijeno od Etickih
komisija Univerzitetske decije klinike TirSova Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu,
kao i Instituta za virusologiju, serume i vakcine Torlak.

7.8.1. Izolovanje seruma alergic¢nih pacijenata

Serumi alergi¢nih pacijenata neophodnih za imunoloSku karakterizaciju
rekombinantnih proteina su dobijeni u saradnji sa dr. Marinom Atanaskovi¢-Markovié¢
(Univerzitetska de¢ja klinika TirSova- Medicinski fakultet Univerzitet u Beogradu, Beograd,
Srbija) 1 dr. Gordana Blagojevica (Institut za imunologiju, vakcine 1 serume Torlak, Beograd,
Srbija). Svi serumi su dobijeni iz pune krvi dobrovoljnih davaoca koji imaju klinicku istoriju
alergije na polen breze. Serumi su dobijeni iz venske krvi koja je izvadena u vakutaner koji ne
sadrZi antikoagulanse, ali sadrzi gel za razdvajanje krvnih ¢elija od serum ai krvnog ugruska.
Nakon vadenja krvi u ovaj tip vakutanera ona je ostavljena 30 min. na 4 °C nakon ¢ega je
centrifugirana na 3000 rpm. 20 min. Bistra Zuta te¢nost dobijena nakon centrifugiranja
predstavlja serum. Ovako dobijen serum je inkubiran 10 min. na 56 °C kako bi se inaktivirao
komplement, nakon ¢ega je alikvotiran u manje zapremine u ¢uvan na -20 °C do dalje upotrebe.

7.8.2. Imunoblot za proveru IgE reaktivnosti

Kako bi se ispitala IgE reaktivnost rekombinantne himere rBvla-BLwt ovaj protein je
transferovan na nitroceluloznu membranu (NC) elektrotransferom polu-suvom metodom.
Rastvor proteina je razdvojen SDS-PAG elektroforezom. Po zavrSetku elektroforeze sklopljen
je sendvi¢ (redosled od anode ka katoddi: Watmann papir-nitrocelulozna membrana- SDS-
PAGE gel- Watmann papir) u Towbinovom puferu (tabela 17). Transfer je trajao 45 min. uz
jaginu struje 2 mA/cm? gela. Uspesnost transfera je proverena bojenjem NC membrane bojom
Ponceau S (1% rastvor Ponceau S u 7% siréetnoj kiselini).

Tabela 19. Towbinov pufer za transfer proteina na NC membranu
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Komponenta Kolicin
a

Tris 2949

Glicin 1,45¢g

SDS 0,185¢

Methanol 100 mL

Dejonizovana voda | 500 mL

Po zavrSetku transfera i1 detekcije proteina na membrane membrana je iseCena na
diskretne trake Sirine 3 mm. Za immunoblot koriSéeni su sledeéi rastvori: TBS (trisom
puferisan fizioloski rastvor, tabela 18), tTBS (0,02% Tween u TBSu), 1% BSA u tTBS, pufer
za alkalnu fosfatazu (100 mM TRIS, pH 9,6, 50 mM MgCl;, tabela 19), supstrati za alkalnu
fosfatazu BCIP (5-bromo-4-hloro-3-indolil-fosfat, 50 mg/mL u dejonizovanoj vodi tabela 20)
i NBT (nitro-blue-tertrazolijum 50 mg/mL u dimetilformamidu tabela 20).

Tabela 20. Trisom puferisan fizioloski rastvor

Komponenta Kolicin
a

Tris 3,639

NaCl 99

Dejonizovana voda | 1L

Tabela 21. Pufer za alkalnu fosfatazu

Komponenta Kolicin
a

Tris 121¢g

MgCl2 x 5 H20 0,01¢g

Dejonizovana voda | 100 mL

Tabela 22. Supstrati za alkalnu fosfatazu BCIP i NBT

BCIP NBT
Komponenta Koli¢ina | Komponenta Kolicin
a
BCIP 50 mg NBT 50 mg
Dejonizovana voda | 1 mL Dimetil formamid | 1 mL
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Smesa radnog rastvora je pripremljena neposredno pre upotrebe mesanjem 66 pl NBT i 33 puL
BCIP u 10 mL pufera za alkalnu fosfatazu.

Sve trake sa transferovanim proteinom su tretirane po postupku opisanom ispod:

1.
2.
3.

ok~

~

Blokiranje 1% BSA u tTBSu, 1 h, sobna temperatura, meSanje 100 rpm.

Ispiranje tTBS, 3 x 10 min, sobna temperatura, mesanje 100 rpm.

Inkubacija sa pojedina¢nim serumima alergi¢nih pacijenata (svi uzorci razblazeni
TBSom tako da je finalna koncentracija specificnog IgE 6 kU/L), preko no¢i, sobna
temperature, mesanje 100 rpm.

Ispiranje tTBS, 3 x 10 min, sobna temperatura, mesanje 100 rpm.

Inkubacija sa monoklonskim anti-IgE antitelom obelezenim alkalnom fosfatazom
(Sigma Aldrich) razblazenim po uputstvu proizvodaca, 1h, sobna temperatura,
mesanje 100 rpm.

Ispiranje tTBS, 3 x 10 min, sobna temperatura, mesanje 100 rpm.

Ispiranje TBS 1 x 10 min, sobna temperatura, mesanje 100 rpm.

Detekcija je radena dodatkom precipitirajuéeg supstrata za alkalnu fosfatazu do
pojave ljubicastog taloga na 37°C, nakon Cega je reakcija stopirana ispiranjem
membrane dejonizovanom vodom.

7.8.3. ELISA inhibicija

ELISA inhibicija je koriS¢ena kako bi se uporedila IgE reaktivnost hipoalergenog Bet
v 111 rekombinantnih himera koje sadrze hipoalergeni Bet v 11 (rBv11-BLngat | rBLHgat-BV1I)
sa proalergenim Bet v 1a i himerom koja sadrzi proalergeni Bet v 1 a (rBvla-BLwt). Proteini
su kuplovani za mikrotitar plocicu rastvaranjem u puferu za kuplovanje (50 mM karbonatno-
bikarbonatni pufer pH 9,6, tabela 22). Kori$¢eni su isti rastvori kao za immunoblot osim
rastvora supstrata za alkalnu fosfatazu. Za detekciju u ELISA kori$éen je p-nitrofenilfosfat
(pPNPP) kao supstrat (1 mg/mL) u puferu za alkalnu fosfatazu (tabela 23).

Tabela 23. Pufer za kuplovanje

Komponenta Koli¢in
a
Na2.CO3 0,159 g
NaHCOs 0,293 g
Dejonizovana voda | 100 mL

Tabela 24. Supstrat za alkalnu fosfatazu pNPP

Komponenta Koli¢ina

PNPP

1mg

Pufer za alkalnu fosfatazu | 1 mL

ELISA inhibicija je uradena po postupku opisanom ispod:
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1. Za ELISA plocicu je kuplovano 1 pg proteina po bunaru (rBvla ili rBvla-BLwt) u
puferu za kuplovanje preko noc¢i na 4 °C.

Ispiranje tTBS, 3 x 10 min, sobna temperatura.

3. Blokiranje 1% BSA u tTBSu, 1 h, sobna temperatura, mesanje 100 rpm.

a. Paralelno sa blokiranjem postavljeno je inkubiranje pula seruma alergi¢nih
pacijenata na polen breze sa odgovarajuéim koli¢inama rBvll, rBvll-
BLHgat ili rBLHgat-Bvll (10 ng - 100 ng po bunaru), 1h na sobnoj
temperaturi uz mesanje 100 rpm.

Ispiranje tTBS, 3 x 10 min, sobna temperatura.

Inkubacija sa pulom alergi¢nih pacijenata i inhibitora (u bunare kuplovane rBvla
dodata je smesa sa rBvll kao inhibitorom, dok je u bunare kuplovane sa rBvll-
BLwt dodata smeSa sa rBv11-BLnsat ili rBLusat-BV1I kao inhibitorima.

6. Inkubacija sa monoklonskim anti-IgE antitelom obeleZenim alkalnom fosfatazom
(Sigma Aldrich) razblazenim po uputstvu proizvodaca, 1h, sobna temperatura. rpm.
Ispiranje tTBS, 3 x 10 min, sobna temperatura.

Ispiranje TBS, 3 x 10 min, sobna temperatura.

9. Detekcija je radena dodatkom rastvorljivog supstrata za alkalnu fosfatazu 30 min.

na 37°C, nakon Cega je izmerena apsorbanca na 405 nm (Aa4os).

N

ok~
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7.9. EX vivo tretman miSijih peritonealnih makrofaga

Funkcionalni testovi rekombinantne himere rBvla-BLwt su izvedeni na peritonealnim
sa zakonom Republike Srbije i1 evropske regulative za dobrobit Zivotinja. Dozvola za rad na
zivotinjama je dobijena od Eticke komisije Ministarstva poljoprivrede i zastite zivotne sredine
Republike Srhije.

ooooo

Makrofagi su prikupljeni iz peritonealne Supljine miSeva. Rezidentni makrofagi (RM)
su dobijeni ispiranjem peritonealne Supljine sa po 5 mL sterilnog, hladnog PBSa, nakon ¢ega
su isprani 2 puta RPMI 1640 medijumom (Sigma Aldrich) uz dodatak 5% FBSa. Makrofagi
pobudeni tioglikolatom (TGM) su dobijeni na isti nacin kao i RM iz miSeva kojima je 4 dana
ranije ubrizgan 1 mL 3% tioglikolatnog medijuma. Vijabilnost dobijenih ¢elija je procenjena
bojenjem tripan plavim.

ooooo

Izolovani RM 1 TGM su zasejani u mikrotitar plo¢u od 24 bunara u koncentraciji 1 x
10° ¢elija /mL, 1 mL po bunaru. Celije su ostavljene tokom 24 h na 37 °C, 5% CO kako bi se
zalepile za dno bunara mikrotitar ploce. Sutradan su ¢elije koje se nisu zalepile isprane RPMI
1640 (prethodno zagrejanim na 37 °C). Svez RPMI 1640 koji je sadrzao stimulatore (rBLwt,
rBvla, rBvla-BLwt) u odgovarajucoj koli¢ini je dodat u bunare (1 mL po bunaru). Svi
stimulatori su testirani u tri koncentracije: 13,7 nM (ekvivalentno 0,20 pg/mL rBLwt, 0,26
pg/mL rBvla i 0,46 pg/mL rBvla-BLwt), 68.6 nM (ekvivalentno 1,00 pg/mL rBLwt, 1,28
pug/mL rBvlai 2,29 pg/mL rBvla-BLwt), i 342,9 nM (ekvivalentno 5 ug/mL rBL, 6,40 pg/mL
rBvlai 11,45 pg/mL rBvla-BLwt). Po pet uzoraka RM i TGM (n=5) je stimulisano svakim
stimulatorom u definisanoj koli¢ini. Po pet uzoraka RM 1 TGM je tretirano samo RPMI 1640
medijumom kao kontrolom. Uzorci su inkubirani 48 h na 37 °C, 5% COa,.
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7.10. Diferencijacija i tretman THP-1 makrofaga

7.10.1. Odrzavanje THP-1 monocita u celijskoj kulturi

THP-1 monociti su gajeni u suspenziji u boci za éelijsku kulturu (povrsine 75 cm?, T-
75) u hranljivoj podlozi RPMI-1640 sa dodatkom 10% FBSa, 1% penicilinom/streptomicinom
(Gibco) i 1% L-glutaminom (Gibco). Hranljivi medijum je menjan svaka 2-3 dana. Nakon $to
je broj ¢elija u flasku dostigao 8 x 10° éelija/mL éelije su pasazirane. Pasaziranje THP-1
monocita je podrazumevalo centrifugiranje Celijske suspenzije 5 min. na 300 x g, nakon Cega
je éelijski talog resuspendovan u 1 mL medijuma. Celijska koncentracija je odredena brojanjem
¢elija u hemocitometru, nakon razblazivanja 50 x u PBSu. Nakon brojanja ¢elije zasejane u
flask u koncentraciji 0,2 x 10° ¢elija/mL u 10 mL medijuma koji se sastojao od 30% starog i
70% svezeg medijuma. Dodatak izvesnog procenta starog medijuma je neophodan jer se u
njemu nalaze hormoni i fakori rasta koje su ove ¢elije izlucile i koje potpomazu njihov rast
nakon pasaziranja.

7.10.2. Diferencijacija THP-1 monocita u makrofage

THP-1 monociti (0,12 x 10° ¢elija/bunar) su diferencirani sa 100 ng PMA (forbol-12-
miristat-13-acetat) u mikrotitar plo¢i od 48 bunara i inkubirani tokom 24 h, 37 °C, 5% CO..
Nakon toga PMA je ispran PBSom 2 x i Celije su tokom 24 h gajene u kompletnom RPMI-
1640 medijumu kako bi se dovrsila njihova diferencijacija. Nakon diferencijacije, dobijeni
makrofagi su tretirani antigenima u koncentraciji 342,9 nM tokom 24 h, 37 °C, 5% CO.. Po
isteku ovog vremena supernatanti su sakupljeni pazljivo kako se ne bi pokupile zalepljene ¢elije
1 analizirani sendvi¢ ELISA metodom kako bi se odredila koncentracija izlucenih IL-4, IL-10
I IFN-y u medijumu.

7.11. Razvoj i tretman kokulture Caco-2/THP-1 makrofaga

Za potrebe uspostavljanje celijske kokulture koriS¢ene su dve besmrtne celijske linije
Caco-2 celije (Celijska linija humanog epitelnog kolorektalnog adenocarcinoma) i THP-1
monociti (¢elije humane akutne leukemije). Oba tipa celija su kupljena od ATCC (zbirka
americke tipi¢ne culture- eng. American Type Cell Culture). Hranljive podloge koris¢ene za
rad, kao is vi neophodni rastvori su ¢uvani u frizider, a pre rada su zagrevane u vodenom
kupatilu na 37 °C. Celije su gajene na 37 °C, 5% CO,. Sav rad sa éelijskim kulturama je
obavljan u sterilnoj komori, sa sterilnim posudem 1 plastikom.
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Slika 44. Shematski prikaz uspostavljanja Celijske kokulture

7.11.1. OdrZavanje celijskih kultura Caco-2 i THP-1

Caco-2 ¢celije su gajene kao zalepljeni celijski monosloj u boci za kulturu celija
(povrsine 75 cm?, T-75) u hranljivoj podlozi EMEM (Erlov minimalni esencijalni medijum-
eng. Eagle’s minimal essential medium) sa dodatkom 20 % FBSa, 1 % penicilina/streptomicina
(Gibco) i 1 % L-glutaminom (Gibco). Hranljivi medijum je menjan svaka 2-3 dana dok celije
nisu porasle tako da zauzimaju 80-90% povrSine boce za kulturu c¢elija (uspostavljanja
konfluencije). Celije su potom pasaZirane po slede¢em protokolu:

Odbacen je medijum iz boce za gajenje celija.

Celije su isprane PBSom tako da se potpuno prekrije ¢elijski monosloj rastvorom.
Celije su inkubirane u rastvoru tripsin-EDTA 5 - 15 min. na 37 °C, 5 % CO..
Celije su sakupljene u tubu od 15 mL koja je dopunjena kompletnim medijumom
kako bi se inhibirala aktivnost tripsina.

Celijska suspenzija je centrifugirana 5 min. na 300 x g.

Celijski talog je resuspendovan u 1 mL sveZeg hranljivog medijuma.

Celije su izborjane kori§éenjem hemocitometra.

U novi flask je zasejano 0,2 x 10° éelija, koje su potom gajene na 37 °C, 5% CO
do ponovnog uspostavljanja konfluencije.

el A

NG

Celije u pasazama 25-35 su koriS¢ene za eksperimente.

THP-1 monociti su gajeni u suspenziji po protokolu opisanom u 7.8.1.

7.11.2. Uspostavijanje cCelijske kokulture Caco-2/THP-1 makrofagi

Za uspostavljanje celijske kokulture Caco-2 Celije su zasejane sa apikalne strane
polupropustljivog (porozna membrana 0,4 pm) migracionog umetka za bunare (0,1 x 10° éelija
po bunaru) za mirkotitar plo¢icu od 24 bunara (Thermo Fisher Scientific). Celije su gajene 18-
21 dan kako bi se uspostavio konfluentan monosloj. Sa apikalne strane je dodavan kompletni
EMEM medijum, dok je sa bazolateralne strane postepeno uvoden kompletan RPMI-1640
medijum (tabela 7). Tokom tog perioda pracen je transepitelni elektricni otpor (TEER)
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upotrebom Milicell-ERS Volt-Ohm-metar (Millipore). Polupropustljivi migracioni umetci sa

éelijskim monoslojem ¢&iji je TEER bio veéi od 400 Qcm? su koriséene za uspostavljanje
kokulture.

THP-1 monaociti su diferencirani po protokolu opisanom u 7.8.2. Nakon diferencijacije,
makrofagi su nadslojeni Caco-2 ¢elijama na polupropustljivim migracionim umetcima. TEER
je meren nakon 4 h, 24 h i 48 h od uspostavljanja kokulture kako bi se proverio uticaj THP-1
makrofaga na integritet epitelnog monosloja. Kokultura u kojoj izmereni TEER nije opao vise
od 90% tokom pvih 48 h i1 kojoj se TEER vratio na vise od 95 % je smatrana stabilno
uspostavljenom kokulturom i koris¢ena je za dalji rad.

7.11.3. Stimulacija kokulture Caco-2/THP-1 makrofagi antigenima

Nakon uspostavljanja stabilne kokulture, medijum sa bazolateralne strane je zamenjen
svezim kompletnim RPMI-1640 medijumom. Sa apikalne strane na Caco-2 ¢elije je dodat
EMEM medijum sa antigenima u koncentraciji 342,9 nM (Sto odgova slede¢im
koncentracijama: 5 pg/mL rBLwt i rBLHgat, 6,4 pg/mL rBvlairBvil, i 11,45 pg/mL Cwt, C1,
C2). Celijski tretman je trajao 24 h na 37 °C, 5% CO,. TEER je izmeren pre ¢elijskog tretmana
i nakon zavrSetka 24 h. Po zavrSetku tretmana supernatanti su odbaceni a Caco-2 epitelne Celije
I THP-1 makrofagi su kori$¢eni za analizu genske ekspresije.

7.12. Izolovanje i tretman mononuklearnih ¢elija periferne krvi

Mononuklearne ¢elije periferne krvi (PBMCs) su izolovane iz pune krvi etiri pacijenta
alergi¢na na polen breze (pacijenti 8-11, tabela 4). Regrutovanje volontera za ovu studiju
obezbedio je dr Gordan Blagojevi¢ (Instituta za virusologiju, vaccine i serume Torlak u
Beograd, Srbija). Puna krv je dobijena venskom punkcijom i sakupljanjem u vakutaner sa
EDTA kao antikoagulacionim sredstvom. Nakon sakupljanja krvi, vakutaner je promesan
izvrtanjem nekoliko puta kako bi se sprecila koagulacija. Postupak za izolovanje PBMCs (slika
45.) je podrazumevao upotrebu Histopaque®-1077 (Sigma Aldrich) rastvora za obezbedivanje
koncentracionog gradijenta. Puna krv je razblaZena 2 puta fizioloSkim rastvorom (0,9 % NaCl
u dejonizovanoj vodi) nakon ¢ega je nadslojena Histopaque®-1077 reagensom (puna krv 2 x
razblazena: Histopaque®-1077=2:1). Uzorci su centrifugirani na 400 x g 30 min. na sobnoj
temperaturi uz ugasenu kocnicu centrifuge. PaZljivo je uklonjena krvna plazma, pa medusloj u
kome se nalaze PBMCs. PBMCs su isprane 2x PBS-om 300 x g 4°C. Nakon ispiranja ¢elije su
izbrojane i razbazene na 1x10° ¢elija/mL u kompletnom RPMI-1640 medijumu bez FBS-a.
Celije su zasejane u mikrotitar plogicu od 96 bunara (200 pL) i dodati su antigeni u RPMI-
1640 medijumu u koncentraciji 342,9 nM $§to odgova slede¢im koncentracijama: 5 pg/mL
rBLwt i rBLHgaT, 6,4 pg/mL rBvlai rBvll, i 11,45 pg/mL Cwt, C1, C2 i ostavljene na 37 °C,
5% CO». Nakon 48 h stimulacije skupljeni su supernatanti. Kako bi se uklonile ¢elije uzorci su
centrifugirani 10 min. x 13400 rpm. Celijski talog je odbagen nakon centrifugiranja, a
supernatanti su sacuvani na -80 °C za dalju analizu ELISA sendvi¢ esejom.
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Slika 45. Shematski prikaz izolovanja PBMCs iz pune krvi pomo¢u Histopak rastvora.

7.13. Odredivanje aktivnosti mijeloperoksidaze nakon tretmana miSijih
makrofaga

Aktivnost mijeloperoksidaze (MPO) je odredena u mikrotitar plo¢i od 96 bunara. Svi
prethodno opisani rastvori (Celijsk suspenzija, RPMI 1640 medijum sa ili bez antigena) su
dodati u zapremini 100 uL po bunaru. Nakon zavrSetka 48 h inkubacije na 37 °C, 5% COs,
supernatanti su odbaceni a Celijski talog je ispran dva puta sa po 200 uL na 37 °C zagrejanog
PBSa, nakon ¢ega je sledilo centrifugiranje 5 min. 250 g. Celije su potom lizirane dodatkom
50 uL 0,1% Triton-X-100 u PBSu koji je sadrzao inhibitore proteazne aktivnost, nakon ¢ega
su meSane 30 min. na sobnoj temperature. Enzimska aktivnost je merena u ¢elijskom lizatu.
Reakcija je zasnovana na oksidaciji o-fenilendiamina (OPD, Merck KGaA). OPD rastvor (1
mg/mL OPD, 0.01 % vodonik peroksid, 50 mM limunska kiselina, pH 5, tabela 24) je dodat u
bunare. Reakcija je trajala 30 min. na sobnoj temperaturi, a potom je zaustavljena dodatkom 1
M sumporne kiseline. Izmerena je absorbanca na talasnim duzinama 492/620 nm (Aa492/620) Na
ELISA ¢ita¢u (Multiskan Ascent, Labsystems).

Tabela 25. OPD rastvor

Komponenta Koli¢ina
OPD 100 mg
30 % vodonik peroksid | 0,033 mL
Limunska kiselina 0,96 g
Dejonizovana voda 100 mL

7.14. Odredivanje proizvodnje azot (II) oksida nakon tretmana miSijih
makrofaga

Proizvodnja NO je odredena kao indirektni pokazatelj aktivnosti azot oksid sintaze. NO
je odreden upotrebom Grisovog reagensa (0,2 % rastvor naftiletilendiamin-dihlorid i 2 %
sulfanilamid u 5 % H3POs4 pomesani u jednakim zapreminama) po prethodno opisanom
protokolu [134]. Reakcija se zasniva na detekciji oslobodenih nitrita NO2™ koji u reakciji sa
Grisovim reagenskom daje roze obojeno jedinjenje Cija se absorbancija meri na 545 nm.

.....

(50 pL po bunaru) nakon ¢ega je dodat Grisov reagens (50 puL po bunaru). Nakon 10 min.

80



Isidora Proti¢-Rosié¢ Doktorska disertacija

ocitana je As4s. Koncentracija nitritnih jona u uzorcima je odredena na osnovu standardne prave
konstruisane pomoc¢u NaNO; poznate koncentracije.

7.15. Odredivanje genske ekspresije citokina PCRom u realnom vremenu

7.14.1. Izolovanje ukupne RNK iz Celija

Za izolovanje RNKA iz ¢elija koriS¢ena je plastika oznacena kao Cista od DNAza i
RNAza (eng. DNAse/RNAse free) kako ne bi doslo do gubitka Zeljenog molekula. Za
odredivanje genske ekspresije pro- i anti-inflamatornih citokina izolovana je ukupna RNK iz
¢elija koje su gradile ¢elijsku kokulturu. Izolovanja su posebno uradena iz Caco-2 ¢elija, a
posebno iz THP-1 makrofaga. Za izolovanje ukupne RNK koris¢en je TRI® reagens (Sigma
Aldrich). Na 10 cm? suda u kom se nalaze ¢elije je dodato 1 mL reagensa. Celije su lizirane
resuspendovanjem u reagensu pomocu automatske pipete. Nakon toga, ¢elijski lizat je pomeSan
sa 0,2 mL hloroforma po mL dodatog TRI® reagensa. Celije su prome$ane nakon ¢ega su
ostavljene 2-15 min. na sobnoj temperaturi. Smesa je potom centrifugirana 15 min. na 12000
x g na 4 °C. Nakon centrifugiranja razdvojile su se tri faze: donja, crvena hloroformska faza
koja sadrzi denaturisane ¢elijske proteine, medufaza koja sadrzi genomsku DNK ¢elija i gornja
vodena faza u kojoj se nalazi ukupna RNK od interesa. Vodeni sloj je prebacen u novu sterilnu
ependorf tubu i pomeSan sa 2-propanolom (0,5 mL na 1 mL TRI® reagensa) nakon cega je
promesan izvrtanjem ependorf tuba. Smesa je ostavljena 10 min. na sobnoj temperaturi nakon
Cega je centrifugirana na 12000 x g na 4 °C. Odliven je supernatant i ependorfi su ostavljeni
45 min. da se osuse na vazduhu. Talog RNK je rastvoren u 20 pL miliQ vode. Koncentracija i
Cistoéa izolovane RNK su odredene merenjem na NanoDrop-u™ (Thermo Scientific). Cistom,
prec¢is¢enom RNK su smatrani uzorci za koje je odnos absorbanci na 260 i 280 (A260/280) 1ZN0Si0
priblizno 2. Dobijena RNK je ¢uvana na -80 °C.

7.15.2. Lancana reakcija polimeraze kojoj prethodi reverzna transkripcija (RT-PCR)

Izolovana RNK je kori$¢ena za analizu genske ekspresije pro- i anti-inflamatornih
citokina. Kako bi uzorci bili uporedivi, za sve reakcije je korisS¢eno 100 ng RNK po reakcionoj
smeSi. Uzorci RNK su pripremani pravljenjem odgovaraju¢ih razblaZenja iz Stokova
precis¢enih RNKa sa miliQ vodom. RNK je prevedena u c¢cDNK u reakciji reverzne
transkripcije nakon cega je usledila reakcija PCRa. RT-PCR je uraden upotrebom paketa
KAPA SYBR® FAST One-Step gRT-PCR Master Mix (2X) (Merck KGaA). Pripremljena je
reakciona smesa koja je sadrzala 100 ng izolovane RNK razblazene u KAPA SYBER® FAST
One-Step gRT-PCR Master Mix (2x), direktni (for-eng: forward) i obrnuti (rev-eng: reverse)
prajmer (10 uM) i reverznu transkriptazu. Faze RT-PCR reakcije su date u tabeli 25. Sekvence
direktnih i obrnutih prajmera su preuzete iz baze podataka Nacionalnog centra za biotehnoloske
informacije (NCBI) 1 naruc¢ene od firme Invitrogen. Sekvence koriS¢enih prajmera su date u
tabeli 26. Analiza ekspresije gena je uradena pomoéu delta/delata Ct metode (244“!) nakon dega
su sve vrednosti normalizovane u odnosu na Kkonstitutivno eksprimiran gen GAPDH
(gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze).

Tabela 26. Faze PCR reakcije

Korak Temperatura | Trajanj
e
cDNA sinteza reverznom transkripcijom | 42 °C 5 min.
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Inaktivacija reverzne transkriptaze 95 °C 5 min.
Denaturacija 95 °C 10 sek.
Hibridizacija Tm* 30 sek. 40 ciklusa
Elongacija 72 °C 30 sek.
Krajnja elongacija 72 °C 7 min.

* Tm temperatura topljenja zavisi od svakog para prajmera i data je u tabeli 25.
Tabela 27. Sekvence prajmera koris¢enih za RT-PCR

Gen Sekvenca Tm (°C)
GAPDH | For: AGCAATGCCTCCTGCACCACCAAC 61
Rev: CCGGAGGGGCCATCCACAGTCT
TNFa For: AACGGCATGGATCTCAAAGA 49
Rev:
TTTCTCCTGGTATGAGATAGCAAATC
IFN-y For: ATTCGGTAACTGACTTGAATGTCC 49
Rev: CTCTTCGACCTCGAAACAGC
IL-1B For: ATCCCAAGCAATACCCAAAGAA 49
Rev: GCTGATGTACCAGTTGGGGAA
IL-10 For: TCTCCGAGATGCCTTCAGCAGA 51
Rev: TCAGACAAGGCTTGGCAACCCA
IL-33 For: GGTGTGGATGGGAAGAAGCTG 51
Rev: GAGGACTTTTTGTGAAGGACG

7.16. Odredivanje koncentracije izlu¢enih citokina nakon tretmana ¢elijskih
linija
Koncentracija citokina TNF-a, IFN- vy, IL-4, IL-6 i IL-10 u supernatantima nakon

Kompleti za odredivanje koncentracije citokina su kupljeni od firme BioLegend 1 ELISA je
uradena po uputstvu proizvodaca. Pripremljeni su potrebni rastvori: pufer za kuplovanje
antitela (Bikarbonatno-karbonatni pufer, tabela 26), PBS (tabela 27), tPBS (0,05% Tween u
PBSu), 1% BSA u tPBSu, supstrat za peroksidazu- tetrametilbenzidin (TMB, BiolLegend) i
stop reagens (2 N sumporna kiselina, tabela 28). Svi rastvori su pre upotrebe filtrirani kroz
filter pora 0,22 um. Za konstruisanje standarnde krive koris¢eni su standardi dobijeni u
kompletu. Standardi su razblazeni po uputstvu proizvodaca u 1% BSA u tPBSu, a zatim su
napravljena serijska razblazenja. Opseg koncentracija standardnih rastvora je bio sledeci:

500-7,8 pg/mL za TNF-a, IL-6 i IFN-y,
250-3,9 pg/mL za IL-4 i IL-10 citokine.
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Tabela 28. Pufer za kuplovanje antitela

Komponenta Kolicin
a
NaHCOs3 8,449
Na.COs 3,56 ¢
Dejonizovanavoda | 1 L

Tabela 29. Puferisan fizioloski rastvor

Komponenta Kolicin
a

NaCl 8¢

NazHPO4 1,16 ¢

KH2PO4 0,29

KCI 0,29

Dejonizovana voda | 1 L

Tabela 30. Stop reagens

Komponenta Kolicin
a
H2SO4 54 mL

Dejonizovana voda | 1 L

ELISA je radena po slede¢em postupku:

1.

gkrwn

©oo~No

Kuplovanje antitela za mikrotitar plo¢icu od 96 bunara je pripremljeno u puferu za
kuplovanje (antitelo za kuplovanje svakog citokina je razblazeno po uputstvu
proizvodaca), preko noc¢i na 4 °C.

Ispiranje neizreagovanih antitela za kuplovanje 4 puta tPBSom.

Blokiranje 1% BSA u tPBSu 1 h na sobnoj temperaturi, 300 rpm.

Ispiranje 4 puta tPBSom.

Inkubiranje sa standardnim rastvorima citokina ili supernatantima nakon celijskog
tretmana, 2 h na sobnoj temperaturi, 300 rpm.

Ispiranje 4 puta tPBSom.

Inkubiranje sa antitelom za detekciju 1 h na sobnoj temperaturi, 300 rpm.

Ispiranje 4 puta tPBSom.

Inkubiranje razblazenim rastvorom avidin-HRP 30 min. na sobnoj temperaturi, 300
rpm.

10. Ispiranje 5 puta tPBSom.
11. Detekcija dodatkom TMB supstrata 30 min. u mraku.
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12. Prekidanje reakcije dodatkom stop reagensa.

13. Citanje apsorbance na 450 nm.

14. Odredivanje koncentracije oslobodenih citokina na osnovu Kkonstruisane
kalibracione krive.

7.17. Statisticka obrada rezultata

Svi eksperimenti su uradeni u najmanje tri nezavisna bioloSka ponavljanja u duplikatu.
Srednje vrednosti duplikata dobijenih iz svakog eksperimenta su izraCunate pomoc¢u programa
Microsoft Office Excel 2016. Odgovaraju¢i grafici su dobijeni upotrebom programa GraphPad
Prism verzija 9, pomocu kog su dobijene standardne devijacije. Poredenje srednjih vrednosti
je uradeno pomocu analize varijanse (ANOVA) u GraphPad Prism v. 9. Ukoliko je utvrdeno
postojanje standardne devijacije primenjena je Bonferonijeva metoda kako bi se omogudéilo
odredivanje preciznih vrednosti za viSestruka ponavljanja. Razlika u rezultatima je smatrana
statisticki znacajnom ukoliko je p < 0,05. StatistiCka znacajnost je prikazana na graficima
upotebom odgovraju¢ih simbola. Ispod svakog grafika je naznaceno Sta simboli na slici
predstavljaju.
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Mpunor 1.

obpasay uzjase o aymopcmay

UsjaBa o ayTopcTBY

Mme n npesnme aytopa Wcupopa MNpotunh-Pocuh
Bbpoj nHgekca 06 02/2018

UsjaBrbyjem
0a je QOKTOpCKa aucepTtaumja nog HacnoBoMm

,lcnutnBawe nmyHopemoaynatopHor edpekta XmumMepHor npotemHa Bet v 1-BanlLec u
HEroBMX MyTaHaTa Ha henvjama ypoheHor MMyHCKor cuctema’

o pe3ynTaT COMNCTBEHOr UCTPaXXMBayKor paaa;

o [Aa oucepTaumja y LenuHU HU y AenoBrMa Huje 6una npeanoxeHa 3a cTuuare apyre
AvnrnomMe npema cTyamjcKMm nporpammma gpyrmx BUCOKOLLKOICKUX YCTaHOBA;

. [a cy pe3ynTaTi KOPEeKTHO HaBedEeHN U

o [a H1caM KpLumo/na ayTopcka npaea U KOpUCTUO/Na UHTENEKTyarnHy CBOjUHY ApYyrux
nuua.

NMoTnuc aytopa

%///W%é

Y beorpagy, 17.05.2024.
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Mpwunor 2.

0bpasay usjase 0 UCMOBEMHOCMU UWMAMNAHE U eIeKMPOHCKe 8ep3uje OKMOopCcKoz pada

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTMU LUTaMMNaHe U eNeKTPOHCKe Bep3unje
OOKTOpPCKOr paaa

Mme u npesume aytopa __ WNcnapoa Mpotunh- Pocuh
Bpoj nHaoekca A6 02/2018
Cryaunjcku nporpam _Brnoxemuja

Hacnos pana LMcnutmBawe nmyHopeMmoaynatopHor edpekTa XMmMepHor npotemHa Bet v 1-
BanlLec n heroBux MytaHata Ha henunjama ypoheHor umyHckor cucrtema’

MeHnTop _ op Mapuja MaBpoBuh-JaHkynosuh, pegoBHM Npodecop XeMujcKor hakynreTa
YHuepauteTa y beorpaay

MoTtnmncanm Wcuﬂ% %wté

W3jaBrbyjeM aa je wtamnaHa Be 3VIJa MOT JOKTOPCKOT paja UCTOBETHA €NeKTPOHCKO]
BEP3UjK KOjy cam npegao/na pagu noxpareHa y AAiMrutanHom penosmTopujymy
YHuBep3uteTa y beorpaay.

[osBorbaBam ga ce objaBe Moju NMMYHM Nogaum Be3aHu 3a gobnjawe akagemMckor Hasmea
AOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe 1 npe3nMe, rogmHa n MecTto pofierwa 1 gatym oabpaHe

paga.

OBwu nNu4HM Nnogaum mory ce 06jaBnT Ha MPEXHUM CTpaHWLama gurntanHe 6ubnuoTeke, y
eeKTPOHCKOM KaTanory un 'y nybnukauvjama YHmsepsuteta y beorpaay.

MoTnuc aytopa

fusi ot

Y beorpaay, 17.05.2024.
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Mpwunor 3.

obpasay usjage o kopuuihiersy

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHusepautetcky 6ubnuoteky ,Cetosap Mapkosuh® ga y Aurutanyu
penosuntopujym YHnsepanuteTa y beorpagy yHece Mojy OOKTOPCKY AncepTtaumnjy nog
HaCroBOM:

.MNcnutuBawe MyHopemoaynaTtopHor ecekra XumepHor npoTtenHa Bet v 1-Banlec
M HeroBux MytaHata Ha henujama ypoheHor umyHckor cucrema’

Koja je Moje ayTopcKo aeno.

OucepTauujy ca cBMM npusio3vma npegao/na cam y enekTpoHCKOM dhopMaTy NorogHom 3a
TpajHO apXxuBUpaH-e.

Mojy OOKTOpCKy aucepTaumjy noxpakeHy y [InrntanHomMm penosntopujymy YHUBepsuteTa y
Beorpagy v 4oCTynHy y OTBOPEHOM MPUCTYNY MOTy Aa KOpUCTE CBU KOju nowwiTyjy ogpende
cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy
cam ce oanyduo/na.

1. Aytopcteo (CC BY)
@AyTopCTBo — HekomepuujanHo (CC BY-NC)
. AyTopcTBO — HekomepuumjanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpPLMjanHo — genntn nog nctum ycnoesmma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTtBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AytopcTtBo — aenuTtu nog uctum ycnosmma (CC BY-SA)
(Monumo fa 3aoKpyXute camo jegHy o LWeCT NoHyHeHnx nuueHumn.

KpaTtak onuc nuueHum je cactaBHU 4e0 OBE n3jase).

NMoTnuc aytopa

Y Beorpagy, _17.05.2024. Wwﬂ%%”%
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1. AytopcTtBo. [lo3BosbaBaTe yMHOXaBake, AUCTPMOYLNjy 1 jaBHO caoniwiTaBake gena, u
npepage, ako ce HaBede ume ayTopa Ha HauuH oapefeH of cTpaHe ayTopa unv gasaoua
nuueHue, Yak n y komepumjanHe capxe. OBO je HajcnobogHuja og CBUX NULEHLN.

2. AyTopcTBO — HekomepuujanHo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, AUCTPUMOYLMjy M jaBHO
caonwtaeawe Aena, n npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HaudvH oapeheH of
CTpaHe ayTopa unu gaeaoua nuvueHue. OBa nuueHua He [03BOSfbaBa KoOMepuujanHy
ynoTpeby gena.

3. AyTOpCcTBO — HeKomepuumjanHo - 0e3 npepaga. [Jo3BorbaBaTe YMHOXaBaHE,
anctpmbyuujy 1 jaBHO caonuTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnnkoBawa unm ynotpebde
Jernay CBOM Jery, ako ce HaBe[e UMe ayTopa Ha HauuH ogpefheH of cTpaHe aytopa unu
Aasaoua nuueHue. OBa nuvueHua He [03BOSfbaBa kKoMmepuuvjanHy ynoTtpeby pena. Y
O[HOCY Ha CBe ocTane nuueHLle, 0BOM NULEHLIOM ce orpaHu4aBa Hajsehn obum npasa
Kopuwhemna gena.

4. AyTOpPCTBO — HeKOMepuujanHo — AenuTu noa UCTUM ycnoBuma. [lo3BorbaBaTe
YMHOXaBake, oUCTpubyLmjy 1 jaBHO caoniTaBake Aena, u npepaae, ako ce HaBeae ume
ayTopa Ha HauuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHLUe 1 ako ce npepaja
anctpubympa noa UCTOM WM crivdHOM nvueHuom. OBa nuueHua He [03BOrbaBa
koMepuujanHy ynotpeby aena v npepaga.

5. AytopcTtBOo — 0e3 npepapga. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBahe, OUCTPUOYUM)y W jaBHO
caonwrTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBara nnu ynotpebe gena y csom ageny,
aKo ce HaBefe UMe ayTopa Ha HauvH ogpeneH o4 CTpaHe ayTopa Unn gaBaola nuueHLe.
OBa nuueHua go3BosbaBa koMepuujanHy ynotpeby gena.

6. AytopcTBO — pgenutu noa UCTUM  ycnoBuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBakbe,
ANCTpmnbyumjy 1 jaBHO caoniTaBawe Aena, v npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha
Ha4uH ogpeheH o cTpaHe ayTopa Uy AaBaola NyLUEeHLE 1 ako ce npepaga anctpubymnpa
noA4 UCTOM unu cnuyHom nuueHuomM. OBa nuueHua 4o3BoSrbaBa KomepuujanHy ynotpeby
aena v npepaga. CnvyHa je copTBEPCKUM NULEHLaMa, 0GHOCHO NuueHuaMa OTBOpPeHOr
Koaa.
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